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В пробе №8 разработанным нами методом, в до-
полнение к результатам, полученным с помощью 
коммерческих тестов (табл. 4), определено наличие 
субтипа 1b (табл. 5). Секвенированием по методу 
Сэнгера установлено, что в этой пробе содержатся 
сразу две нуклеотидные последовательности локуса 
5'UTR, соответствующие генотипу 1 (РНК №08-1) и 2 
(РНК №08-2) (рис. 1, 5), а также последовательность 
участка гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 
2А). Фрагмент гена NS2 соответствует геноварианту 
RF1_2k/1b (см.рис. 4).

Секвенированием образца № 17 установлено, что в 
нем содержатся одновременно два участка 5’UTR об-
ласти, соответствующие генотипам 3 (РНК №17-1) и 2 
(РНК № 17-2) (рис. 1, 6), и последовательность участка 
гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 2А). Фраг-
мент NS2 соответствует рекомбинанту RF1_2k/1b (рис. 4).

В результате секвенирования участков последова-
тельностей РНК ВГС, выделенной из образца № 42, об-
наружены два фрагмента 5’UTR области, принадлежа-
щие генотипу 1 (РНК №42-1) и генотипу 2 (РНК №42-2) 

(рис. 1, 7). Участок гена NS5b соответствует субтипу 1b 
(см. рис. 2, б), а фрагмент NS2 – геноварианту RF1_2k/1b 
(см. рис. 4).

Исходя из полученных результатов, 50 из 240 иссле-
дованных образцов сыворотки крови содержат рекомби-
нантную форму RF1_2k/1b ВГС (см. рис. 3, 4), структура 
которой соответствует имеющимся литературным дан-
ным [20, 39].

Рис. 3. Результат «BootScan» анализа рекомбинантных РНК по последовательности фрагмента NS2 на примере образца № 20 
выполненный в программе RDP 4.95. Исходные генотипы представлены субтипами 2k (AB031663) и 1b (D902208). Стрелка 
указывает определённое программой место рекомбинации.

Рис. 4. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса NS2 в секвенированных об-
разцах № 01 – 50. В качестве референсных использованы по-
следовательности 2k.AB03166 и 1b.D90208 из базы данных 
NCBI. Место рекомбинации указано стрелкой.

Рис. 5. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 08-1, 08-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 1a.M62321, 1b.090208 и 2k.AB03166 из 
базы данных NCBI.

Рис. 6. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 17-1, 17-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 3a.D17763 и 2k.AB03166 из базы дан-
ных NCBI.
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Сопоставление результатов секвенирования с дан-
ными, полученными методом ОТ-ПЦР-РВ, указывает 
на наличие в образце №8 РНК ВГС субтипа 1a (РНК № 
08-1) и рекомбинанта RF1_2k/1b (РНК № 08-2). Полу-
ченные результаты также свидетельствуют, что в пробе 
№17 содержатся одновременно субтип 3а (РНК № 17-1) 
и RF1_2k/1b ВГС (РНК № 17-2). Совокупность данных, 
полученных по образцу №42 доказывает, что он со-
держит как субтип 1b (РНК № 42-1), так и геновариант 
RF1_2k/1b ВГС (РНК № 42-2).

Заключение. Таким образом, в настоящей работе 
предложен и апробирован метод обнаружения цирку-
лирующей рекомбинантной формы RF1_2k/1b вируса 
гепатита С с использованием ОТ-ПЦР в режиме ре-
ального времени. Апробация метода, проведенная на 
240 образцах сыворотки крови пациентов, инфициро-
ванных ВГС, отнесенных при анализе с помощью двух 
коммерческих наборов реагентов к генотипу 2, показа-
ла, что в 50 (20,8%) из этих проб содержится рекомби-
нант RF1_2k/1b. Разработанный нами метод достаточно 
прост в исполнении и может применяться в лаборато-
риях, оснащенных оборудованием для проведения ОТ-
ПЦР в режиме реального времени, с целью выявления 
РНК геноварианта RF1_2k/1b, а также дифференциро-
вания рекомбинанта от генотипа 2 ВГС, что необходимо 
для проведения адекватной и успешной терапии инфи-
цированных пациентов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Л И Т Е Р А Т У Р А  (пп . 1-6, 8-11, 13, 14, 16-26, 28, 29, 33-37, 
39 см . R E F E R E N C E S )
7. Ерёмин Ф. В. Современные классификация и номенклатура ви-

руса гепатита С. Подходы к терапии и профилактике. Здравоох-
ранение. 2015; 12: 40-8.

12. Мязин Р.Г., Емельянов Д.Н., Свириденко О.Ю., Стаценко И.Ю., 
Сергеев В.С. Современные стратегии лечения вирусного гепа-
тита С при использовании ингибиторов протеазы и полимера-
зы. Лекарственный вестник. 2015. 58 (9): 26-32.

15. Рекомендации по диагностике и лечению взрослых больных ге-
патитом С. М.: Минздрав России; 2017.

27. Дементьева Н.Е., Калинина О.В., Знойко О.О., Беляков Н.А., 
Жебрун А.Б. Циркулирующая рекомбинантная форма вируса 
гепатита С RF2k/1b: проблемы диагностики и терапии. ВИЧ-
инфекция и иммуносупрессии. 2016; 8(1): 42-52. 

30. Николаева Л.И., Сапронов Г.В., Колотвин А.В., Самохвалов Е.И., 
Лейбман Е.А., Самоходская Л.М. Гепатит С при инфицировании 
рекомбинантной формой вируса RF2k/1b: течение и терапия. 
Эпидемиология и инфекционные болезни. 2014; 19(3): 9-15.

31. Ющук Н.Д., Знойко О.О., Дудина К.Р., Козина А.Н., Калини-
на О.В. Эффективность противовирусной терапии у больных 
хроническим гепатитом С, инфицированных вирусами гепати-
та С рекомбинантных вариантов. Терапевтический архив. 2016; 
88(6): 101-5.

32. Знойко О.О., Дудина К.Р., Козина А.Н., Шутько С.А., Огарев 
В.В., Калинина О.В. и др. Диагностическая тактика и рекомен-
дации по лечению больных хроническим гепатитом С, инфици-
рованных генотипом 2 ВГС. Лечащий врач. 2016; 16(2): 1-8. 

38. Ведерников В.Е., Иванов М.К., Трухина А.В., Кандрушин Е.В. 
Два новых диагностических набора: «РеалБест РНК ВГС» и 
«РеалБест РНК ВГС-генотип». Новости «Вектор-Бест». 2009; 
52(2): 2-8. 

R E F E R E N C E S
1. Lavanchy D. The global burden of hepatitis C. Liver Int. 2009; 

29(s1): 74-81.
2. Mohd H.K., Groeger J., Flaxman A.D., Wiersma S.T. Global epide-

miology of hepatitis C virus infection: new estimates of age-specific 
antibody to HCV seroprevalence. Hepatology. 2013; 57(4): 1333-42.

3. Petruzziello A., Marigliano S., Loquercio G., Cozzolino A., Cac-
ciapuoti C. Global epidemiology of hepatitis C virus infection: An 
up-date of the distribution and circulation of hepatitis C virus geno-
types.World J Gastroenterol. 2016; 34(22): 7824-40.

4. European Association for the Study of the Liver. EASL Recommen-
dations on Treatment of Hepatitis C. J. Hepatol. 2018; 69(2): 461-
511.

5. American Association for the Study of Liver Diseases. Hepatitis C 
Guidance 2019 Update. Hepatology. 2020; 71(2): 686-721.

6. Smith D.B., Bukh J., Kuiken C., Muerhoff A.S., Rice C.M., Staple-
ton J.T. et al. Expanded classification of hepatitis C virus into 7 gen-
otypes and 67 subtypes: updated criteria and genotype assignment 
web resource. Hepatology. 2014; 59(1): 318-27.

7. Eremin F. V. Modern classification and nomenclature of hepatitis C 
virus. Approaches to a therapy and prevention. Zdravookhranenie. 
2015; 12: 40-8. (in Russian)

8. Palumbo E. Pegylated interferon and ribavirin treatment for hepatitis 
C virus infection. Ther. Adv. Chronic Dis. 2011; 2(1): 39-45.

9. Maughan A., Ogbuagu O. Pegylated interferon alpha 2a for the treat-
ment of hepatitis C virus infection. Expert Opin Drug Metab. Toxi-
col. 2018; 14(2): 219-27.

10. Shahid I., AlMalki W.H., Hassan S., Hafeez M.H. Real-world chal-
lenges for hepatitis C virus medications: a critical overview. Crit Rev 
Microbiol. 2018; 44(2): 143-60.

11. Spengler U. Direct antiviral agents (DAAs) – a new age in the 
treatment of hepatitis C virus Infection. Pharmacol Ther. 2018; 
183:118-26.

12. Myazin R.G., Emel’yanov D.N., Sviridenko O.Yu., Statsenko I.Yu., 
Sergeev V.S. Modern strategies for the treatment of viral hepatitis 
C using protease and polymerase inhibitors. Lekarstvennyy vestnik. 
2015. 58 (9): 26-32. (in Russian)

13. Seifert L.L., Perumpail R.B., Ahmed A. Update on hepatitis C: Di-
rect-acting antivirals. World J. Hepatol. 2015; 7(28): 2829-33.

14. Wyles D.L., Gutierrez J.A. Importance of HCV genotype 1 subtypes 
for drug resistance and response to therapy. J. Viral. Hepat. 2014; 
21(4): 229-40.

15. Recommendations for the diagnosis and treatment of adult patients 
with hepatitis C. Moscow: Minzdrav Rossii; 2017. (in Russian)

16. Yun Z., Lara C., Johansson B., Lorenzana de Rivera I., Sonnerborg 
A. Discrepancy of hepatitis C virus genotypes as determined by phy-
logenetic analysis of partial NS5 and core sequences. J. Med. Virol. 
1996; 49(3): 155-60.

17. Simmonds P., Smith D.B., McOmish F., Yap P.L., Kolberg J., Ur-
dea M.S. et al. Identification of genotypes of hepatitis C virus by se-
quence comparisons in the core, E1 and NS-5 regions. J. Gen.Virol. 
1994; 75 (5): 1053-61.

18. Viazov S., Widell A., Nordenfelt E. Mixed infection with two types 
of hepatitis C virus is probably a rare event. Infection. 2000; 28(1): 
21-5.

19. Smith D.B., Simmonds P. Review: molecular epidemiology of hepa-
titis C virus. J. Gastroenterol Hepatol. 1997; 12(7): 522-7.

Рис. 7. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 42-1, 42-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 1a.M62321, 1b.090208 и 2k.AB03166 из 
базы данных NCBI.



128

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-122-128

CLINICAL MOLECULAR STUDIES

20. Kalinina O., Norder H., Mukomolov S., Magnius L.O. A natural in-
tergenotypic recombinant of hepatitis C virus identified in St. Peters-
burg. J. Virol. 2002; 76(8): 4034-43.

21. Gonzalez-Candelas F., Lopez-Labrador F.X., Bracho M.A. Recombi-
nation in hepatitis C virus. Viruses. 2011; 3(10): 2006-24.

22. Kalinina O., Norder H., Magnius L.O. Full-length open reading frame 
of a recombinant hepatitis C virus strain from St Petersburg: proposed 
mechanism for its formation. J. Gen. Virol. 2004; 85(7): 1853-7.

23. Morel V., Fournier C., Francois C., Brochot E., Helle F., Duverlie G. 
et al. Genetic recombination of the hepatitis C virus: clinical implica-
tions. J. Viral Hepat. 2011; 18(2): 77-83.

24. Raghwani J., Thomas X.V., Koekkoek S.M., Schinkel J., Molenkamp 
R., van de Laar T.J. et al. Origin and evolution of the unique hepatitis C 
virus circulating recombinant form 2k/1b. J. Virol. 2012; 86(4): 2212-20.

25. Susser S., Dietz J., Schlevogt B., Zuckerman E., Barak M., Piazzolla V. 
et al. Origin, prevalence and response to therapy of hepatitis C virus 
genotype 2k/1b chimeras. J. Hepatol. 2017; 67(4): 680-6.

26. Galli A., Bukh J. Comparative analysis of the molecular mechanisms 
of recombination in hepatitis C virus. Trends Microbiol. 2014; 22(6): 
354-64.

27. Dement’eva N.E., Kalinina O.V., Znoyko O.O., Belyakov N.A., 
Zhebrun A.B. Circulating recombinant form RF2k/1b of hepatitis C 
virus: problems of diagnosis and therapy. VICh-infektsiya i immuno-
supressii. 2016; 8(1): 42-52. (in Russian)

28. Karchava M., Chkhartishvili N., Sharvadze L., Abutidze A., Dvali 
N., Gatserelia L. et al. Impact of hepatitis C virus recombinant form 
RF1_2k/1b on treatment outcomes within the Georgian national hep-
atitis C elimination program. Hepatol. Res. 2018; 48(1): 36-44.

29. Hedskog C., Doehle B., Chodavarapu K., Gontcharova V., Crespo 
G.J., De K.R. et al. Characterization of hepatitis C virus intergeno-
typic recombinant strains and associated virological response to so-
fosbuvir/ribavirin. Hepatology. 2015; 61(2): 471-80.

30. Nikolaeva L.I., Sapronov G.V., Kolotvin A.V., Samokhvalov E.I., 
Leybman E.A., Samokhodskaya L.M. Hepatitis C upon infection with 
the recombinant form RF2k/1b of the virus: course and therapy. Epi-
demiologiya i infektsionnye bolezni. 2014; 19(3): 9-15. (in Russian)

31. Yushchuk N.D., Znoyko O.O., Dudina K.R., Kozina A.N., Kalinina 
O.V. Efficiency of antiviral therapy in patients with chronic hepatitis 
C infected with recombinant variants hepatitis C viruses. Terape-
vticheskiy arkhiv. 2016; 88(6): 101-5. (in Russian)

32. Znoyko O.O., Dudina K.R., Kozina A.N., Shut’ko S.A., Ogarev V.V., 
Kalinina O.V. et al. Diagnostic tactics and recommendations for the 
treatment of patients with chronic hepatitis C infected with HCV 
genotype 2. Lechashchiy vrach. 2016; 16(2): 1-8. (in Russian)

33. Mourez T., Decroos A., Goria O., Montialoux H., De O.F., Larrat S. 
et al. Misidentification of recombinant hepatitis C virus leading to 
treatment failure with direct acting antivirals. J. Med. Virol. 2018; 
90(5): 994-7.

34. Zakalashvili M., Zarkua J., Weizenegger M., Bartel J., Raabe M., 
Zangurashvili L. et al. Identification of hepatitis C virus 2k/1b 
intergenotypic recombinants in Georgia. Liver Int. 2018; 38(3): 
451-7.

35. Schuermans W., Orlent H., Desombere I., Descheemaeker P., Van 
V.H., Geerts A. et al. Heads or Tails: Genotyping of Hepatitis C Virus 
Concerning the 2k/1b Circulating Recombinant Form. Int. J. Mol. 
Sci. 2016; 17(9): 1384.

36. De K.S., Descheemaeker P., Reynders M. Potential risk of misclassifica-
tion HCV 2k/1b strains as HCV 2a/2c using VERSANT HCV Genotype 
2.0 assay. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 2015; 82(3): 201-2.

37. De K.S., Descheemaeker P., Reynders M. Diagnosis of hepatitis C 
virus genotype 2k/1b needs NS5B sequencing. Int. J. Infect. Dis. 
2015; 41: 1-2.

38. Vedernikov V.E., Ivanov M.K., Trukhina A.V., Kandrushin E.V. Two 
new diagnostic kits: “RealBest HCV RNA” and “RealBest HCV 
RNA genotype”. Novosti “Vektor-Best”. 2009; 52(2): 2-8. (in Rus-
sian)

39. Kurbanov F., Tanaka Y., Avazova D., Khan A., Sugauchi F., Kan N. 
et al. Detection of hepatitis C virus natural recombinant RF1_2k/1b 
strain among intravenous drug users in Uzbekistan. Hepatol. Res. 
2008; 38(5): 457-64.

Поступила 17.09.20
Принята к печати 26.10.20


