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Резюме
Введение. Гепатит С является актуальной проблемой здравоохранения во всем мире. Высокая вариабель-
ность вируса гепатита С (ВГС) осложняет его полногеномное секвенирование, в большинстве исследова-
ний секвенированы только отдельные регионы генома. Существует необходимость в простом и надежном 
методе секвенирования полного генома ВГС.
Цель работы. Создание и апробация панели NGS для полногеномного секвенирования ВГС.
Материалы и методы. В работе представлена амплификационная панель NGS для секвенирования ге-
нома ВГС генотипов 1, 2 и 3. В зависимости от генотипа использован набор, состоящий из 79, 67 или 89 
праймеров, при помощи которых осуществляется амплификация перекрывающихся участков генома ВГС. 
Результаты. Панель была апробирована на 153 образцах РНК ВГC, выделенных из крови (93/6/54 образца 
генотипов 1/2/3 соответственно). Анализ энтропии Шеннона показал, что в пределах гена E2 генетическая 
неоднородность значительно выше, чем в остальной части генома. Была определена частота встречаемо-
сти мутаций, ассоциированных с лекарственной резистентностью. В частности, для генотипа 1 была отме-
чена следующая частота встречаемости мутаций в NS3: Y56F – 37,6%, V170I – 23,7%; в NS5a: R30Q – 8,6%, 
P58L/S/T – 6,5%, A92T – 4,3%; в NS5b: L159F – 45,2%, S556G/N – 33,3%. 
Заключение. В работе изложен способ полногеномного секвенирования генома ВГС генотипов 1, 2 и 3. 
Панель для секвенирования ВГС обладает большим потенциалом для использования в научных исследо-
ваниях и эпидемиологическом мониторинге.
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Abstract
Introduction. Hepatitis C is a pressing global public health issue. The high variability of the hepatitis C virus (HCV) 
complicates its whole-genome sequencing; most studies sequence only specific regions of the genome. There is 
a need for a simple and reliable method for sequencing the whole genome of HCV.
Objective. Development and validation of NGS panel for whole-genome sequencing of HCV.
Materials and methods. This study presents NGS amplification panel for sequencing the genomes of HCV geno-
types 1, 2, and 3. Depending on the genotype, a set of 79, 67, or 89 primers is used. These primers enable ampli-
fication of overlapping regions of the HCV genome.
Results. The panel was tested on 153 HCV RNA samples isolated from blood plasma specimens (93/6/54 sam-
ples of genotypes 1/2/3, respectively). Shannon entropy analysis showed that genetic heterogeneity within the E2 
gene is significantly higher than in other parts of viral genome. The frequency of mutations associated with drug 
resistance was determined. Specifically, for genotype 1, the following mutation detection rates were observed in 
NS3: Y56F – 37.6%, V170I – 23.7%; in NS5a: R30Q – 8.6%, P58L/S/T – 6.5%, A92T – 4.3%; in NS5b: L159F – 
45.2%, S556G/N – 33.3%.
Conclusion. The current study describes a method for whole-genome sequencing of HCV genotypes 1, 2, and 3.  
The HCV sequencing panel shows great potential for use in scientific research and epidemiological monitoring.
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Введение 

Вирусный гепатит С представляет собой серьез-
ную проблему для здравоохранения как в России, так 
и во всем мире. По оценкам Всемирной организации 
здравоохранения, в 2022 г. в мире было зарегистриро-
вано около 50 млн человек, страдающих хроническим 
гепатитом С (ХГС), и 1,0 млн новых случаев инфици-
рования. В 2020 г. в России было зарегистрировано 24,5 
тыс. пациентов с диагнозом ХГС, а уровень заболева-
емости составил 16,7 на 100 тыс. человек [1]. По со-
стоянию на 2024 г. предположительно 2,9% населения 
Российской Федерации инфицированы вирусом гепа-
тита С (ВГС). В среднем у 70% инфицированных раз-
вивается хроническая форма заболевания, способная 
привести к циррозу печени (ЦП) и гепатоцеллюлярной 
карциноме (ГЦК). Согласно результатам анализа забо-
леваемости, распространенности и смертности ВГС, 
в 2015 г. было зарегистрировано 16 427 летальных ис-
ходов в результате осложнений ХГС в России [2]. 

Возбудителем заболевания является РНК-содер-
жащий вирус из семейства Flaviviridae (Flaviviri-
dae: Hepacivirus: Hepacivirus hominis). Геном ВГС 
представлен одноцепочечной РНК и демонстриру-
ет высокую вариабельность. Известно 7 основных 
генотипов ВГС, различия нуклеотидных последо-
вательностей между генотипами составляют 30–
35%. Частота встречаемости генотипов отличается 
для разных регионов мира: генотип 1 преобладает 
в Европе, Северной и Южной Америке, генотип 3 – 
в Индии и ряде стран Юго-Восточной Азии. На тер-
ритории РФ практически все типированные образ-
цы относятся к генотипу 1 (примерно 70% случа-
ев), 2 (~ 5%) и 3 (~ 20%) [3, 4]. 

Многочисленные исследования показывают, что 
различные генетические варианты ВГС и мутации 
в  разных участках вирусного генома могут быть 
связаны с  клиническими особенностями течения 
заболевания и его исходами, а также резистентно-
стью к терапии. Например, отмечалось, что генотип 
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1b характеризовался высоким риском ЦП и ГЦК [5]. 
Аминокислотные замены, обуславливающие лекар-
ственную устойчивость ВГС, расположены преи-
мущественно в генах, кодирующих вирусные фер-
менты, таких как NS3, NS5a и NS5b [6]. Устойчивые 
к ВГС варианты встречаются у большинства паци-
ентов, не достигших устойчивого вирусологическо-
го ответа, из-за отбора и роста устойчивых к ВГС 
вариантов в организме конкретного носителя. Эти 
мутации, связанные с устойчивостью, зависят от 
класса используемых противовирусных препаратов 
прямого действия (ПППД), а также варьируются  
в зависимости от генотипа и подтипа ВГС  [7]. 
Представляют интерес и другие регионы вирусного 
генома. Делеция в NS2 может быть ассоциирована с 
ЦП [8]. В исследовании S. Fishman и соавт. мутации 
в core 36G/C, 209A, 271U/C, 309A/C, 435A/C, 481A 
и 546A/C были связаны с высоким риском ГЦК [9]. 

В большинстве исследований, включающих секве-
нирование РНК ВГС, определяли отдельные регио-
ны вирусного генома [9–11]. На настоящий момент 
опубликовано небольшое число работ, в которых 
был определен полный геном ВГС, что может быть 
связано с высокой генетической вариабельностью 
этого вируса. Так, одна из работ за 2019 г. включала 
всего 2 образца и представляла собой первые полные 
прочтения ВГС на территории Латинской Америки. 
В ходе работы был использован метод вложенной 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) (nested PCR) 
c последующим секвенированием амплифицирован-
ных участков по Сэнгеру [12]. Похожий подход для 
амплификации был использован в работе для сравне-
ния чувствительности секвенирования полногеном-
ных геномов ВГС на платформах PacBio и Illumina 
для обнаружения низкочастотных мутаций  [13]. 
Аналогичная пробоподготовка и секвенирование на 
Illumina MiSeq были произведены для 88  образцов 
с целью получения данных о распределении геноти-
пов в лондонской выборке [14]. 

России секвенирование ВГС проводится преиму-
щественно для определения вирусного генотипа, 
анализируются лишь отдельные гены ферментов 
методом секвенирования по Сэнгеру. Например,  
В.О. Котова и соавт. определяли нуклеотидную по-
следовательность гена NS5b в 60 образцах ВГС 
[15]. В работе Д.Э. Рейнгардт и соавт. были секве-
нированы гены NS3, NS5a, NS5b в 31 образце [16]. 
В.А. Исаков и соавт. анализировали встречаемость 
замен в генах NS3, NS5A, NS5B, ассоциированных 
с лекарственной устойчивостью, в образцах россий-
ской популяции, при этом секвенирование на базе 
Illumina MiSeq выполнялось в США [17]. По нашим 
оценкам, на  сегодняшний день в мире существует 
крайне ограниченное число работ, в которых авторы 
секвенировали полный геном ВГС с помощью NGS. 
На территории Российской Федерации такие публи-
кации нами не были обнаружены. 

Цель работы – разработать амплификационную па-
нель NGS для полногеномного секвенирования ВГС 
генотипов 1, 2 и 3 и провести ее тестирование.

Материалы и методы
Образцы 

Для работы были отобраны 153 образца плазмы кро-
ви, полученных от участников клинического исследо-
вания (протокол № 133 от 2 марта 2023 г. ЛЭК ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора) с ВГС. Все участ-
ники исследования предоставили добровольное ин-
формированное согласие на использование образцов. 
РНК ВГС выделяли из плазмы при помощи набора 
«РИБО-преп» («АмплиСенс», Россия). Наличие РНК 
ВГС и генотип определяли с использованием набора 
реагентов «HCV-Monitor-FL» и «АмплиСенс HCV-
1/2/3-FL» («АмплиСенс», Россия). Из них 93 образца 
были определены как генотип 1, 6 – как генотип 2, 54 
– как генотип 3.

Подбор праймеров
Выполненный биоинформатический анализ пока-

зал невозможность подбора универсальных прай-
мерных последовательностей для полногеномной 
амплификации ВГС одновременно для всех трех 
основных генотипов вируса, циркулирующих в Рос-
сии. В то же время возможно подобрать три набора 
праймеров, которые были бы применимы для каждо-
го из трех генотипов по отдельности. Для каждого ге-
нотипа праймеры подбирали в полуавтоматическом 
режиме, как было описано ранее для разработки ам-
плификационной панели для секвенирования гено-
ма ВГС [18]. В результате были подобраны 79/67/89 
праймеров для генотипов 1/2/3 соответственно. Три 
контрольных образца, соответствующие геноти-
пам 1, 2 и 3 ВГС (HCV1_01, HCV2_01, HCV3_01), 
были последовательно секвенированы несколько 
раз, в результате были подобраны оптимальные ус-
ловия ПЦР и концентрация каждого праймера в ре-
акционной смеси. Праймерные последовательности 
приведены в табл. S1, представленной в  дополни-
тельных материалах.

Секвенирование ВГС
Для обратной транскрипции использовали набор 

«РЕВЕРТА-L» («АмплиСенс», Россия). Для амплифи-
кации генома ВГC использовали три набора прайме-
ров, каждый соответствовал генотипу 1, 2 или 3. Гено-
типы образцов были определены заранее. Для каждого 
образца осуществляли 5 отдельных мультиплексных 
ПЦР, каждая реакция содержала 10 мкл комплемен-
тарной ДНК (кДНК), 10 мкл смеси для ПЦР PCR-mix-
2-blue («АмплиСенс», Россия), 1,4 мкл dNTP 4,4 мМ 
(«АмплиСенс», Россия), праймеры одного из 5 пулов 
и воду mQ в конечном объеме 25  мкл. Таблица S1 
в дополнительных материалах содержит информа-
цию о нуклеотидной последовательности, концентра-
ции в реакционной смеси и номере пула для каждо-
го праймера. Стадии ПЦР: 1) 95 °C 3 мин; 2) 20 ци-
клов: 95 °C 30 с, 55 °C 30 с, 72 °C 40 с; 3) 72 °C 3 мин. 
Далее продукты 5  параллельных реакций ПЦР сме-
шивали по 5 мкл и производили их очистку при помо-
щи AMPure XP Beads (Beckman Coulter, США), соот-
ношение AMPure XP Beads/продукт ПЦР как 0,8 : 1.  
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Затем осуществляли ПЦР-индексацию, каждая реак-
ция содержала 5 мкл очищенных продуктов ПЦР, 10 мкл 
смеси для ПЦР PCR-mix-2-blue («АмплиСенс», Рос-
сия), 1,4  мкл dNTP 4,4 мМ («АмплиСенс», Россия), 
стандартные адаптеры Nextera index (концентрация 
в реакционной смеси 200 нМ) и воду mQ в конечном 
объеме 25 мкл. Стадии ПЦР: 1) 95 °C 3 мин; 2) 25 ци-
клов: 95 °C 20 с, 55 °C 30 с, 72 °C 40 с; 3) 72 °C 3 мин. 
Индексированные продукты ПЦР смешивали и да-
лее производили их очистку при помощи AMPure XP 
Beads 0,8/1. Для измерения концентрации получен-
ной библиотеки использовали Qubit dsDNA HS Assay 
Kit (Invitrogen, США). Секвенирование осуществля-
ли с использованием набора MiSeq v. 3 (600 циклов) 
на Illumina MiSeq.

Биоинформатика 
Для оценки качества полученных прочтений ис-

пользовали программу FastQC. Адаптерные по-
следовательности удаляли с помощью программы 
Trimmomatic. Для удаления праймерных последова-
тельностей применяли программу Cutadapt. Обрабо-
танные таким образом прочтения картировали на со-
ответствующие референсы (M58335.1/NC_009823.1/
D17763.1 для генотипов 1/2/3) при помощи програм-
мы BWA-MEM. Консенсусные последовательности 
были получены из bam-файлов с  использованием 
iVar. Для построения филогенетического древа были 
использованы 42  референсных генома ВГС из базы 
данных euHCVdb, представляющих генотипы с 1-го 
по 7-й. Множественное выравнивание последова-
тельностей производили с  использованием MAFFT 
v.  7.505. Филогенетическое дерево было построено 
в MEGA v. 12.0.11 с использованием алгоритма при-
соединения соседей и укоренено при помощи метода 
средней точки. Визуализация выполнена с использо-
ванием программы iTOL.

Валидация панели
Для валидации HCV-seq секвенировали три кон-

трольных образца разных генотипов (HCV1_01, 
HCV2_01, HCV3_01), используя альтернативный 
подход. Обратную транскрипцию проводили при 
помощи набора SuperScript IV Reverse Transcriptase 
(ThermoFisher, США) согласно рекомендациям про-
изводителя. Для амплификации РНК ВГС для каждо-
го образца использовали отдельный набор праймеров 
(приведены в  табл. S2 в  дополнительных материа-
лах). ПЦР-смесь содержала 10 мкл матричной кДНК, 
12,5 мкл Q5 High-Fidelity DNA Polymerase MasterMix 
2x (NEB, США), праймеры в конечной концентрации 
200 нМ и воду mQ в конечном объеме 25 мкл. Ста-
дии ПЦР: 1) 98 °C 1 мин; 2) 40 циклов: 98 °C 10 с, 
60 °C 30 с, 72 °C 2 мин; 3) 72 °C 3 мин. Продукты ПЦР 
были проверены при помощи электрофореза в  1% 
агарозном геле. Очистку продуктов ПЦР производи-
ли с использованием AMPure XP Beads в соотноше-
нии 0,5 : 1. Концентраци. продуктов ПЦР определяли 
при помощи dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, США). 
Далее для каждого образца продукты ПЦР разводили 

до  1  нг/мкл и смешивали эквимолярно. Библиотеки 
для секвенирования готовили при помощи набора 
Nextera XT DNA (Illumina) согласно рекомендациям 
производителя. Секвенирование на платформе Illumi-
na и сборку геномов осуществляли, как описано выше. 
Кроме того, для образца HCV2_01 (генотип 2) геном-
ная последовательность была также подтверждена 
секвенированием по Сэнгеру. Результаты секвени-
рования образцов при помощи HCV-seq, Nextera и 
по Сэнгеру совпадали практически полностью. Фай-
лы сырых прочтений NGS при помощи HCV-seq и 
Nextera для всех трех образцов, а также данные секве-
нирования по Сэнгеру образца HCV2_01 могут быть 
загружены по https://doi.org/10.5281/zenodo.15846624 
ссылке. 

Результаты 
В рамках настоящей работы было секвенировано 

и проанализировано 153  генома ВГС. Полученные 
геномы представлены в  виде HCV_SAMPLES.fasta 
по https://doi.org/10.5281/zenodo.15846624 ссылке. 
Среднее покрытие вирусного генома составило 96,2% 
от области, ограниченной праймерами (рис. 1). Глу-
бина прочтения ампликонов для трех генотипов пред-
ставлена на рис. 2. Неполное покрытие образцов мо-
жет быть связано с  высокой вариабельностью ВГС 
и наличием мутаций на местах посадки праймеров, 
а также с  недостаточным количеством и качеством 
РНК ВГС. 

Филогенетический анализ (рис. 3) подтвердил точ-
ное разделение всех исследованных образцов по гено-
типам: образцы генотипа 1 (красный), генотипа 2 (си-
ний) и генотипа 3 (зеленый) образовали устойчивые, 
хорошо различимые кластеры. Все секвенированные 
изоляты достоверно группировались с референс-
ными последовательностями своих генотипов, что 
подтверждает корректность предварительного гено-
типирования. При этом наблюдалась четкая класте-
ризация по субтипам: генотип 1 с подтипом 1b, гено-
тип 2 с подтипами 2a и 2c, а генотип 3 с подтипом 3a. 

Для оценки нуклеотидной вариабельности был 
проведен анализ энтропии Шеннона, отражающей 
степень неопределенности в распределении нуклео
тидов по  позициям. На рис. 4 показаны средние 
значения энтропии Шеннона, рассчитанные для 
каждого генотипа по  неперекрывающимся блокам 
длиной 40 нуклеотидов. Статистический анализ 
показал, что среднее значение энтропии Шенно-
на в  пределах гена E2 значительно больше, чем 
в остальной части генома во всех трех проанализи-
рованных генотипах ВГС (p < 0,0001 по критерию 
Манна–Уитни). Это подтверждает наблюдаемый пик 
вариабельности в данной области особенно в 5’-ре-
гионе гена E2. Повышенная энтропия в регионах E1 
и особенно E2 отражает адаптацию вируса к иммун-
ному давлению. Известно, что область 5’-конца гена 
E2 кодирует N-концевой гипервариабельный регион 
HVR1, который связан с ускользанием от нейтрали-
зующих антител и взаимодействием с рецепторами 
клетки-хозяина [19]. 
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Рис. 1. Покрытие 153 образцов. 
Область генома считали прочитанной при глубине не менее 10 прочтений. Процент покрытия считали от области, ограниченной праймерами. Образ-

цы отсортированы по проценту покрытия и генотипу. 
Fig. 1. Coverage of 153 samples. 

The genome region was considered as read when coverage was at least 10 reads. The coverage percentage was calculated for the region flanked by primers. 
Samples are sorted by coverage percentage and genotype.

Рис. 2. Log10 глубины прочтения для каждого ампликона, нормированной на общее количество прочтений на образец. 
а – генотип 1, б – генотип 2, в – генотип 3. По оси X отмечены ампликоны, по оси Y – образцы. Непрочитанные (желтые) участки единично распреде-

лены по геномам и образцам и связаны с множественными мутациями на местах отжига праймера в конкретном образце.
Fig. 2. Log10 of the reads per amplicon normalized by total reads per sample. 

a – genotype 1, b – genotype 2, c – genotype 3. The X-axis shows the amplicons, the Y-axis shows the samples. Unread (yellow) regions, singly distributed across 
genomes and samples, are associated with multiple mutations at the primer annealing sites in a given samples.

а/a

б/b

в/c
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Далее была произведена оценка встречаемости му-
таций ВГС, связанных с лекарственной резистентно-
стью. Соответствие мутаций и препаратов осущест-
влялось согласно  работе1. Обнаруженные мутации 
представлены в виде диаграммы на рис. 5. Для гено-
типа 1 была отмечена следующая частота встречае-
мости мутаций в NS3: Y56F  – 37,6%, V170I – 23,7%; 
в NS5a: R30Q – 8,6%, P58L/S/T – 6,5%, A92T – 4,3%; 
в NS5b: L159F – 45,2%, S556G/N – 33,3%. Для образ-
цов генотипа 2 были отмечены характерные для дан-

ного генотипа мутации – V36L и V170I в NS3, L28С/F, 
R30K и A92C/S в  NS5a и C289M, M414Q, A553V 
и S556G в  NS5b. Кроме того, встречались замены 
Y56F в NS3, L31M в NS5a и G554S в NS5b. Для об-
разцов генотипа 3 также были выявлены характерные 
для данного генотипа мутации: V36L, D168Q и V170I 
в  NS3, L28M, R30A и A92E в  NS5a, C289F, A553V 
и S556G в NS5b. Для генотипа 3 была отмечена следу-
ющая частота встречаемости мутаций в NS5a: R30K/
S/T – 14,8%, L31I – 1,9% и Y93H – 5,6%. Во всех об-
разцах не было обнаружено мутаций резистентности 
к препаратам группы ингибиторов NS3/4A глекапре-
виру и паритапревиру. В то  же время образцы ВГС 

Рис. 3. Филогенетическое дерево секвенированных образцов ВГC. 
Цвета генотипов соответствуют [3]. Референсные последовательности отмечены черным цветом, а секвенированные в данной работе – синим.

Fig. 3. Phylogenetic tree of sequenced HCV samples. 
The genotype colors correspond to [3]. Reference sequences are labeled in black, while sequences obtained in this study are highlighted in blue.

1https://hcv.geno2pheno.org 
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ров [12]. В исследованиях R. Bull и соавт. и D. Aisyah 
и соавт. праймеры были подобраны так, чтобы ам-
плифицировать полный вирусный геном, ампликоны 
далее тагментировали и секвенировали на платформе 
Illumina [13, 14]. Следует отметить, что данный под-
ход подразумевает получение протяженных ампли-
конов 4–9 т.п.н., что требует наличия достаточного 
количества полноразмерных копий вирусного генома 
в образце, в то время как многие образцы содержат 
фрагментированную РНК. Использование коротких 
ампликонов позволяет секвенировать большую часть 
клинических образцов. Интересно отметить, что 
для рутинного секвенирования миллионов геномов 
SARS-CoV-2 в мире использовали способы с ампли-
фикацией сравнительно коротких участков вирусного 
генома ARTIC и Midnight [20, 21]. Представленный 
в настоящей работе способ также имеет недостатки. 
Независимая амплификация коротких участков ви-
русного генома не позволяет детектировать протя-
женные делеции фракции вирусных геномов, которые 
были отмечены в работе K. Yamauchi и соавт. [8].

Полученные в настоящем исследовании данные 
о  генотипическом разнообразии ВГС в  выборке 
российской популяции в  целом согласуются с  не-
многочисленными опубликованными результатами 
других научных групп. Например, в  исследовании 

генотипа  1 содержали возможные мутации рези-
стентности к препаратам группы ингибиторов NS5A  
(деклатасвир, элбасвир, ледипасвир, велпатасвир), 
которые обнаружены в 95,7% образцов, а для группы 
ингибиторов NS5B (досабувир и софасбурив) часто-
та мутаций составила 45,1%. Образцы ВГС геноти-
па 2 содержали возможные мутации резистентности 
к препаратам группы ингибиторов NS5A в 66,7% об-
разцов, а для препаратов группы ингибиторов NS5B 
не были обнаружены мутации резистентности. Об-
разцы ВГС генотипа  3 содержали возможные мута-
ции резистентности к препаратам группы ингибито-
ров NS5A в 15,1% образцов, а для препаратов группы 
ингибиторов NS5B мутации резистентности не опре-
делялись. 

Обсуждение 
В настоящей работе представлен метод полноге-

номного секвенирования ВГС, основанный на ПЦР-
обогащении сравнительно коротких ампликонов. 
Существует небольшое количество работ, включаю-
щих полногеномное секвенирование ВГС. В  работе  
N. Spitz и соавт. была использована вложенная ПЦР, 
длина ампликонов составляла примерно 4,5 т.п.н. 
Далее полученные ампликоны были секвенированы 
по Сэнгеру с использованием внутренних прайме-

Рис. 4. Среднее значение энтропии Шеннона для неперекрывающихся участков генома длиной 40 нуклеотидов. 
a – профиль энтропии Шеннона для генотипа 1, б – профиль энтропии Шеннона для генотипа 2, в – профиль энтропии Шеннона для генотипа 3,  

D – схематическое представление генома ВГС с обозначением границ генов. Пунктирные линии обозначают границы генов E1 и E2.
Fig. 4. Average Shannon entropy for non-overlapping 40-nucleotide regions of the genome. 

a – Shannon entropy profile for genotype 1, b – Shannon entropy profile for genotype 2, c – Shannon entropy profile for genotype 3. D – Schematic representation 
of the HCV genome with genome region boundaries indicated. Dashed lines indicate the boundaries of the E1 and E2 regions.

а/a

б/b

в/c
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Н.Н. Пименова и соавт., проведенном на 10 107 об-
разцах, частота встречаемости генотипов ВГС 1/2/3 
на территории РФ составила 53,6, 7,6 и 35,4% слу-
чаев соответственно  [4]. Частота встречаемости 
генотипов 1/2/3 в нашей относительно небольшой 
выборке из 153 образцов составила 60,8/3,9/35,3% 
случаев. Д.Э. Рейнгардт и соавт. определяли нукле-
отидную последовательность генов NS3, NS5a, NS5b 
в 31 образце [16]. В целом набор и частота обнару-
женных мутаций в их исследовании соотносятся 
с полученными нами результатами. Для ряда мута-
ций частота встречаемости в работе Д.Э. Рейнгардт 
и соавт. была значительно больше. Возможно, это 
связано с  тем, что материалом исследования слу-
жил 31  образец плазмы крови от пациентов с  ХГС 
с  рецидивом заболевания на фоне терапии ПППД, 
в то время как значительную часть нашей выборки 
составляли пациенты с  впервые выявленным ВГС. 
Например, частота встречаемости NS5a Y93H соста-
вила 3,9% в настоящем исследовании и 41,9% в ра-
боте Д.Э. Рейнгардт и соавт.

В настоящем исследовании наибольшая часто-
та мутаций резистентности к  терапии определялась 

к  препаратам из  группы ингибиторов белка NS5A 
ВГС. Данное наблюдение согласуется с результатами 
многочисленных опубликованных исследований. Так, 
известно, что ингибиторы белка NS5A ВГС наиболее 
подвержены формированию мутаций резистентно-
сти. Исследования показывают, что мутации в  гене 
NS5A встречаются у значительной части пациентов 
(до 30% у наивных пациентов с генотипом 1b) [22]. 
Также следует отметить значительную перекрестную 
резистентность между доступными в настоящее вре-
мя ингибиторами NS5A  [23]. Мутации резистентно-
сти к ингибиторам NS5A и NS3 часто накапливаются 
у  пациентов без устойчивого вирусологического от-
вета после лечения с применением препаратов этих 
групп.  В то же время ингибиторы NS3/4A и NS5B 
также используются в терапии, но частота мутаций 
резистентности к  ним ниже. Например, ингибитор 
NS5B софосбувир обладает самым высоким барье-
ром к резистентности и мутации к нему выявляются 
крайне редко.  Ингибиторы NS3/4A могут вызывать 
мутации резистентности, но они менее устойчивы 
по сравнению с  NS5A-ингибиторами [22]. Мутации 
резистентности к ингибиторам NS5B, по данным раз-

Рис. 5. Встречаемость мутаций в генах NS3, NS5a, NS5b, ассоциированных с резистентностью к терапии. 
Серые поля представляют собой неопределенные области, белые – дикий тип, зеленые – мутации, характерные для данного генотипа, желтые –  
замены, не описанные в литературе, красные – мутации, описанные в литературе как мутации устойчивости к противовирусной терапии. По оси X 

отмечены мутации и гены, по оси Y – образцы и генотипы.
Fig. 5. The detection rates of mutations in the NS3, NS5a, and NS5b coding regions associated with resistance to therapy. 

Gray fields represent undefined areas, white – wild type, green – mutations characteristic of the genotype, yellow – substitutions not described in the literature, 
and red – mutations described in the literature as mutations of resistance to antiviral therapy. The X-axis shows mutations and genome regions, the Y-axis shows 

samples and genotypes.
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ных источников, обнаруживаются редко (1% случа-
ев) даже после применения неэффективного режима 
ПППД, содержащего препараты из данной группы2. 
В исследованных нами образцах не было обнаруже-
но мутаций резистентности к препаратам из группы 
ингибиторов NS3/4A, мутации резистентности к пре-
паратам из группы ингибиторов NS5B встречались 
только среди пациентов с  генотипом  1 ВГС. Таким 
образом, интеграция тестирования на лекарственную 
устойчивость в клиническую практику может повы-
сить эффективность лечения гепатита С. Тестирова-
ние на устойчивость, в особенности к  ингибиторам 
NS5A, может быть рекомендовано всем пациентам, 
не достигшим устойчивого вирусологического ответа 
после применения схем терапии, содержащих препа-
раты данной группы.

Заключение
В настоящей работе представлена амплификацион-

ная панель, позволяющая осуществлять полногеном-
ное секвенирование генотипов 1, 2 и 3 ВГС. Панель 
основана на амплификации относительно коротких 
участков вирусного генома, что позволяет секвениро-
вать даже высокофрагментированные образцы, и об-
ладает большим потенциалом для научных и практи-
ческих целей. Широкое применение комбинирован-
ных безинтерфероновых схем позволило достигнуть 
существенных успехов в лечении ВГС. Несмотря на 
то что ПППД обеспечивают устойчивый вирусоло-
гический ответ более чем в 90% случаев, проблема 
лекарственной устойчивости становится все более ак-
туальной. Высокая скорость размножения ВГС и низ-
кая точность работы его РНК-полимеразы приводят 
к значительной генетической изменчивости вирусной 
популяции, что способствует быстрому появлению 
и отбору вариантов, устойчивых к терапии. Монито-
ринг лекарственной устойчивости ВГС имеет важное 
значение для успешного лечения пациентов с  ХГС. 
Определение мутаций, вызывающих резистентность 
к ПППД, позволяет подобрать наиболее эффектив-
ную схему терапии и значительно повысить шансы 
пациента на полное излечение. 
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