
 

Генотипическая структура и уровень вирусной нагрузки у больных

 

25 

Введение 

 

В настоящее время парентеральные вирус-

ные гепатиты занимают одно из ведущих мест в 

инфекционной патологии человека. Несмотря 

на успехи, достигнутые в изучении гепатита С 

(ГС), сложность структуры и многофакторность 

развития эпидемического процесса до сих пор 

не позволили раскрыть в полной мере все зако-

номерности течения ГС-инфекции [1, 2]. Лабо-

раторная диагностика инфекции основывается 

на определении антител к вирусу ГС (анти-

ВГС) с помощью серологических методов и 

РНК ВГС с использованием полимеразной цеп-

ной реакции с обратной транскрипцией  

(ОТ-ПЦР). Внедрение молекулярно-генетичес-

ких методов исследования показало, что значи-

тельное влияние на интенсивность течения ин-

фекционного процесса ГС оказывает наиболее 

высокая генетическая гетерогенность вируса по 

сравнению с другими возбудителями вирусных 

гепатитов [3, 4]. Сегодня генотипирование ВГС 

и количественное определение РНК использу-

ются в эпидемиологических исследованиях и 

клинической практике для подбора оптималь-

ной схемы лечения, прогнозирования и оценки 

эффективности интерферонотерапии [4]. Не-

смотря на это вопрос о взаимосвязи уровня ви-

русной нагрузки и генотипов вируса до сих пор 

остается открытым [5]. 

Исходя из вышесказанного, цель данной ра-

боты – сравнительная характеристика геноти-

пической структуры вируса и уровня вирусной 

нагрузки у лиц с различными вариантами ГС-

инфекции.  

Экспериментальная часть 

 

На наличие специфических маркеров ГС за 

период с 2007 по 2011 гг. обследованы 637 об-

разцов сыворотки крови от пациентов инфекци-

онных стационаров с предварительным диагно-

зом «вирусный гепатит» и 1238 образцов от ме-

дицинских работников, пациентов отделений 

гемодиализа и гематологии ЛПУ и пациентов 

наркологических стационаров Нижегородской 

области. Последние контингенты относятся к 

группам повышенного риска инфицирования 

ГС и страдают хронической ГС-инфекцией или 

являются «носителями» ВГС. До недавнего 

времени в практике общественного здравоохра-

нения о «носительстве» ВГС судили по обна-

ружению анти-ВГС, что не корректно, посколь-

ку должно быть подтверждено наличием РНК 

ВГС. Последующее исследование включало 

качественное определение РНК вируса у 345 

анти-ВГС-позитивных и 217 анти-ВГС-негатив-

ных лиц. Количественный анализ и генотипи-

рование изолятов вируса были проведены в 

РНК-позитивных образцах. В предыдущих ис-

следованиях нами было показано, что примене-

ние ОТ-ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-

ной детекцией в режиме «реального време-

ни» не только позволяет увеличить чувстви-

тельность метода, но и идентифицировать 

больший процент генотипов вируса [6]. По-

этому дальнейшее совершенствование мето-

дики для дифференциации ранее нетипиро-

ванных проб было основано на ОТ-ПЦР 

«real-time» с учетом концентрации вируса в 

исследуемых образцах. 
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Для типирования низкокопийных проб про-

ведено повторное выделения РНК с использо-

ванием сорбции на магнитных частицах с кон-

центрированием на нескольких этапах экстрак-

ции, что позволило увеличить на порядок коли-

чество выделенных копий РНК и, как след-

ствие, в большинстве случаев провести геноти-

пирование с использованием стандартных про-

токолов. При анализе генотипической структу-

ры вируса под наблюдением находилось взрос-

лое население в возрасте от 20 до 78 лет, 34.9% 

из которых составили лица в возрасте 20– 

30 лет. Среди обследованных преобладали 

мужчины (68%), женщины составили 32%. Ли-

ца с известным возрастом были выделены в две 

возрастные группы: 20–29 лет включительно и 

старше 30 лет. Подобное разделение на воз-

растные группы показано в работе А.В. Шусто-

ва [3], автор обосновывает его методами мате-

матической статистики. Структура генотипов 

ВГС в зависимости от давности инфицирования 

проанализирована у 137 лиц с установленным 

диагнозом хронического ГС (ХГС). 

 Статистическая обработка результатов про-

ведена по общепринятой методике с использо-

ванием пакета программ Statistica 6.0 и Biostat. 

Определяли показатель средних величин (M), 

стандартную ошибку средних величин этих по-

казателей (m), достоверность различий показа-

телей в сравниваемых группах с использовани-

ем t-критерия Стьюдента (различия считали 

достоверными при вероятности > 95% (p ≤ 

≤ 0.05)). 

 

Результаты и их обсуждение 

 

С целью изучения распространенности ГС-

инфекции была определена частота выявления  

анти-ВГС среди обследуемых контингентов 

населения. Аналогично литературным данным 

показано, что наибольшей частотой обнаруже-

ния антител характеризовались пациенты 

наркологических стационаров (92.5±2.7%), 

намного реже анти-ВГС были выявлены у боль-

ных с установленным диагнозом «вирусный 

гепатит», пациентов гемодиализа и медицин-

ских работников (32.0±1.8%, 11.7±2.4% и 

5.0±1.0% соответственно) [4, 7, 8]. В то время 

как у больных ГС в 11.3% случаев установлен 

диагноз острого ГС (ОГС), все обследованные 

лица из групп риска  имели диагноз хрониче-

ского ГС. Ранее проведенные нами исследова-

ния показали, что определение развернутого 

спектра анти-ВГС позволяет в ряде случаев 

дифференцировать хронические формы инфек-

ции от острых. Так, среди больных с ОГС до-

стоверно чаще выявляется только капсидный 

белок вируса, а у анти-ВГС-позитивных лиц с 

ХГС наблюдалось достоверное преобладание 

полного белкового спектра (core, NS3, NS4, 

NS5) [9]. 

Показано, что частота обнаружения РНК 

ВГС составила 91.7±7.9% при острой и 

72.3±3.8% при хронической фазе заболевания. 

Анализ репликативной активности вируса у се-

ропозитивных лиц с ХГС позволил выявить 

контингент обследованных с реактивацией ин-

фекционного процесса, представляющих непо-

средственную эпидемическую опасность. Так, 

частота обнаружения РНК у серопозитивных 

лиц групп повышенного риска была достаточно 

высокой и колебалась от 51.4±8.2% у медицин-

ских работников до 80.5±4.2% у пациентов 

наркологических стационаров.  

Кроме того, в ряде случаев было проведено 

определение РНК ВГС у анти-ВГС-негативных 

лиц группы повышенного риска инфицирова-

ния, позволившее своевременно выявить потен-

циальные источники инфекции на ранних сро-

ках развития заболевания (в период серологиче-

ского окна) в 0.9±0.4% случаев.  

Дальнейшее типирование РНК-позитивных 

образцов показало следующее распределение 

циркулирующих генотипов: 1а – 3.2±1.1%; 1b – 

42.1±3.2%; 2 – 4.5±1.3%; 3а – 37.7±3.1%, с пре-

валированием в равной доле субтипов 1b и 3а. 

Аналогичные данные по соотношению указан-

ных генотипов получены исследователями по 

ряду других территорий РФ [3]. Обращает на 

себя внимание, что в 5.3±1.4% случаев были 

обнаружены микст-варианты доминирующих 

генотипов: 1b+3а, 1а+1b.  

Выявлена неоднородность генотипической 

структуры вируса у различных контингентов 

населения (рисунок). Так, больные ГС и паци-

енты наркологических стационаров отличались 

значительным разнообразием выявленных гено-

типов и наличием микст-вариантов генотипов. 

По нашему мнению, подобно данным других 

авторов, наличие микст-генотипов ВГС может 

свидетельствовать о возможности повторного 

инфицирования другим штаммом вируса [7]. В 

то же время медицинские работники и пациен-

ты отделений гемодиализа характеризовались 

циркуляцией только двух субтипов вируса: 1b 

(81.0±8.5%) достоверно преобладал над 3а 

(19.0±8.5%) (p < 0.01), что согласуется с литера-

турными данными [7, 10]. Следует отметить, 

что в 8.1±1.7% случаев генотип определен не 

был. 

Частота обнаружения субтипов 1b и 3а не 

зависела от формы инфекции, они одинаково 
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преобладали как при остром (50.0±15.8% для 1b 

и 40.0±13.4% для 3а), так и хроническом ГС 

(43.2±5.2 % и 31.8±4.9 % соответственно). Ана-

логичные данные получены при анализе воз-

растной структуры инфицированных. Так, гено-

типы 1b и 3а одинаково доминировали как в 

возрастной группе 20–29 лет, так и у лиц стар-

ше 30 лет. При этом аналогично данным А.В. 

Шустова [3], у лиц старше 30 лет показана тен-

денция к равномерному увеличению удельного 

веса 1b с возрастом (с 26.1±6.5% в 30 лет до 

68.8±6.7% – старше 50 (p < 0.01)) и снижению 

доли 3а (с 50.0±7.3% до 10.4±4.4% соответ-

ственно (p < 0.01)). Следует отметить, что толь-

ко у лиц старше 30 лет выявлен 2-ой генотип 

ВГС [11]. Учитывая литературные данные о 

наличии корреляции между способом инфици-

рования и генотипом вируса, можно предполо-

жить возможные изменения в соотношении со-

ответствующих путей передачи ВГС среди 

населения Нижегородской области в зависимо-

сти от возраста инфицированных лиц [3, 7]. 

При анализе генотипической структуры ви-

руса отмечено, что с увеличением срока инфи-

цирования от 5 до 15 лет и более наблюдается 

тенденция к снижению доли 1b и росту доли 3а. 

С одинаковой частотой были выявлены 2-ой 

генотип вируса и микст-субтипы: 1b+3а и 1b+1а 

(6.5±2.5%). 2/3 всех больных ХГС с данными 

генотипами были инфицированны в течение 

последних 5 лет. Кроме того, именно в этот пе-

риод впервые был выявлен 1а субтип ВГС. Все 

вышесказанное свидетельствует об изменениях 

в структуре генотипов ВГС, циркулирующих у 

населения Нижегородской области на протяже-

нии последних двадцати лет. 

В связи с тем, что работы по взаимосвязи 

уровня вирусной нагрузки и генотипа вируса 

носят противоположный характер, нами был 

проведен анализ генотипической структуры 

вируса в зависимости от уровня вирусной 

нагрузки [5]. Были установлены некоторые раз-

личия в уровне вирусной нагрузки в зависимо-

сти от выявленного генотипа. Так, в 2/3 иссле-

дованных образцов количественное содержание 

РНК ВГС составило 10
5
 МЕ/мл и более, что, 

согласно современным критериям, является вы-

сокой вирусной нагрузкой (пограничное значе-

ние 800 000 МЕ/мл) [12]. В то время как при 

наличии генотипов 1а и 2 количество РНК в 

пробе колебалось в пределах 10
4 

– 10
6
 МЕ/мл, 

более 82% исследованных образцов с субтипа-

ми 1b и 3а отличались высокой вирусной 

нагрузкой (10
5
 МЕ/мл и более). На основании 

полученных данных можно предположить, что 

более высокая вирусная нагрузка является од-

ним из факторов, определяющих превалирова-

ние субтипов 1b и 3а на территории РФ. Кроме 

того, при субтипе 3а доля проб с содержанием 

РНК ВГС более 10
7 

МЕ/мл была в 3 раза выше, 

чем у лиц с генотипом 1b, где также отмечены 

подобные находки (50.0±9.4% и 12.0±5.5% со-

ответственно) (р < 0.01). Следует отметить, что 

вирусная нагрузка выше 10
7
 МЕ/мл выявлена 

 

Рис. Генотипическая структура вируса гепатита С у различных контингентов населения 
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только в двух обследованных группах: среди 

пациентов гематологического отделения ЛПУ и 

наркологического стационара. Это может быть 

обусловлено повышением уровня репликатив-

ной активности ВГС на фоне сниженного им-

мунитета у гематологических больных и посто-

янным увеличением дозы вируса при реинфи-

цировании у лиц, страдающих зависимостью от 

нескольких психоактивных веществ. 

Определение уровня вирусной нагрузки не 

только позволило установить некоторую зави-

симость от генотипа вируса, но и оценить эф-

фективность проводимого типирования. Так, 

увеличение чувствительности методики путем 

концентрирования  копий РНК в пробе позво-

лило генотипировать до 67% ранее не типируе-

мых образцов, вирусная нагрузка которых ко-

лебалась в пределах 10
3 

– 10
5
 МЕ/мл. В подав-

ляющем большинстве были идентифицированы 

1b и 3а субтипы вируса (56.7±9.0% и 26.7±8.1% 

соответственно), что закономерно объясняется их 

доминированием на исследуемой территории. 

Вирусная нагрузка 70% повторно нетипируемых 

проб была ниже, чем порог аналитической чув-

ствительности тест-системы (<150 МЕ/мл).  

В ряде случаев не удалось типировать доста-

точно высококопийные пробы (с вирусной 

нагрузкой 10
3
-10

5
 МЕ/мл), что может быть свя-

зано с наличием редкого генотипа ВГС или му-

тационных изменений в участках генома виру-

са, используемых для создания праймеров в 

коммерческих тест-системах. Для решения по-

следней задачи наиболее адекватным методом 

является секвенирование данных проб, осно-

ванное на генотипировании не одной, а сразу 

нескольких областей генома ВГС [7]. Следует 

принимать во внимание, что секвенирование 

по-прежнему остается весьма дорогостоящим, 

хотя и эффективным методом лабораторной 

диагностики.  

 

Заключение 

 
Таким образом, на территории Нижегород-

ской области показано значительное разнообра-

зие циркулирующих генотипов ВГС с домини-

рованием в равной доле субтипов 1b и 3а. Тен-

денция к снижению доли 1b и росту 3а с увели-

чением срока инфицирования, а также появле-

ние ранее не выявляемого субтипа вируса сви-

детельствуют об изменениях в структуре гено-

типов, циркулирующих на исследуемой терри-

тории на протяжении последних двадцати лет. 

Выявлена некоторая взаимосвязь между уров-

нем вирусной нагрузки и доминирующими суб-

типами вируса. При этом полученные данные 

не являются статистически достоверными, что 

требует увеличения фактического материала в 

дальнейшем. 
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GENOTYPE STRUCTURE AND VIRAL LOAD LEVELS  

IN PATIENTS WITH VARIOUS FORMS OF HCV INFECTION 
 

T.N. Bystrova, Yu.V. Mikhailova 
 

Real time RT-PCR was used to characterize the structure of hepatitis C virus genotypes and to quantify viral 

load in groups of patients with various forms of infection, duration of infection and age. No statistic correlation 

between viral load and HCV genotype was revealed. 
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