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НОВЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ МУТАЦИИ 

УСТОЙЧИВОСТИ ВИРУСА ГЕПАТИТА B 

К АНАЛОГАМ НУКЛЕОЗ(Т)ИДОВ M204I/V 

У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ B

Е.А. Елпаева, А.Б. Комиссаров, М.М. Писарева, М.П. Грудинин, О.И. Киселев

ФГБУ НИИ гриппа МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Для лечения хронического гепатита В (ХГВ) широко используются аналоги нуклеоз(т)идов (АН), та-

кие как ламивудин (ЛАМ), телбивудин (ТБВ), адефовир (АДФ), энтекавир (ЭНТ). Однако длительное приме-

нение этих препаратов часто приводит к развитию лекарственной устойчивости. Наиболее часто встречаются 

замены метионина на валин в 204 положении обратной транскриптазы (rtM204V), либо метионина на изо-

лейцин (rtM204I). Раннее выявление мутаций устойчивости к АН имеет большое значение для определения 

стратегии лечения пациентов с ХГВ. В настоящее время существует много высокочувствительных технологий 

обнаружения мутаций устойчивости, таких как секвенирование нового поколения, метод обратной гибри-

дизации с использованием олигонуклеотидных зондов (LiPA), масс-спектрометрический метод. Однако эти 

методы требуют дорогостоящего оборудования и реактивов, поэтому их использование в клинических лабо-

раториях пока не получило широкого применения. Целью данной работы было разработать простой и точный 

метод для определения мутации rtM204I/V, основанный на ПЦР в реальном времени. Разработанный ме-

тод показал высокую специфичность и чувствительность (1000 копий/мл), он менее трудоемок, не нуждается 

в дополнительном оборудовании, более быстрый и экономичный в сравнении с другими методами. Мутации 

устойчивости ВГВ к АН определяли в 5 группах пациентов с ХГВ. Пациенты первой группы получали моно-

терапию пегилированным интерфероном (n = 12), второй группы — ламивудином (n = 10), третьей группы — 

телбивудином (n = 7), четвертой группы — энтекавиром (n = 15). В пятую группу вошли пациенты, не полу-

чавшие противовирусную терапию (n = 3). Среди обследованных 47 пациентов с ХГВ распространенность 

мутаций в YMDD-мотиве полимеразы у пациентов, получавших ламивудин, составила 10%, энтекавир — 20%, 

телбивудин — 28%. У двух пациентов были выявлены последовательности YIDD/YVDD и у одного — YMDD/

YIDD. ПЦР-метод обнаружения мутаций устойчивости ВГВ rtM204I/V к АН с детекцией в режиме реального 

времени может быть использован для первичного скрининга пациентов с ХГВ, не отвечающих на лечение АН. 

Применение данного метода ограничит число образцов для углубленного изучения первичных и компенса-

торных мутаций устойчивости к АН методом секвенирования. При сравнении разработанного метода с ши-

роко используемым секвенированием по Сенжеру, данный метод более быстрый, экономичный и способен 

выявлять минорные варианты популяции ВГВ.
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NEW METHOD FOR DETERMINING HEPATITIS B VIRUS RESISTANCE MUTATIONS M204I/V 

TO NUCLEOS(T)IDE ANALOGUES IN PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B

Elpaeva E.A., Komissarov A.B., Pisareva M.M., Grudinin M.P., Kiselev O.I.

Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Аnalogues of nucleos(t)ides (AN) such as lamivudine (LAM), telbivudine (TBV), adefovir (ADP), entecavir 

(ENT) are widely used for the treatment of chronic hepatitis B (CHB). However, the prolonged treatment using these drugs 

often leads to the development of drug resistance. The most common substitutions in the reverse transcriptase are methio-

nine for valine (rtM204V), or methionine for isoleucine (rtM204I) at position 204. Early AN-resistant mutations detec-

tion is of great importance to determine the treatment strategy of patients with CHB. Currently there are many highly 

sensitive methods for detection of drug resistance mutations, such as next-generation sequencing, reverse hybridization-

based line probe assay (LiPA), mass spectrometry. However, these methods require expensive equipment and reagents, and 

they are not widely used in clinical laboratories. The aim of this study was to develop a simple and accurate real-time PCR 

method for detection of rtM204I/V mutation. This method showed high specificity and sensitivity (1000 copies/ml), it is 

less laborious and does not require additional equipment, fast and cost effective compared to other methods. HBV muta-

tions of resistance to AN were determined in 5 groups of patients with CHB. Patients of the first group received mono-

therapy with pegylated interferon (n = 12), the second group — lamivudine (n = 10), the third group — telbivudine (n = 7), 

the fourth group — entecavir (n = 15). The fifth group consisted of patients who did not receive antiviral therapy (n = 3). 

The frequency of mutations in HBV polymerase YMDD-motif was determined among 47 patients with CHB: it was 10% 

for lamivudine treated patients, 20% — for entecavir, 28% — for telbivudine. YIDD/YVDD motifs were identified in two 

patients and YMDD/YIDD — in one patient. Real-time PCR method for the detection of AN-resistant rtM204I/V muta-

tions in HBV polymerase can be used in routine diagnostics for primary screening of patients not responding to AN treat-

ment. The application of this method can reduce the number of samples for in-depth study of primary and compensatory 

mutations of resistance to AN by sequencing method. The developed method versus Sanger-sequencing is fast, economi-

cal, and provides the detection of minor variants of HBV populations.

Key words: hepatitis B virus, real-time PCR, mutations, sequencing, chronic hepatitis B, аnalogues of nucleos(t)ides.

Введение

Для лечения хронического гепатита В ши-

роко используются аналоги нуклеозидов/ну-

клеотидов (АН), такие как ламивудин (ЛАМ), 

телбивудин (ТБВ), адефовир, энтекавир (ЭНТ). 

Однако длительное применение этих препара-

тов приводит к развитию лекарственной устой-

чивости [5, 8, 10].

Мутации устойчивости к АН определяются, 

прежде всего, заменами в высоко консервативном 

мотиве тирозин–метионин–аспарагиновая кис-

лота–аспарагиновая кислота (YMDD) С-домена 

полимеразы ВГВ (rt203-206). Наиболее часто 

встречаются замены метионина на валин в 204 

положении обратной транскриптазы (rtM204V), 

либо метионина на изолейцин (rtM204I) [9, 14]. 

Раннее выявление мутаций устойчивости к АН 

имеет большое значение для определения стра-

тегии лечения пациентов с ХГВ [2].

В настоящее время существует много высоко-

чувствительных технологий обнаружения му-

таций устойчивости, таких как секвенирование 

нового поколения [7], метод обратной гибриди-

зации с использованием олигонуклеотидных 

зондов (LiPA) [11], масс-спектрометрический ме-

тод [12], технология микрочипов [6]. Однако эти 

методы требуют дорогостоящего оборудования 

и реактивов, поэтому их использование в кли-

нических лабораториях пока не получило ши-

рокого применения. В 2013 году стала доступна 

отечественная коммерческая тест-система для 

выявления мутаций устойчивости к АН «Ам-

плиСенс® HBV-Resist-Seq». Этот метод основан 

на амплификации фрагмента гена полимеразы 

с последующим определением нуклеотидной 

последовательности методом секвенирования 

по Сенжеру. Однако данный метод имеет ряд не-

достатков. Во-первых, трудоемкость и исполь-

зование ДНК-анализатора приводит к высокой 

конечной стоимости анализа. Во-вторых, не-

возможность определить минорные варианты 

популяции вируса, а также присутствие в одном 

образце различных вариантов ВГВ.

Использование метода ПЦР в реальном вре-

мени для выявления мутаций устойчивости в ру-

тинной диагностике оправдано для первичного 

скрининга пациентов, не отвечающих на лече-

ние АН. Однако для назначения соответствую-

щей терапии у пациентов с заменой rtM204I/V 

необходимы данные о других заменах в области 

обратной транскриптазы, что может быть иссле-

довано другими методами [1, 2, 10].

Материалы и методы

Обследовано 47 пациентов с ХГВ. Мутации 

устойчивости ВГВ к АН определяли в 5 груп-

пах пациентов с ХГВ. Пациенты первой группы 

получали монотерапию пегилированным ин-

терфероном (PEG-IFN), средний возраст в этой 

группе составил 38±17,3 лет, соотношение муж-

чин и женщин — 10 (83%) к 2 (17%); пациенты 

второй группы [средний возраст 23,9±16,6 лет, 
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по половому составу: мужчин — 7 (70%), жен-

щин — 3 (30%)] принимали ламивудин (ЛАМ), 

пациенты третьей группы [средний возраст 

36,7±14,4 лет, мужчин — 5 (86%), женщин — 

1 (14%)] — телбивудин (ТБВ); пациенты чет-

вертой группы [средний возраст 33,8±11,3 лет, 

мужчин — 10 (67%), женщин — 5 (33%)] — энте-

кавир (ЭНТ). В пятую группу [средний возраст 

43±17 лет, мужчин — 2 (67%), женщин — 1 (33%)] 

вошли пациенты, не получавшие противовирус-

ную терапию (ПВТ).

ПЦР в реальном времени. Для определения му-

таций устойчивости к аналогам нуклеозидов 

был разработан метод, основанный на ПЦР с де-

текцией в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 

При дизайне оригинальных праймеров был мо-

дифицирован метод выявления YMDD-мутан-

тов, использующий универсальную мат рицу для 

ПЦР-РВ [4, 13, 15].

Мутации устойчивости к АН определяли 

при помощи набора реактивов для проведения 

ПЦР-РВ в присутствии интеркалирующего кра-

сителя SYBR Green (НПК «СИНТОЛ», Россия). 

ПЦР смесь (смесь-1) содержит реакционный 

буфер с SYBR Green, 200 мкМ каждого dNTP, 

3 мМ MgCl2, 2 ед. Taq-полимеразы, 100 пкМ 

праймера PrF (5’-ATACAACACCTGTATTCCC

ATCCCAT). Образец ДНК вносили параллель-

но в 3 пробирки, содержащие смесь-1 и прай-

меры Pr1 (5’-CCCCCAATACCACATCATCNAC), 

Pr2 (5’-CCCCCAATACCACATCATCC) и PrC 

(5’-CCCCCAATACCACATCATC) соответственно. 

Праймеры Pr1 и Pr2 подобраны таким образом, 

чтобы выявить замену в YMDD-мотиве гена по-

лимеразы (табл. 1). Праймер PrC является поло-

жительным контролем на наличие ДНК ВГВ и не 

зависит от наличия или отсутствия мутации.

Амплификацию проводили в термоциклере 

Rotor-Gene (Corbett Research, Австралия). Тер-

мальный профиль реакции: 1) начальная дена-

турация 95°С — 5 мин; 2) 95°С — 15 с, 62°С — 20 с, 

62°С — 20 с (измерение флуоресценции на каж-

дом цикле), уменьшение температуры отжига 

праймеров (Touch Down) с шагом 1°С, 7 циклов; 

3) 95°С — 15 с, 55°С — 20 с, 62°С — 20 с (измерение 

флуоресценции на каждом цикле), 30 циклов. 

По окончании реакции была построена кривая 

плавления в диапазоне от температуры отжига 

праймеров до температуры полной денатура-

ции — примерно 95°С.

Расчет эффективности ПЦР проводили 

по формуле E = 10–1/K, где Е — показатель эффек-

тивности ПЦР, K — угол наклона прямой зави-

симости разведения ДНК от значения Ct.

Клонирование последовательностей ДНК, кодиру-

ющих YMDD/YIDD/YVDD-мотивы в вектор pUC18. 

Клонирование последовательностей ДНК, коди-

рующих M, I и V в 204 положении обратной транс-

криптазы, в вектор pUC18 проводили по сай-

там узнавания эндонуклеаз рестрикции EcoRI 

и HindIII. Рестрикционную смесь очищали при 

помощи коммерческого набора QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen, США). Для проведения 

реакции лигирования использовали реагенты 

фирмы «Fermentas» (Литва). Для трансформа-

ции плазмидами pUC18-YMDD, pUC18-YVDD 

и pUC18-YIDD были использованы бактериаль-

ные клетки E. coli штамм DH5α, который выра-

щивали на питательной среде LB (Luria-Bertani) 

с ампициллином (50 мкг/мл). Плазмидную ДНК 

выделяли набором QIAGEN Plasmid Kit (Qiagen, 

США). Полученную плазмидную ДНК секвени-

ровали методом Сэнжера при помощи праймеров 

M13F и M13R.

Секвенирование. Амплификацию фрагмен-

та генома ВГВ для определения мутаций про-

водили с помощью оригинальных прайме-

ров (YMDD-F: 5’-CTCCAATCACTCACCAAC; 

YMDD-R: 5’-GGGTTTAAATGTATACCCA) ме-

тодом, разработанным в НИИ гриппа [2]. Анализ 

и очистку продуктов ПЦР для секвенирования 

проводили электрофорезом в 2%-ном агарозном 

геле с добавлением бромида этидия. ДНК из ага-

розного геля выделяли коммерческим набором 

QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen, Германия). 

Секвенирование проводили методом Сэнжера 

при помощи набора реагентов ABI prism BigDye 

Terminator v3.1 Kit с использованием ориги-

нальных праймеров на приборе ABI PRISM 3100 

(Applied Biosystems, США). Анализ последова-

тельностей и построение выравниваний про-

водили с помощью программы Vector NTI 10 

Advance (Invitrogen, США).

Результаты

Специфичность метода

Для оценки специфичности праймеров были 

сконструированы плазмиды pUC18 со вставкой 

из последовательностей ДНК, кодирующих M, 

I и V в 204 положении обратной транскриптазы. 

Наличие вставки в данных плазмидах было под-

тверждено секвенированием с использованием 

праймеров M13F и M13R. Расчет статистически 

достоверной разницы в среднем значении Ct для 

pUC-18-YMDD [разница достоверна между Pr1 

и Pr2 (P = 0,0079), между Pr1 и PrC (P = 0,0079) 

ТАБЛИЦА 1. СХЕМА ОЦЕНКИ РЕЗУЛЬТАТОВ ПЦР

Аминокислота

Праймер
Метионин (M, Met) Изолейцин (I, Ile) Валин (V, Val)

Pr1 ПЦР(–) ATN ПЦР(–) ATN ПЦР(+) GTN

Pr2 ПЦР(+) ATG ПЦР(–) ATH
ПЦР(+) GTG
ПЦР(–) GTH
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и не достоверна между Pr2 и PrC (P > 0,9999)], 

pUC-18-YIDD [разница достоверна между Pr1 

и PrC (P = 0,0079), между Pr2 и PrC (P = 0,0079) 

и не достоверна между Pr1 и Pr2 (P = 0,1429)]

и pUC-18-YVDD [разница достоверна между Pr1 

и Pr2 (P = 0,0079), между Pr2 и PrC (P = 0,0079) 

и не достоверна между Pr1 и PrC (P > 0,9999)]

позволил определить положительные результа-

ты ПЦР: для pUC-18-YMDD ΔCt1 ≥ 5, ΔCt2 < 5; 

для pUC-18-YIDD ΔCt1 ≥ 5, ΔCt2 ≥ 5; для pUC-18-

YVDD ΔCt1 < 5, ΔCt2 ≥ 5, где ΔCt1 = Ct Pr1–Ct 

PrC, ΔCt2 = Ct Pr2–Ct PrC. Результаты представ-

лены на рисунке 1.

Для оценки специфичности праймеров в об-

разцах, содержащих различные варианты ВГВ, 

плазмиды pUC-18-YIDD и pUC-18-YVDD были 

смешаны с плазмидой pUC-18-YMDD («дикий 

тип») в конечной концентрации 105 копий/мл 

(табл. 2). Было показано, что праймеры, выяв-

ляющие замену rtM204V специфичны, если об-

разец содержит 30 и более процентов плазмиды 

pUC-18-YVDD. В случаях, если образец содержит 

10 и менее процентов плазмиды pUC-18-YVDD 

замена rtM204V не выявляется, а регистрирует-

ся только «дикий» тип вируса. Праймеры, вы-

являющие замену rtM204I, показали аналогич-

ные результаты. Было показано, что в образцах, 

содержащих три плазмиды: 30% pUC-18-YIDD, 

30% pUC-18-YVDD и 40% pUC-18-YMDD, вы-

являлись три варианта последовательности ВГВ 

(rtM204M/I/V) с преобладанием «мутантных» 

типов вируса (rtM204I и rtM204V). В образцах, 

содержащих 60% pUC-18-YMDD, 30% pUC-18-

YVDD и 10% pUC-18-YIDD, регистрировались 

только последовательности с заменой rtM204V 

ТАБЛИЦА 2. ОЦЕНКА СПЕЦИФИЧНОСТИ 

ПРАЙМЕРОВ В ОБРАЗЦАХ СО СМЕШАННОЙ 

ПОПУЛЯЦИЕЙ ВИРУСА

№ Образец
Итоговый 

результат

1 50% pUC-18-YVDD + 50% pUC-18-YMDD M/V
2 30% pUC-18-YVDD + 70% pUC-18-YMDD M/V
3 10% pUC-18-YVDD + 90% pUC-18-YMDD M
4 50% pUC-18-YIDD + 50% pUC-18-YMDD M/I
5 30% pUC-18-YIDD + 70% pUC-18-YMDD M/I
6 10% pUC-18-YIDD + 90% pUC-18-YMDD M

7
30% pUC-18-YIDD + 30% pUC-18-YVDD + 
40% pUC-18-YMDD

V/I/M

8
10% pUC-18-YIDD + 30% pUC-18-YVDD + 
60% pUC-18-YMDD

M/V

9
30% pUC-18-YIDD + 10% pUC-18-YVDD + 
60% pUC-18-YMDD

M/I

Рисунок 1. Специфичность праймеров для анализа мутаций утойчивости rtM204I/V и расчет 

статистически достоверной разницы в значении Ct для pUC-18-YMDD, pUC-18-YIDD и pUC-18-YVDD

Примечание. Амплификация плазмид pUC-18-YMDD в концентрации 104 копий/мл (a), pUC-18-YIDD в концентрации 
103 копий/мл (б), pUC-18-YVDD в концентрации 103 копий/мл (в). Средние значения Ct для pUC-18-YMDD (г), 
для pUC-18-YIDD (д), для pUC-18-YVDD (е).
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и «дикий» тип вируса. Аналогично, в образцах, 

содержащих 60% pUC-18-YMDD, 30% pUC-18-

YIDD и 10% pUC-18-YVDD, выявлялись только 

последовательности с заменой rtM204I и «ди-

кий» тип вируса.

Чувствительность метода

Чувствительность метода ПЦР оценивали 

с помощью серии разведений плазмид pUC-18-

YMDD, pUC-18-YIDD и pUC-18-YVDD до конеч-

ных концентраций 1 млн, 100 тыс., 10 тыс., 1 тыс. 

и 100 копий/мл (пять повторов для каждого раз-

ведения). Результаты представлены на рисун-

ках 2–4.

Расчет эффективности ПЦР

Во всех исследуемых образцах для серии раз-

ведений был рассчитан показатель эффектив-

ности ПЦР(Е). Во всех случаях Е = 2, что под-

тверждает специфичность данных реакций без 

образования побочных продуктов или димеров 

праймеров (рис. 2–4). Отсутствие побочных 

продуктов также подтверждает анализ кривых 

плавления для данных реакций (данные не при-

водятся).

Сравнение результатов ПЦР и секвенирования 

по Сенжеру

В сыворотке крови от пациентов первой и пя-

той групп вирусов, содержащих мутации устой-

чивости rtM204I/V к АН, выявлено не было 

(табл. 3). В сыворотке крови от пациентов вто-

рой группы у одного человека после 18 месяцев 

лечения ламивудином были выявлены вирусы 

с заменой в 204 положении обратной транскрип-

тазы. Причем методом секвенирования по Сен-

жеру была определена только замена метиони-

на на изолейцин, в то время как методом ПЦР 

в реальном времени выявлена смесь последова-

тельностей, кодирующих как замену метионина 

на изолецин, так и — на валин. Данный пациент 

после неэффективной терапии ламивудином 

получал в течение 14 месяцев телбивудин, что 

привело к выявлению вирусов только с заменой 

rtM204V обоими методами. Интересно отметить, 

что через месяц лечения телбивудином у этого 

пациента методом секвенирования обнаружена 

субпопуляция ВГВ с заменой rtM204V, в то вре-

мя как методом ПЦР выявляли ВГВ с заменами 

метионина и на изолейцин, и на валин. У одно-

го пациента после 58 месяцев лечения ТБВ была 

Рисунок 2. Чувствительность и анализ эффективности метода ПЦР для плазмиды pUC-18-YMDD 

в концентрациях 106, 105, 104, 103, 102 копий/мл

Примечание. (а) Амплификация с праймерами PrF и Pr1, стандартные кривые: Y = –3X+20. Slope = –3. R2 = 1. E = 2. 
(б) Амплификация с праймерами PrF и Pr2, стандартные кривые: Y = –2,8X+16,6. Slope = –2,8. R2 = 0,99. E = 2. 
(в) Амплификация с праймерами PrF и prС, стандартные кривые: Y = –2,8X+16,6. Slope = –2,8. R2 = 0,99. E = 2.
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обнаружен вирус с заменой rtM204I, причем ме-

тодом ПЦР кроме «мутантного» был обнаружен 

и «дикий» тип вируса. Еще через 7 месяцев у дан-

ного пациента обоими методами обнаруживался 

только «мутантный» тип вируса (rtM204I). У трех 

пациентов четвертой группы были выявлены 

вирусы, содержащие мутации устойчивости 

к энтекавиру (rtM204V).

Обсуждение

В последние десятилетия в России для лече-

ния ХГВ широко применяются аналоги нуклео-

зидов (ламивудин, телбивудин и энтекавир). Од-

нако длительная терапия данными препаратами 

в ряде случаев не была эффективна из-за воз-

никновения мутации устойчивости rtМ204I/V, 

которые разрушают YMDD (тирозин, метионин, 

аспартат, аспартат) локус в каталитическом цен-

тре гена полимеразы и создают стерические пре-

пятствия для нужного связывания с АН [3, 10]. 

Применение аналогов нуклеотидов (адефовир 

и тенофовир) у пациентов с устойчивостью к ла-

мивудину, телбивудину и энтекавиру показало 

высокую эффективность [2, 9]. В связи с этим, 

раннее выявление мутаций устойчивости к АН 

имеет большое значение для определения страте-

гии лечения пациентов с ХГВ.

В последние годы все больше исследований 

связаны с разработкой новых методов для вы-

явления мутаций устойчивости. К наименее 

трудоемким, быстрым и доступным методам от-

носятся различные варианты проведения ПЦР 

с детекцией в режиме реального времени (ПЦР-

РВ) [4, 13, 15]. Поэтому был разработан метод, 

основанный на ПЦР-РВ, для определения мута-

ции устойчивости rtМ204I/V.

Разработанный метод обладает высокой спе-

цифичностью и чувствительностью (1000 ко-

пий/мл) и позволяет определять различные 

варианты популяции ВГВ. Было показано, что 

данный метод выявляет «мутантные» варианты 

вируса, составляющие 30% и более от общей по-

пуляции ВГВ. 

Общая распространенность мутаций в YMDD-

мотиве полимеразы у пациентов, получавших 

ламивудин, составила 6%, энтекавир — 3%, тел-

бивудин — 20%. У двух из 83 пациентов были 

выявлены последовательности YMDD/YIDD 

и у одного человека — YIDD/YVDD.

Рисунок 3. Чувствительность и анализ эффективности метода ПЦР для плазмиды pUC-18-YIDD 

в концентрациях 106, 105, 104, 103, 102 копий/мл

Примечание. (а) Амплификация с использованием праймеров PrF и Pr1, стандартные кривые: Y = –2,2X+24,4. 
Slope = –3,2. R2 = 0,99. E = 2. (б) Амплификация с использованием праймеров PrF и Pr2, стандартные кривые: 
Y = –2,6X+21. Slope = –2,6. R2 = 0,93. E = 2. (в) Амплификация с использованием праймеров PrF и prС, стандартные кривые: 
Y = –3,3X+20,1. Slope = –3,3. R2 = 0,98. E = 2.
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Предложенный метод не позволяет диффе-

ренцировать последовательности для прямого 

определения rtM204I. В дальнейшем данный 

метод может быть модифицирован для обна-

ружения YIDD путем добавления праймеров 

в смесь-1. Преимуществом данного метода яв-

ляется простота анализа. Выявление последова-

тельностей ВГВ с заменой rtM204V может быть 

рассчитано по разнице между Ct значения об-

разца (Pr1) и контроля (PrC) без дополнительных 

количественных стандартов. Неспецифический 

отжиг праймеров, как рассчитано выше, исклю-

чается при значения ΔCt < 5.

Заключение

Метод обнаружения мутаций устойчивости 

ВГВ rtM204I/V к АН при помощи ПЦР в реаль-

ном времени — быстрый и точный инструмент 

для первичного скрининга пациентов с ХГВ, 

не отвечающих на лечение. При сравнении раз-

работанного метода с широко используемым 

секвенированием по Сенжеру, данный метод 

более быстрый, экономичный и способен выяв-

лять минорные варианты популяции ВГВ.

Рисунок 4. Чувствительность и анализ эффективности метода ПЦР для плазмиды pUC-18-YVDD 

в концентрациях 106, 105, 104, 103, 102 , 101, 100, 10–1 копий/мл

Примечание. (а) Амплификация с праймерами PrF и Pr1, стандартные кривые: Y = –2,6X+23,5. Slope = –2,6. R2 = 0,99. E = 2. 
(б) Амплификация с праймерами PrF и Pr2, стандартные кривые: Y = –2,7X+32. Slope = –2,7. R2 = 0,97. E = 2. 
(в) Амплификация с праймерами PrF и prС, стандартные кривые: Y = –2,6X+22,9. Slope = –2,6. R2 = 0,99. E = 2.

ТАБЛИЦА 3. КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫЕ 

ПОКАЗАТЕЛИ У БОЛЬНЫХ ХГВ

Замена rtM204I/V 

методом 

секвенирования 

по Сенжеру (n, %)

Замена rtM204I/V 

методом 

ПЦР в реальном 

времени (n, %)

Группа I 
PEG-IFN, 
n = 12

M (12, 100%) M (12, 100%)

Группа II 
ЛАМ, 
n = 10

M (9, 90%) M (9, 90%)

I (1, 10%) V/I (1, 10%)

Группа III 
ТБВ, 
n = 7

M (5, 72%) M (5, 72%)

I
(1, 14%)

I/M
(1, 14%)

I I

V
(1, 14%)

V/I
(1, 14%)

V V

Группа IV 
ЭНТ, 
n = 15

M (12, 80%) M (12, 80%)

V (3, 20%) V (3, 20%)

Группа V 
без ПВТ, 
n = 3

M (3, 100%) M (3, 100%)
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