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Цель исследования — изучить распространенность вариантов вируса гепатита В (ВГВ) с наличием мутаций в гене полимеразы 
среди ВГВ-инфицированных и ВГВ/ВИЧ-коинфицированных пациентов, ранее не получавших терапии аналогами нуклеоз(т)идов.

Материалы и методы. Исследованы образцы сывороток крови, полученные от 459 пациентов с ВГВ-моноинфекцией и от 590 ВИЧ-
инфицированных пациентов (группа высокого риска инфицирования ВГВ), не получавших терапии аналогами нуклеоз(т)идов. Опреде-
ление ДНК ВГВ выполняли методом ПЦР с праймерами к консервативному участку перекрывающихся генов S и Р, кодирующих поверх-
ностный белок и ДНК-полимеразу ВГВ соответственно. Секвенирование гена полимеразы ВГВ проводили для 241 изолята, выделенных 
от пациентов с ВГВ-инфекцией и для 30 — от пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией. Филогенетический анализ последовательностей ВГВ 
осуществляли с помощью программы Mega 4.0.

Результаты. У 7 из 241 обследованных пациентов (2,9%) с ВГВ-моноинфекцией в геноме вируса выявлены значимые аминокис-
лотные замены: у 2 (0,8%) — мутация A181S, связанная с устойчивостью к адефовиру, у 4 (1,7%) — T184I, связанная с невосприим-
чивостью ВГВ к энтекавиру и у 1 (0,4%) — L199W, ассоциированная с развитием резистентности к телбивудину. Среди обследованных 
30 пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией в 1 случае (3,3%) выявлена значимая аминокислотная замена в гене полимеразы ВГВ (в YMDD-
мотиве — M204I), связанная с развитием невосприимчивости к ламивудину, энтекавиру, телбивудину и тенофовиру. Общая частота 
выявления первичной лекарственной устойчивости ВГВ составила 6,2% среди ВГВ-инфицированных и 10% — среди ВГВ/ВИЧ-коинфи-
цированных пациентов.

Заключение. Полученные данные о распространенности первичной лекарственной устойчивости ВГВ указывают на необходимость 
скрининга пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией до начала противовирусного лечения на мутации, ассоциированные с резистентностью к 
основным нуклеотидным/нуклеозидным аналогам, применяемым в терапии гепатита В.

Ключевые слова: вирусный гепатит В; аналоги нуклеоз(т)идов; лекарственная резистентность.
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Циркуляция вариантов вируса гепатита В у ВГВ/ВИЧ-коинфицированных пациентов

Circulation of Hepatitis b Virus Variants Carrying Mutations  
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and HbV/HIV-Coinfected Patients
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The aim of the investigation was to study the prevalence of hepatitis B virus (HBV) variants with polymerase gene mutations among 
HBV-infected and HBV/HIV-coinfected patients previously received no nucleotide/nucleoside analogues therapy.

Materials and Methods. We studied the blood serum samples of 459 patients with HBV-monoinfection and 590 HIV-infected patients 
(a group with a high risk of HBV infection) who did not receive nucleotide/nucleoside analogues therapy. HBV DNA was determined by PCR 
method with primers to conservative part of overlapping S and P genes coding the surface protein and DNA-polymerase of HBV, respectively. 
HBV polymerase gene was sequenced for 241 isolates from HBV-infected patients, and 30 — from patients with HBV/HIV-coinfection. Phylogenic 
analysis of HBV sequences was performed using Mega 4.0. program.

Results. The viral genome in 7 of 241 patients (2.9%) with HBV-monoinfection was found to have significant amino-acid replacements:  in 
2 patients (0.8%) — A181S mutation associated with adefovir-resistance, in 4 (1.7%) — T184I related to HBV entecavir-resistance, and in 1 
(0.4%) — L199W associated with telbivudine-resistance development. Among 30 examined patients with HBV/HIV-coinfection, 1 patient (3.3%) 
was found to have significant amino-acid replacement in HBV polymerase gene (in YMDD-motif — M204I) associated with the development of 
resistance to lamivudine, entecavir, telbivudine and tenofovir. Overall detection rate of primary drug resistance of HBV was 6.2% among HBV-
infected and 10% — among HBV/HIV-coinfected patients.

Conclusion. The obtained data on the prevalence of HBV primary drug resistance indicate the need for screening of patients with HBV/HIV-
coinfection before starting the antiviral therapy. The patients are to be screened on mutations associated with resistance to the main nucleotide/
nucleoside analogues used in hepatitis B therapy.

Key words: viral hepatitis B; nucleotide/nucleoside analogues; drug resistance.

Актуальность и сложность проблемы лечения вирус-
ного гепатита В (ВГВ) обусловлена его повсеместным 
распространением среди различных групп населения, 
многообразием клинических форм и исходов (включая 
циррозы печени и гепатоцеллюлярную карциному), ста-
бильно высокими показателями заболеваемости [1].

Персистенция вирусного генома в инфицированных 
гепатоцитах и высокий показатель спонтанных мута-
ций являются основой для селекции мутантных вари-
антов вируса гепатита В, приводящих к формированию 

лекарственной устойчивости к ингибиторам обратной 
транскриптазы. Установлено, что мутации в геноме 
ВГВ, связанные с лекарственной резистентностью, 
могут спонтанно возникать до начала проведения про-
тивовирусной терапии ингибиторами обратной транс-
криптазы [2]. Такое явление называется первичной ле-
карственной устойчивостью ВГВ [3].

Раннее определение вариантов ВГВ с мутациями в 
гене полимеразы (Р-ген), ассоциированных с развитием 
лекарственной устойчивости, имеет важное клиничес-
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кое значение прежде всего для предупреждения обос-
трения заболевания. Для пациентов с высоким риском 
прогрессирования ВГВ, особенно с коинфекцией ВГВ/
ВИЧ, наиболее значимо раннее выявление таких ва-
риантов ВГВ как до начала терапии нуклеоз(т)идными 
аналогами, так и в процессе лечения, когда вирусная 
нагрузка может быть очень низкой и/или мутантные ва-
рианты ВГВ присутствуют в общей вирусной популяции 
в меньшей доле [4].

Сведения о вариантах вируса гепатита В, несущих 
мутации в гене полимеразы среди ВГВ-инфицирован-
ных и ВГВ/ВИЧ-коинфицированных пациентов, мало-
численны, что обусловливает актуальность изучения 
циркуляции лекарственно-устойчивых вариантов ВГВ у 
пациентов, ранее не получавших терапию против ВГВ.

Цель исследования — изучить распространенность 
вариантов ВГВ с наличием мутаций в гене полимеразы 
среди ВГВ-инфицированных и ВГВ/ВИЧ-коинфициро-
ванных пациентов, ранее не получавших терапии ана-
логами нуклеоз(т)идов.

Материалы и методы. Исследованы образцы сыво-
роток крови, полученные от 459 пациентов с ВГВ-моно-
инфекцией и от 590 ВИЧ-инфицированных пациентов 
(группа высокого риска инфицирования ВГВ), не полу-
чавших терапии аналогами нуклеоз(т)идов, из регионов 
РФ, различающихся уровнями заболеваемости ВГВ, 
т.е. с разной степенью интенсивности циркуляции ВГВ 
среди населения (табл. 1).

От всех пациентов получено информированное со-
гласие на проведение исследования.

Серологические маркеры инфицирования ВГВ 
(HBsAg и анти-HBc) определяли с использованием 
следующих иммуноферментных тест-систем в соот-
ветствии с инструкцией производителя: «ДС-ИФА-
HBsAg-0,01», «ДС-ИФА-HBsAg-0,01-подтверждаю-
щая» (НПО «Диагностические системы», Нижний 
Новгород, Россия) — для подтверждения в реакции 
нейтрализации позитивных результатов выявления 
HBsAg, «ДС-анти-HBс» (НПО «Диагностические сис-
темы», Россия).

Во всех образцах сыворотки крови, положительных 
по анти-НВс и HBsAg, определяли ДНК ВГВ в полиме-
разной цепной реакции (ПЦР). Выделение нуклеино-
вых кислот из образцов сыворотки крови проводили 
методом экстракции с помощью фенол-хлороформа 
с применением набора для выделения ДНК/РНК из 
сыворотки или плазмы крови (ООО НПФ «ЛИТЕХ»). 

Определение ДНК ВГВ проводили в ПЦР с праймерами 
к консервативному участку перекрывающихся генов s 
и Р, кодирующих поверхностный белок и ДНК-полиме-
разу ВГВ соответственно. Чувствительность выявле-
ния ДНК ВГВ в данной реакции составляла не менее 
100 копий/мл по результатам тестирования серии пре-
дельных разведений образцов с известной концентра-
цией ДНК ВГВ. Условия для обоих раундов ПЦР были 
следующими: 94°С — 2 мин, затем 35 циклов: денату-
рация при 94°С — 45 с, отжиг при 55°С — 45 с и удли-
нение цепи при 72°С — 1 мин 30 с. Полученный в ходе 
ПЦР продукт величиной 713 пар нуклеотидов опреде-
ляли методом электрофореза в агарозном геле (1,5%) 
в трис-боратном буфере (TBE).

Для образцов, положительных по ДНК ВГВ в ПЦР, оп-
ределяли последовательность домена обратной транс-
криптазы ДНК-полимеразы ВГВ с целью выявления 
возможных мутаций в этом участке. Продукт амплифи-
кации с праймерами к консервативному участку пере-
крывающихся генов s и Р величиной 713 пар нуклеоти-
дов вырезали из геля и выделяли из агарозы с помощью 
набора QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Германия). 
Секвенирование проводили с использованием набора 
GenomeLab methods Development kit (Beckman Coulter, 
Англия) в анализаторе СEQ 8800 (Beckman Coulter, Анг-
лия). Полученные последовательности сравнивали с 
референсными последовательностями, депонирован-
ными в базе данных GenBank (США), которые соот-
ветствовали «дикому типу» ВГВ и мутантным формам 
с подтвержденной лекарственной устойчивостью к 
пяти нуклеоз(т)идным аналогам, применяемым в на-
стоящее время для терапии ВГВ-инфекции: ламивуди-
ну, адефовиру, энтекавиру, тенофовиру, телбивудину. 
Филогенетический анализ последовательностей ВГВ 
проводили с помощью программы mega 4.0.

Результаты и обсуждение. При обследовании 
459 больных с ВГВ-инфекцией ДНК ВГВ выявлена у 
241 пациента с наличием анти-HBc и HBsAg. У 7 из 241 
обследованных пациентов (2,9%) с ВГВ-моноинфек-
цией в геноме вируса обнаружены значимые амино-
кислотные замены (мутации, описанные в литературе 
как обусловливающие развитие лекарственной устой-
чивости к терапии нуклеоз(т)идными аналогами) и у 
8 (3,3%) — потенциально значимые (замены в тех же 
значимых позициях гена полимеразы, но не описанные 
еще в литературе). Ни в одном случае в данной группе 
пациентов нами не выявлены значимые аминокислот-
ные замены в YmDD-мотиве ВГВ, являющиеся наибо-
лее распространенными мутациями и связанные с раз-
витием устойчивости к широкому спектру ингибиторов 
обратной транскриптазы (ламивудин, энтекавир, тел-
бивудин и тенофовир). Однако при анализе нуклеотид-
ных последовательностей гена полимеразы ВГВ среди 
ВГВ-моноинфицированных пациентов отмечены мута-
ции, связанные с развитием первичной лекарственной 
резистентности к другим аналогам нуклеоз(т)идов. 
Спектр аминокислотных замен и частота их выявления 
приведены в табл. 2.

Помимо описанных аминокислотных замен у пациен-
тов с ВГВ-моноинфекцией обнаружены и потенциально 

Т а б л и ц а  1

обследованные пациенты с вГв

Регионы РФ
Количество 
пациентов 

(n=459)

Интенсивность 
циркуляции ВГВ 
(эндемичность)

Республика Саха (Якутия) 58 Высокая

Республика Тыва 137 Высокая

Саратовская область 49 Средняя

Московская область 100 Низкая

Тамбовская область 115 Низкая
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значимые мутации. У ВГВ-моноинфицированных паци-
ентов в одном случае (0,4%) в геноме ВГВ определили 
замену треонина на пролин в положении 184 (T184P). 
При этом в литературе в данном положении Р-гена ВГВ 
описаны замены треонина на изолейцин, лейцин, аде-
нин и серин, которые обусловливают формирование 
резистентности к терапии энтекавиром [5, 6].

У 3 пациентов из 241 (1,2%) с ВГВ-моноинфекцией в 
геноме ВГВ выявлена потенциально значимая замена 
метионина на лейцин в позиции 204, локализованная 
в YmDD-мотиве гена полимеразы, который является 
определяющим в развитии лекарственной устойчивос-
ти к терапии нуклеоз(т)идными аналогами. Однако в 
литературе описаны другие замены в положении 204 
(m204I/V/s), связанные с развитием невосприимчивос-
ти к ламивудину, энтекавиру, телбивудину и тенофови-
ру [7, 8].

В гене полимеразы ВГВ выявлены еще 3 потенци-
ально значимых аминокислотных замены: в 1 случае 
(0,4%) — замена серина на фенилаланин в положении 
213 (s213F), у 2-го пациента (0,4%) — замена лейци-
на на серин в положении 179 (L179s) и у 3-го пациента 
(0,4%) — замена лейцина на пролин в положении 82 
(L82P).

В литературе [9, 10] в положении 82, 213 и 179 опи-
саны другие аминокислотные замены (s213T, L179P, 
L82М), ассоциированные с развитием лекарственной 
устойчивости при терапии ламивудином. Нами были 
выявлены потенциально значимые мутации, т.е. ами-
нокислотные замены, в тех позициях, в которых, по 
литературным данным, мутации приводят к развитию 
лекарственной устойчивости, однако заменяющиеся 
аминокислотные остатки в отмеченных нами случаях 
отличались от выявленных другими авторами.

Общая частота выявления первичной лекарственной 
устойчивости ВГВ к терапии аналогами нуклеоз(т)идов 
составила 6,2%.

При обследовании 590 пациентов с ВИЧ-инфекцией 
ДНК ВГВ выявлена у 30 человек. Среди них в одном 
случае (3,3%) установлена значимая аминокислотная 
замена в гене полимеразы ВГВ — мутация в YmDD-мо-
тиве гена полимеразы ВГВ — m204I, связанная с раз-
витием невосприимчивости к ламивудину, энтекавиру, 
телбивудину и тенофовиру.

В этой группе пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией в 
гене полимеразы ВГВ были также выявлены и потенци-
ально значимые мутации (6,7%; 2/30): L179s и V214Y. 

В 1 случае из 30 (3,3%) наблюдалась замена лейцина 
на серин в положении 179 (L179s). m.W. Li с соавт. [11] 
описали в положении 179 замену лейцина на пролин 
(L179P), ассоциированную с развитием лекарственной 
устойчивости при терапии хронического ВГВ ламиву-
дином. У одного пациента с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией в 
гене полимеразы ВГВ обнаружена замена валина на 
тирозин в положении 214 (V214Y). В этом положении 
гена полимеразы ВГВ V. soriano [12] описана замена 
валина на аланин (V214A), связанная с развитием ле-
карственной устойчивости к адефовиру. В нашем ис-
следовании выявленные мутации могут быть новыми и 
решающими для развития лекарственной устойчивос-
ти. Однако данное предположение требует детального 
изучения фенотипического проявления при инфициро-
вании вариантами ВГВ, несущих эти аминокислотные 
изменения в геноме.

С учетом всех выявленных в данном исследовании 
как значимых, так и потенциально значимых мутаций 
в гене полимеразы ВГВ, связанных с развитием резис-
тентности, частота первичной лекарственной устойчи-
вости в группе пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией со-
ставила 10,0% (3/30).

Таким образом, полученные результаты продемонст-
рировали циркуляцию вариантов ВГВ, несущих мута-
ции в гене полимеразы, среди ВГВ-инфицированных и 
ВГВ/ВИЧ-коинфицированных пациентов. Значительная 
доля лиц изначально имеет резистентность к тому или 
иному противовирусному препарату.

Заключение. С целью снижения частоты развития 
лекарственной резистентности у ВГВ-инфицированных 
пациентов и пациентов с ВГВ/ВИЧ-коинфекцией необ-
ходимо проводить мониторинг больных с использова-
нием высокочувствительных и высокоспецифичных 
методов для выявления мутантных вариантов ВГВ до 
начала терапии ингибиторами обратной транскрипта-
зы с целью планирования оптимальных схем введения 
препаратов и контроля в процессе ее применения.
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