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Цель: оценить распространенность «оккультного» вируса гепатита В среди ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологи-
ческой неэффективностью антиретровирусной терапии в г. Великий Новгород. Материалы и методы. В работе были исполь-
зованы образцы плазмы крови от 76 HBsAg-негативных ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффектив-
ностью антиретровирусной терапии из Великого Новгорода. Для выявления вируса гепатита В выделяли нуклеиновые кис-
лоты с использованием коммерческого набора «АмплиПрайм Рибо-преп». Для амплификации и секвенирующей реакции
использовали перекрывающиеся пары специфических праймеров, совместно фланкирующие фрагмент протяженностью
1475 пар оснований, включающий рекомендованный для генотипирования вируса гепатита В регион Pre-S1/Pre-S2/S про-
тяженностью 1169 пар оснований. Результаты. Среди 76 образцов ДНК вируса гепатита В была обнаружена в 44 образцах,
что составило 57,89%. Ни у одного из пациентов не был выявлен HBsAg, при этом у 6 пациентов (13,63%) выявлены анти-
тела HBсor IgG и HBe IgG. На основании филогенетического анализа показано, что в обследованной группе выявлен только
генотип D, являющийся наиболее распространенным генотипом вируса гепатита В в Российской Федерации. При этом пре-
обладал субгенотип D2 (47,72%) по сравнению с субгенотипом D1 (34,09%) и субгенотипом D3 (18,18%). Обсуждаются
возможные пути распространения нехарактерного для региона вируса гепатита В субгенотипа D1. Выявлен только один изо-
лят вируса гепатита В с мутациями лекарственной устойчивости к терапии нуклеотидных/нуклеозидных аналогов — замеще-
ние аминокислот в гене полимеразы вируса (L180M, M204V), связанное с развитием резистентности к ламивудину, энтека-
виру, телбивудину и тенофовиру. Заключение. Высокая распространенность «оккультного» гепатита В среди ВИЧ-инфици-
рованных пациентов свидетельствует о недостаточности применяемых в настоящее время тестов для диагностики хрониче-
ских инфекций вируса гепатита В. Идентификация «оккультного» гепатита В у ВИЧ-инфицированных лиц представляется
целесообразной для своевременной терапии пациентов и требует применения более чувствительных методов.
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Aim: to estimate the prevalence of the occult hepatitis B virus among HIV-infected patients with the virological ineffectiveness
of antiretroviral therapy in Veliky Novgorod. Materials and methods. Blood plasma samples from 76 HBsAg-negative HIV-
infected patients with virological inefficiency of antiretroviral therapy from Veliky Novgorod were used in the work. For the
detection of the hepatitis B virus, nucleic acids were isolated using the commercial kit AmplePrime Ribo-prep. For amplifica-
tion and sequencing, overlapping pairs of specific primers were used, jointly flanking a 1475 base pair fragment including the
1169 base pair Pre-S1/Pre-S2/S region recommended for genotyping the hepatitis B virus. Results. Among 76 samples of
hepatitis B virus DNA, 44 samples were found, which was 57,89%. None of the patients had HBsAg, and 6 patients (13,63%)
had HBcor IgG and HBe IgG antibodies. On the basis of phylogenetic analysis, it was shown that only genotype D, which is



Введение. Вирус гепатита В (ВГВ) один из самых
распространенных гепатотропных вирусов в мире,
причем более чем у 350 млн человек развивается
хронический вирусный гепатит В (ХВГВ) — диффуз-
но-воспалительное заболевание, связанное с перси-
стенцией ВГВ [1]. Для хронической инфекции харак-
терно устойчивое присутствие поверхностного анти-
гена гепатита В (HBsAg) в течение не менее 6 меся-
цев (при наличии или отсутствии сопутствующего
HBeAg), за исключением «оккультной» формы тече-
ния заболевания. «Оккультный» гепатит В (ОкГВ)
представляет собой наличие ДНК ВГВ в  тканях
печени при отсутствии диагностируемого HBsAg,
независимо от того выявляется или нет ДНК ВГВ
в периферической крови [2]. Сохранение ккзДНК
в виде мини-хромосомы остается ключевым факто-
ром, ответственным за невозможность полной эли-
минации вируса и за рецидивы вирусной репликации
после прекращения противовирусной терапии [3].

Распространенность «оккультного» ВГВ в мире
варьирует, что может быть связано не только
с биологическими особенностями вируса и часто-
той встречаемости ВГВ на той или иной террито-
рии, но и  с методом выявления вируса. Однако
хорошо известно, что некоторые группы пациентов
подвергаются значительно более высокому риску
заражения ОкГВ вне зависимости от их географи-
ческого положения, например, лица с  ВГС и/или
с инфекцией вирусом иммунодефицита человека
(ВИЧ), лица, подвергающиеся гемодиализу,
трансплантации печени, а также потребители инъ-
екционных наркотиков (ПИН) [4].

По данным ООН, количество инфицированных
ВИЧ-1 в мире составляет свыше 35 млн человек,
количество инфицированных вирусом гепатита С
составляет почти 3% от общего числа населения

земного шара, у 70–80% из которых развивается
хронический вирусный гепатит С (ХВГС), а ВГВ
заражено почти 2 млрд человек, из  которых
у 350 млн развивается хроническая форма [5, 6].
Общность путей, механизмов инфициpования
и фактоpов пеpедачи ВИЧ, ВГВ и ВГС пpедопpеде-
ляет общую эпидемиологическую особенность этих
инфекций — их возбудители наиболее часто инфи-
циpуют лиц, относящихся к одним и тем же сходным
по составу социально-поведенческим гpуппам насе-
ления, гpуппам с высоким pиском заражения, в силу
чего лица из  таких гpупп неpедко оказываются
инфициpованными одновременно несколькими
вирусами [7]. Кроме того, у ВИЧ-инфицированных
лиц аномалии Т- и В-лимфоцитов могут приводить
к повышенной восприимчивости к инфекциям, в том
числе к повышенной восприимчивости к ВГВ, при
этом увеличивается вероятность хронической
инфекции ВГВ у  таких пациентов [8]. Исходя
из вышесказанного, логично было бы предположить
высокую частоту встречаемости ВГВ у ВИЧ-инфи-
цированных пациентов, однако ХВГВ выявляют
значительно реже, чем ХВГС. Такое противоречие
ожидаемого и диагностируемого уровней распро-
страненности ВГВ у ВИЧ-инфицированных пациен-
тов может объясняться использованием для диагно-
стики ВГВ преимущественно серологических мето-
дов (главным образом HBsAg), не выявляющих
«оккультную» форму течения заболевания.

Работы, посвященные коинфекции ВГВ+ВИЧ,
показали влияние ВИЧ-инфекции на  естествен-
ную историю ВГВ, приводящую к ускорению есте-
ственного хода ХВГВ, увеличению частоты устой-
чивости инфекции, потере защитных антител
 против ВГВ, повышенному риску быстрого про-
грессирования заболевания печени до  цирроза
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the most common genotype of the hepatitis B virus in the Russian Federation, was detected in the examined group. The sub-
genotype D2 (47,72%) prevailed in comparison with the subgenotype D1 (34,09%) and the subgenotype D3 (18,18%). The
distribution possible ways of the subgenotype D1 hepatitis B virus, which is uncharacteristic for the region, are discussed. Only
one isolate of hepatitis B virus with mutations of drug resistance to nucleotide / nucleoside analogue therapy has been identi-
fied — amino acid substitution in the polymerase gene of the virus (L180M, M204V) associated with the development of resi-
stance to lamivudine, entecavir, telbivudine and tenofovir. Conclusion. The high prevalence of occult hepatitis B among HIV-
infected patients indicates a lack current tests for the diagnosis of chronic HBV infections. The identification of occult hepatitis
B in HIV-infected individuals seems appropriate for timely treatment of patients and requires the use more sensitive methods.
Key words: chronic hepatitis B, occult hepatitis B, comorbidity, HBV genotype, molecular epidemiology.
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и гепатоцеллюлярной карциномы [9]. ВИЧ-инфи-
цированные пациенты с  ХВГВ в  3,5 раза чаще
склонны к заболеванию печени, чем те, у которых
не было ВГВ; существует тенденция к снижению
выживаемости у пациентов с ВИЧ и ХВГВ [10].
В настоящее время широко применяются эффек-
тивные антиретровирусные препараты, предотвра-
щающие прогрессирование заболевания при ВИЧ,
однако коинфекция с ВГВ остается значимой при-
чиной смертности пациентов с ВИЧ [11].

Целью нашей работы было оценить распростра-
ненность «оккультного» ВГВ среди ВИЧ-инфици-
рованных пациентов с вирусологической неэффек-
тивностью антиретровирусной терапии (АРВТ)
в г. Великий Новгород.

Материалы и методы. В работе были использо-
ваны образцы плазмы крови 76 ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов с вирусологической неэффек-
тивностью АРВТ (вирусная нагрузка >50 МЕ/мл
после 6 месяцев АРВТ или повышение вирусной
нагрузки после первичного подавления репликации
вируса), направленных на определение лекарствен-
ной устойчивости вируса для коррекции АРВТ.

Для выявления ВГВ выделяли нуклеиновые кисло-
ты с  использованием коммерческого набора
«АмплиПрайм Рибо-преп» (ФБУН ЦНИИ Эпиде -
миологии Роспотребнадзора, Москва, Россия). Для
амплификации и секвенирующей реакции применяли
специфические праймеры (ЗАО «Синтол», Москва,
Россия), последовательность которых брали из лите-
ратурных источников, а также подбирали с помощью
программы NCBI/Primer-BLAST, согласно общепри-
нятым рекомендациям. Исполь зовали перекрываю-
щиеся пары праймеров, совмес тно фланкирующие
фрагмент протяженностью 1475 пар оснований,
включающий рекомендованный для генотипирования
ВГВ регион Pre-S1/Pre-S2/S протяженностью
1169 пар оснований область 2848–3182…1–835 нт.,
согласно представленному в международной базе дан-
ных GenBank изоляту Mart-B47 (HE974377.1) [12].

Для проведения полимеразной цепной реакции
(ПЦР) в  общем виде использовали следующий
состав амплификационной смеси: 10 пM каждого
олигопраймера, 1,0 мМ каждого нуклеозидтрифос-
фата, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинантной Taq
ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8),
200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 10%
DMSO, 1 мкг матрицы, вода без нуклеаз до конеч-
ного объема 25 мкл. Амплификацию в общем виде
проводили при следующих условиях: после денату-

рации при 95° С в течение 5 минут устанавливали
30–40 циклов амплификации в  режиме: 95° С —
20–40 с, 55–65° С — 20–30 с, 72° С — 30–90 с;
затем финальная элонгация при 72° С  — 5 мин.
Качество ПЦР определяли визуально в 2%-ном
агарозном геле (120 В, 40 мин; 1×TBE), окрашен-
ном бромистым этидием. Очищенный фрагмент
достаточной концентрации использовали для
постановки секвенирующих реакций.

Секвенирующую реакцию проводили, согласно
инструкции к набору реагентов ABI PRISM BigDye
Terminator v3.1. (Applied Biosystems, США), в трех
повторах, на  прямых и  обратных праймерах.
Реакционная смесь для секвенирующей реакции
включала: ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Kit
4 мкл, праймер для секвенирования 3,0 мкл (кон-
центрация 1,6 пмол/мкл), очищенный продукт
амплификации (объем зависел от  концентрации),
деионизированная вода до конечного объема смеси
20 мкл. Постановку реакции осуществляли на тер-
моциклере BIO-RAD CFX96 в режиме: устанавли-
вали 25 циклов амплификации в режиме: 96° С —
10 с, 50° С — 5 с, 60° С — 4 мин.

Для анализа продукта секвенирующей реакции
очищенный осадок денатурировали в  формамиде
и помещали в генетический анализатор ABI Prism
3500 (Applied Biosystems, США).

Первичный анализ полученных в ходе секвениро-
вания фрагментов проводили с помощью программы
NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными последова-
тельностями, представленными в  международной
базе данных GenBank. Выравнивание нуклеотидных
последовательностей проводили в программе MEGA
7.0, используя алгоритм ClustalW [13]. Поскольку
для выбранного для секвенирования региона ВГВ
показана высокая скорость эволюции, для построе-
ния филогенетических деревьев и  последующего
филогенетического анализа рассматривали расстоя-
ния между последовательностями методом присо-
единения соседей, позволяющим оптимизацию дере-
ва в соответствии с критерием «сбалансированной
минимальной эволюции» (Neighbor-joining); для
оценки достоверности построенных деревьев прове-
ден бутстреп (bootstrap)-анализ для 500 повторов.

Результаты и их обсуждение. Возраст пациен-
тов варьировал от 22 до 53 лет и составил в сред-
нем 34,6±11,5 года. В силу особенностей группы
количество мужчин преобладало, по  сравнению
с женщинами — 69,74 и 30,26% соответственно.

Среди 76 ВИЧ-инфицированных пациентов боль-
шинство (71,05%) имело коинфекцию ВИЧ+ВГВ,
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ВИЧ+ВГС или ВИЧ+ВГВ+ВГС. Из них
ВИЧ+ВГС и ВИЧ+ВГВ+ВГС по 16,67% (то есть
по 11,84% от общего количества), а ВИЧ+ВГВ —
66,66% (47,36% от общего количества).

При этом с  использованием коммерческого
набора «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН ЦНИИ
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва,
Россия) ДНК ВГВ выявить не удалось. При
использовании предложенного нами метода
выявления ДНК ВГВ при низкой вирусной нагруз-
ке ВГВ был обнаружен в 44 образцах из представ-
ленных 76, что составило 57,89%. Следует отме-
тить, что ни у одного из пациентов не был выявлен
HBsAg, при этом у 6 пациентов (13,63%) выявле-
ны антитела HBсor IgG и HBe IgG.

Частота встречаемости ОкГВ у ВИЧ-инфициро-
ванных лиц, по сравнению с ВИЧ-отрицательны-
ми, варьирует в работах разных исследователей.
Различия в выявляемых уровнях распространенно-
сти ОкГВ в исследованиях могут быть связаны как
с действительной встречаемостью ОкГВ у  таких
пациентов в разных географических регионах, так
и с разными, более или менее чувствительными,
методами, используемыми для выявления вируса.
Схожую с нашими результатами частоту встречае-
мости «оккультного» ГВ у  HBsAg-негативных
ВИЧ-инфицированных лиц показывали исследо-
ватели в других странах. Так, в Северной Америке
ОкГВ обнаруживали у 42% пациентов [14], в двух
работах иранских ученых ДНК ВГВ выявляли
у 45,3 и 63% соответственно HBsAg-негативных
пациентов с ВИЧ [15, 16].

В более позднем исследовании в Мексике ОкГВ
обнаружили у 49% HBsAg-негативных ВИЧ-инфи-
цированных лиц, причем наличие «оккультной»
формы течения связано с  высоким уровнем РНК
ВИЧ и с антиретровирусной терапией ВИЧ препа-
ратами, которые препятствуют репликации ВГВ
(ламивудин, тенофовир или эмтрицитабин) [17].
В исследовании коинфекции ВИЧ+ВГВ в Коломбии
распространенность ОкГВ в  2,6 раза превышала
распространенность манифестной формы заболева-
ния и также была связана со стадией синдрома при-
обретенного иммунодефицита и с АРВТ [18].

При сравнительном анализе количества CD4+
клеток между ВИЧ-инфицированными пациента-
ми с  моноинфекцией и  при коинфекции с  ВГВ
достоверных различий не выявлено. Мы предпола-
гаем, что уровень CD4+ клеток у ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов не зависит от инфицирования
ВГВ или, по крайней мере, этот фактор не являет-

ся единственно достаточным. Отметим, что полу-
ченные результаты противоречат данным одних
исследовательских групп о  значимой связи между
низким уровнем CD4+ и «оккультным» ВГВ среди
пациентов с  ВИЧ, согласно которым пациенты
с ОкГВ имели значительно более низкое количе-
ство CD4+ по сравнению с  HBc-положительны-
ми/HBsAg-негативными/ВГВ-отрицательными
пациентами [19], однако согласуются с результата-
ми других, не обнаруживших различий [20].

Для всех выявленных нами изолятов ВГВ была
получена нуклеотидная последовательность Pre-
S1/Pre-S2/S региона удовлетворительного каче-
ства, пригодная для дальнейшего анализа. Для
всех образцов были определены генотип и субге-
нотип вируса.

На основании филогенетического анализа 44 изо-
лятов показано, что в обследованной группе был
выявлен только генотип D, являющийся наиболее
распространенным генотипом ВГВ в  Российской
Федерации. При этом преобладал ВГВ субгенотипа
D2 (47,72%), по сравнению с ВГВ субгенотипа D1
(34,09%) и субгенотипа D3 (18,18%). Фило гене -
тические отношения между исследованными изоля-
тами и референсными последовательностями пред-
ставлены на рисунке.

Обращает на себя внимание нехарактерное для
региона распределение субгенотипов ВГВ с высо-
кой частотой встречаемости субгенотипа D1. Мы
считаем необходимым рассматривать в  дальней-
шем как минимум две возможных причины этого.

Прежде всего, данные о распределении геноти-
пов «оккультного» ВГВ разнообразны и противо-
речивы. Согласно некоторым источникам, частоты
распространенности генотипов и  субгенотипов
«оккультного» ВГВ совпадают с распределением
генотипов манифестного ВГВ в том или ином регио-
не. Так, например, в Египте распределение геноти-
пов среди пациентов с  «оккультным» ВГВ было
следующим: 50% пациентов ВГВ генотипа B,
33,3% генотипа С и 16,6% генотипа D, что в целом
соответствует распределению генотипов при мани-
фестной форме ХВГВ в данном регионе [21]. Однако
существуют литературные данные о характерности
преобладания генотипа D для «оккультного» ВГВ
и  более тяжелой клинической картине, чем при
открытом ХВГВ. Особенно показательно это проде-
монстрировано исследователями в  Корее, где
в популяции превалирует ВГВ генотипа С (более
90%), а при «оккультной» форме преобладает гено-
тип D (75%) [22]. При этом представлено крайне
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мало исследований о преимущественном распреде-
лении не генотипов, а  субгенотипов вируса при
«оккультном» ВГВ. То есть вполне вероятно, что
ВГВ субгенотипа D1 действительно широко распро-
странен при «оккультной» форме ВГВ, но также
возможно, что представленные изоляты являются
следствием завоза нехарактерных для региона гено-
вариантов вируса. Источником такого завоза могут
быть как трудовые мигранты из стран Средней Азии,
так и  инъекционные наркотические вещества,
поставленные через Среднюю Азию, для которой
характерен ВГВ субгенотипа D1 [23]. Большинство
больных в обследуемой группе являются активными
или бывшими потребителями инъекционных нарко-
тиков или половыми партнерами ПИН.

Косвенным подтверждением данного предположе-
ния может служить тот факт, что на филогенетиче-
ском древе выделяются несколько тесных кластеров

ВГВ субгенотипов D1 и D3, изоляты которых получе-
ны преимущественно от мужчин, при этом более чем
для половины из них в анамнестических данных ука-
зана принадлежность к активным или бывшим потре-
бителям инъекционных наркотических веществ. При
этом для большинства изолятов субгенотипа D2 чет-
кой кластеризации не выявлено, за  исключением
кластера, включающего четыре генетически близких
образца. По всей видимости, это свидетельствует
о преимущественно независимом половом пути пере-
дачи ВГВ D2 в обследованной группе.

Учитывая, что схема лечения ВИЧ-инфекции
обычно включает два нуклеозидных ингибитора
обратной транскриптазы (один из них — ламиву-
дин) и один ненуклеозидный ингибитор обратной
транскриптазы (такой, как невирапин) или ингиби-
тор протеазы, до 90% пациентов с коинфекцией
ВИЧ+ВГВ, получающих ламивудин, становятся
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Рисунок. Филогенетическое дерево исследованных изолятов ВГВ, выделенных от HBsAg-негативных ВИЧ-инфицированных
пациентов с вирусологической неэффективностью АРВТ, проживающих на территории Великого Новгорода, в сравнении

с представленными в международной базе данных GenBank референсными последовательностями



устойчивыми к этому препарату через 4 года лече-
ния, что создает вероятность прогрессирования
гепатита В  [24], вероятность развития резистент-
ности ВГВ у  ВИЧ-инфицированных пациентов
с  вирусологической неэффективностью АРВТ
достаточно высока.

При анализе нуклеотидных последовательностей
участка гена Pol генома ВГВ, ответственного за раз-
витие лекарственной устойчивости вируса, мы выяви-
ли только один изолят ВГВ с мутациями, описанными
в литературе как определяющие развитие лекарст-
венной устойчивости к терапии нуклеотидных/нук-
леозидных аналогов  — замещение аминокислот
в гене полимеразы ВГВ (L180M, M204V), связанное
с развитием резистентности к ламивудину, энтекави-
ру, телбивудину и  тенофовиру. Возможно, именно
с отсутствием активного развития мутаций резистент-
ности при определенных схемах лечения связано то,

что применение АРВТ-схем, содержащих тенофовир
плюс ламивудин или эмтрицитабин у  пациентов
с ослабленным иммунитетом с ОкГВ, считается наи-
более эффективным средством для долговременной
профилактики воспаления печени [25]. Нуклеотидные
последовательности полных геномов исследованных в
данной работе изолятов ВГВ депонированы в между-
народную базу данных GenBank под номерами
MK598636-MK598679.

Заключение. Высокая распространенность
«оккультного» гепатита В  среди ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов свидетельствует о недостаточ-
ности применяемых в настоящее время тестов для
диагностики хронических инфекций ВГВ. Иденти -
фикация «оккультного» гепатита В у  ВИЧ-инфи-
цированных лиц представляется целесообразной
для своевременной терапии пациентов и  требует
применения более чувствительных методов.
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