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Использование современных молекулярно-
генетических методов в изучении 
генетического разнообразия штаммов гепатита в 
на территории г. Хабаровска

 Резюме

Проведенный молекулярно-генетический анализ 28 образцов сыворотки/плазмы крови больных хроническим гепатитом В, 

проживающих на территории г. Хабаровска, показал преобладание генотипа D, доля которого среди обследованных составила 

71,4%. Доля генотипов А и С составила 10,7 и 17,9% соответственно.
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Use of modern molecular genetic methods to Study genetic diversity 
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absract

A molecular genetic analysis of 23 samples of blood serum/plasma taken from patients with chronic hepatitis B was performed. The 

dominant genotype among studied group was genotype D (71.4%); the rate of genotype A and genotype C was 10.7 and 17.9%, 

respectively.
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В настоящее время гепатит В (ГВ) продолжа-
ет сохранять свою актуальность и является 
одной из социально-значимых инфекций 

в Российской Федерации. В мире живет не менее 
370 млн людей с хронической инфекцией, вызван-
ной вирусом гепатита В (ВГВ) [1]. Одним из ведущих 
аспектов проблемы ГВ – генетическая вариабель-
ность возбудителя этого заболевания, которая об-
условливает, в ряде случаев, недостаточную эффек-
тивность вакцинации, серологической диагностики, 
а также лечения противовирусными препаратами.

На территории Российской Федерации, несмо-
тря на снижение заболеваемости острыми форма-
ми гепатита В, благодаря проведению иммунизации 
в рамках Национального приоритетного проекта в 
сфере здравоохранения продолжают регистриро-
ваться стабильно высокие уровни заболеваемости 
впервые выявленными хроническими формами ге-
патита В (ХГВ). В 2014 году отмечалось незначитель-
ное (на 0,9%) снижение заболеваемости ХГВ (50,95 
на 100 тыс. населения) по сравнению с 2013 годом 
(51,39 на100 тыс. населения) и на 2,4% по сравне-
нию с 2012 годом (52,22 на 100  тыс. населения). 
Однако с 2005 по 2014 год показатель заболевае-
мости ХГВ увеличился на 6,8% (с 47,5 до 50,9 на100 
тыс. населения) [2].

С 2010 по 2014 годы заболеваемость населения 
Хабаровского края острыми гепатитами колебалась: 
7,6 на 100 тыс. населения в 2010 году, 11,4 – в 
2011, 3,9 – в 2012 году, 6,5 – в 2013, 8,4 на 100 
тыс. населения – в 2014 году. В этот же период чис-
ло случаев острого гепатита В (ОГВ) ежегодно сни-
жалось – с 2,1 на 100 тыс. населения в 2010 году до 
0,34 – в 2014 году.

Хроническая форма гепатита В, в отличие от ОГВ, 
характеризуется более широкой распространенно-
стью. Так, заболеваемость населения г. Хабаровска 
ХГВ в 2010 – 2014 годах (9,4 на 100 тыс. населения 
в 2014 г., 21,5 – в 2011 г.) в среднем более чем в 
10 раз превышала таковую ОГВ.

Одновременно с этим, динамика заболевае-
мости ХГВ, как ОГВ имела тенденцию к снижению 
с 2010 по 2014 год.

Использование современных молекулярно-ге-
нетических методов исследования позволило полу-
чить новые данные о биологических особенностях 
возбудителя ВГВ. Активное изучение генетического 
разнообразия вируса гепатита В началось в конце 
1980-х годов, после того, как была установлена 
структура генотипов А, В, С и D [3].

На основании филогенетического анализа нукле-
отидных последовательностей полного генома ви-
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руса гепатита В выделяют восемь основных геноти-
пов ВГВ, обозначаемых буквами от А до Н которые 
имеют отличия в структуре генома не менее чем 
на 8% [4, 5]. Дальнейшее таксономическое дробле-
ние предусматривает деление генотипов на субге-
нотипы, имеющие более 4, но менее 8% различий 
в структуре генома [6]. Генотипы E, G и H не имеют 
субгенотипов.

Миграционная обстановка в Российской Феде-
рации характеризуется постоянно возрастающим 
потоком различных категорий мигрантов, приезжа-
ющих в основном в крупные города, как из регио-
нов страны, так и из-за рубежа. Постоянный мони-
торинг циркуляции генотипов вируса гепатита В на 
территории РФ позволит выявлять завозные случаи 
заболевания.

цель работы – определить распространенность 
генотипов и субгенотипов ВГВ, циркулирующих на 
территории г. Хабаровска.

материалы и методы
Было исследовано 28 образцов сыворотки/

плазмы крови больных хроническим гепатитом В, 
проживающих на территории г. Хабаровска.

Выявление ДНК ВГВ с целью последующего ге-
нотипирования проводили методом двухступенчатой 
ПЦР с вложенными праймерами к участкам S и P ге-
нома ВГВ. Для определения нуклеотидной последо-
вательности анализируемых фрагментов вирусных 
геномов осуществляли прямое секвенирование ам-
пликонов на ДНК-анализаторе модели 3500 (Applied 
Biosystems/Life Technologies, США).

Филогенетический анализ полученных нуклео-
тидных последовательностей делали с помощью про-
граммы MEGA 6.0. Поиск прототипных штаммов во 
всемирной базе генетических данных GenBank осу-
ществлялся с помощью онлайн-программы BLAST 
[http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. Для расчета 
генетических расстояний между нуклеотидными по-
следовательностями были использованы эволюци-
онные модели Kimura, Tajima-Nei, Tamura-Nei [7]. По-
строение филогенетических деревьев проводилось 
с помощью методов: «Neighbour-joining» («присоеди-
нение соседей»), «Maximumlikelihood» («максималь-
ное правдоподобие») и «Bootstrapanalysis» (статисти-
ческая оценка дерева, метод повторных выборок).

результаты и обсуждение. 
Проведенный филогенетический анализ части 

S-региона генома ВГВ показал, что на территории 
г. Хабаровска по-прежнему доминирующим остается 
D генотип, на который в настоящем исследовании 
приходилось 20 проб (71,4% всех случаев). Генотип 
А был выявлен в 3 (10,7%), С генотип – в 5 (17,9%) 
образцах.

На филограмме полученные нами штаммы ВГВ 
генотипа D и штаммы, полученные из GenBank, раз-
делились на три отдельные монофилетические груп-
пы, отличающиеся между собой по субгенотипам: 
D1, D2 и D3 (рис. 1).

Внутри группы субгенотипа D2 штаммы образо-
вали подгруппы по серотипам – две ayw3 и одна 
ayw4. В одну из подгрупп серотипа ayw3, кроме вы-
деленных нами штаммов, вошли штаммы, изолиро-
ванные с 2005 по 2009 год от больных гепатитом 
В из европейских стран и Колумбии, а другая пред-
ставлена штаммами от больных ХГВ г. Хабаровска, 
и штаммами от больных из Новой Каледонии, Ма-
дагаскара и России, зарегистрированными в 2001, 
2002 и 2010 годах соответственно. Подгруппу серо-
типа ayw4 сформировали штаммы от больных ХГВ из 
г. Хабаровска, их возможными предшественниками 
были штаммы, изолированные в Италии в 2008 и 
2012 годах. Два штамма совместно со штаммами из 
России (2005 г.) и Ирана (2012 г.) составили единую 
монофилетическую группу, относящуюся к субгено-
типу D3 и серотипу ayw2.

На филогенетическом дереве один из типиро-
ванных нами штаммов, принадлежавших к субгено-
типу D1, образовал отдельную ветвь и генетически 
близких ему штаммов не выявлено.

Полученные нами штаммы ВГВ генотипа А имели 
большее генетическое сходство со штаммами субге-
нотипа А2 и серотипа adw2.

К генотипу С ВГВ были отнесены пять из типиро-
ванных нами штаммов, которые в результате прове-
денного анализа оказались идентичными субгено-
типу С2 и серотипу adrq+. На филогенетическом де-
реве три из них составили единую группу совместно 
со штаммами, выделенными в Китае в 2003, 2008, 
2012 годах и Индонезии в 2009 году.

Проведенный нами филогенетический анализ 
штаммов вируса гепатита В, циркулирующих среди 
больных ХГВ, проживающих в г. Хабаровске, пока-
зал генетическое их разнообразие по генотипам, 
субгенотипам и серотипам. Наиболее распростра-
нен генотип ВГВ – генотип D, представленный тре-
мя субгенотипами D1, D2, D3. Генотипы А и С пред-
ставлены только субгенотипами А2 и С2. Получен-
ные в г. Хабаровске данные о генотипах ВГВ и его 
субгенотипах соответствуют другим исследованиям, 
проведенным ранее на территории РФ [8, 9].

выводы
1. Установлено, что в г. Хабаровске циркулируют 

изоляты трех генотипов ВГВ: A, C и D, при этом 
доминирующим является генотип D, который 
представлен тремя субгенотипами D1, D2, D3. 
Доля генотипа D  –  71,4%, генотипов А и С  – 
10,7 и 17,9% соответственно.

2. Использование молекулярно-генетических ме-
тодов исследования в системе эпидемиологи-
ческого надзора за гепатитом В позволит повы-
сить качество эпидемиологической диагности-
ки при обследовании эпидемических очагов за 
счет более точного установления связи случаев 
заболевания, идентификации источника возбу-
дителя инфекции, определения путей и факто-
ров передачи, а также выявить завозные слу-
чаи заболевания.

epid 2 (87).indd   41 4/8/16   1:39 PM



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

 №
 2

 (8
7

)/
2

0
1

6

42

Эпидемиология

Рисунок 1.
Филогенетическое дерево изолятов ВГВ от больных ХГВ г.Хабаровска

Примечание: Исследуемые в работе штаммы выделены жирным шрифтом
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