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МУТАЦИИ ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ ВИРУСА ГЕПАТИТА 
С (NS5A) У ПАЦИЕНТОВ С ОПЫТОМ ЛЕЧЕНИЯ ПРЕПАРАТАМИ 
ПРЯМОГО ПРОТИВОВИРУСНОГО ДЕЙСТВИЯ (2018–2024)
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Введение. Идентификация мутаций резистентности в гене NS5A у пациентов с неэффективностью 
лечения критически важна для назначения персонализированной терапии, позволяя избежать повторных 
неудач и достичь полной элиминации вируса.

Цель исследования. Оценить спектр и распространенность мутаций лекарственной устойчивости в 
NS5A гене вируса гепатита С (ВГС) у пациентов с вирусологической неудачей терапии препаратами пря-
мого противовирусного действия (ПППД) по результатам исследования 2018–2024 гг.

Материал и методы. В исследование включены 675 пациентов с вирусологической неудачей после лече-
ния ингибиторами белка NS5A. Генотипирование ВГС и определение мутаций резистентности выполняли 
методом секвенирования по Сэнгеру фрагментов генома Core/E1 и NS5A. Статистическую обработку дан-
ных выполняли в программе Statistica v.10.

Результаты. Среди пациентов с неэффективностью терапии ПППД доминирующими являются субти-
пы ВГС 3а, 1b и 1a. Мутации резистентности (RAS) выявлены в 64,0% случаев. Для субтипа 1a RAS были 
идентифицированы в 23,6%, субтипа 1b – в 67,3% и субтипа 3а – в 75,9% случаев. В целом спектр RAS 1b 
субтипа был шире по сравнению с 1а и 3а вариантами вируса.

Заключение. Впервые в стране установлена частота встречаемости и профиль RAS у ВГС-инфициро-
ванных пациентов с неудачей терапии ПППД. ВГС-3a демонстрирует наибольшую частоту встречаемости 
RAS по сравнению с ВГС-1a и ВГС-1b. Преобладание множественных мутаций требует персонализированно-
го подхода к терапии для достижения элиминации ВГС.

Ключевые слова: вирус гепатита С, препараты прямого противовирусного действия, лекарственная 
устойчивость, NS5A, мутации резистентности
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Background. Identifying NS5A gene resistance mutations in patients with treatment failure is crucial for personalized 
therapy indication, making it possible to prevent repeated failures and achieve complete viral eradication.

Objective. To assess the spectrum and prevalence of HCV NS5A gene drug resistance mutations in patients with 
virological failure of direct-acting antiviral (DAA) therapy based on the results of the 2018–2024 study.

Material and methods. The study included 675 patients with virological failure after the treatment with NS5A inhibitors. 
HCV genotyping and resistance mutation detection were performed using Sanger sequencing of Core/E1 and NS5A 
genome fragments. Statistical data processing was performed using Statistica v.10.

Results. HCV subtypes 3a, 1b, and 1a are predominant among patients with DAA therapy failure. Resistance-
associated mutations (RASs) were detected in 64,0% of cases. RASs were identified in 23,6% of cases for the subtype 
1a, in 67,3% for the subtype 1b and in 75,9% for the subtype 3a. Overall, the RAS spectrum for the subtype 1b was 
broader than for the subtypes 1a and 3a.

Conclusion. For the first time in the Republic of Belarus, the prevalence and profile of RAS in HCV-infected patients 
with DAA therapy failure were determined. HCV-3a exhibits the highest RAS prevalence compared to HCV-1a and 
HCV-1b. The predominance of multiple mutations requires a personalized approach to the therapy to achieve HCV 
elimination.
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Введение

Инфекция вируса гепатита С (ВГС) сохраня-
ет значимость для глобального общественного 
здравоохранения. Появление новой этиотропной 
терапии препаратами прямого противовирусно-
го действия (ПППД) заложило основу для дости-
жения целей Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) по элиминации ВГС-инфекции 
как угрозы общественному здравоохранению  
к 2030 году [1]. Согласно данным ВОЗ, около  
50 миллионов человек во всем мире страдают 
хроническим гепатитом С, при этом ежегод-
но регистрируется примерно 1 миллион новых 
случаев инфицирования, и только в 2022 году  
от осложнений, связанных с этим заболеванием, 
умерло приблизительно 242 000 человек [2].

Современные схемы в рамках безинтерферо-
новых протоколов лечения базируются на ком-
бинации препаратов, нацеленных на ключевые 
неструктурные белки вируса. К ним относятся 
ингибиторы репликативного комплекса NS5A, 
а также нуклеозидные и ненуклеозидные инги-
биторы РНК-зависимой РНК-полимеразы NS5B 
[3]. Несмотря на их эффективность, примерно 
у 5–10% пациентов отмечается вирусологиче-
ская неудача [4, 5]. Процесс селекции мутаций 
устойчивости рассматривается как мультифак-
торное явление, детерминированное противо-
вирусной активностью лекарственного средства, 
величиной его генетического барьера, уровнем 
комплаентности пациентов, а также высокой 
интенсивностью вирусной репликации и инди-
видуальными генетическими особенностями ма-
кроорганизма. Ввиду того, что настоящее иссле-
дование направлено на изучение генетического 
полиморфизма ВГС, основной акцент сделан на 
анализе молекулярно-генетических характери-
стик самого возбудителя. Как естественная под-
тип-связанная изменчивость ВГС, так и ошибки, 
вносимые вирусной полимеразой, в сочетании  
с репликативной способностью 1010–1013 вири-
онов/день (1–3 ошибки на каждый цикл реплика-
ции), приводят к появлению и отбору лекарствен-
но-устойчивых вариантов, которые обладают 
преимуществом селективного роста и реплици-
руются в присутствии этих препаратов [6]. Такие 

варианты имеют единичные или сочетание не-
скольких аминокислотных замен в белках-мише-
нях действия ПППД, которые обозначаются как 
RAS (Resistance Associated Substitution). Нали-
чие RAS может значительно ослабить эффект 
применения препаратов второй линии. Чтобы 
повысить шансы на достижение устойчивого 
вирусологического ответа (УВО), перед повтор-
ным курсом необходимо выполнить тест на ре-
зистентность [7]. 

Спектр мутаций, обусловливающих лекар-
ственную устойчивость и ее уровень, варьиру-
ется в зависимости от генотипа и/или субтипа 
вируса [8]. Это может привести к ускоренной эли-
минации более чувствительных к ПППД штам-
мов ВГС и изменить текущий генотипический 
ландшафт. Согласно опубликованным данным,  
в Республике Беларусь на протяжении 2004–
2018 гг. субтип 1b (61,6%) доминировал,  
далее в убывающем порядке следовали суб-
типы 3a (26,5%), 1а (6,5%) и генотип 2 (3,1%),  
представленный субтипами 2а (1,9%), 2с (0,7%) 
и 2k (0,5%). Доля 4d субтипа и рекомбинантной 
формы RF2k/1b в общей генотипической струк-
туре составляет менее 2,0% [9]. 

ПППД в стране стали доступны с 2018 года 
и в настоящее время софосбувир (ингибитор 
NS5B-белка), ледипасвир, велпатасвир, да-
клатасвир (ингибиторы NS5А-белка) включены  
в клинический протокол «Диагностика и лече-
ние пациентов (взрослое население) с хрони-
ческими вирусными гепатитами B и C» в Респу-
блике Беларусь (постановление Минздрава РБ  
от 19.03.2019 № 19). Несмотря на эффек-
тивность терапии ВГС-инфекции, выявление  
резистентности остается важной стратегией, 
позволяющей персонализировать выбор схемы 
повторного лечения среди ВГС-инфицирован-
ных лиц с неудачей терапии. Данные о генотипи-
ческой лекарственной устойчивости к ПППД при 
хроническом гепатите С (ХГС), полученные для 
Республики Беларусь, до настоящего времени 
не были широко представлены. 

Цель исследования – оценить спектр и рас-
пространенность мутаций лекарственной устой-
чивости в NS5A гене ВГС у пациентов с виру-
сологической неудачей терапии препаратами 
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прямого противовирусного действия по резуль-
татам исследования 2018–2024 гг.

Материал и методы

Исследование проведено на 675 пациентах 
с неэффективностью терапии ингибиторами 
NS5A. Материалом для исследования явля-
лись образцы плазмы крови, собранные в пери-
од 2018–2024 гг. из всех регионов Республики 
Беларусь. 

Выделение РНК и генотипирование ВГС про-
водили методом секвенирования по Сэнгеру 
фрагментов генома Core/E1 и NS5B в соответ-
ствии с ранее описанной методикой [9]. Секве-
нирование амплифицированных фрагментов  
по Сэнгеру было выполнено на генетическом 
анализаторе ABI Prism 3500 (Applied Boisystems, 
США). Определение генотипов/субтипов ВГС 
осуществлялось методами филогенетическо-
го анализа исследуемых последовательностей  
в сравнении с референсными последователь-
ностями, полученными из международной базы 
данных GenBank. Поиск генетически близких 
референс-последовательностей ВГС осущест-
вляли с помощью онлайн-программы BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Филоге-
нетические деревья строились с применением 
алгоритма ML (Maximum Likelihood) в программе 
PHYML (Phylogenetic Maximum Likelihood) с мо-
делью замены нуклеотидов GTR. Оптимизация 
топологии дерева – Best of NNIs and SPRs. По-
сле идентификации субтипа ВГС выполнялось 
определение мутаций лекарственной резистент-
ности к ингибиторам NS5A белка с использова-
нием специфических праймеров для каждого из 
субтипов ВГС – 1а, 1b, 3a, 2a, 2c и 4d согласно 
ранее описанной методике [10, 11]. 

Статистическую обработку данных выполня-
ли в программе Statistica v.10.

Результаты и обсуждение

Характеристика популяции. В анализируе-
мой когорте было 77,0% (n=520) мужчин и 23,0% 

Показатель Всего
Генетический вариант ВГС

1а,
(n=89)

1b,
(n=165)

2a,
(n=4)

2c,
(n=4)

RF_2k1b,
(n=14)

3a,
(n=394)

4d,
(n=5)

Мужчины 520 65 121 4 4 10 313 3
Женщины 155 24 44 0 0 4 81 2
Средний возраст, 
лет

45,9 41,7 48,7 56 49 43,6 45,7 35,8

Распределение пациентов по возрасту и генетическим вариантам, абс.
≤30 лет 13 3 1 - - - 8 1
30–49 лет 456 77 97 1 2 11 264 4
≥50 лет 206 9 67 3 2 3 122 -

Таблица 1 – Распределение пациентов по возрастным группам, полу, генетическим вариантам ВГС 
(число пациентов, абс.)
Table 1 – Distribution of patients by age groups, gender, genetic variants of HCV (number of patients, abs.) 

женщин (n=155), средний возраст которых со-
ставил 45,9 лет с наибольшей долей пациентов 
в возрастных группах 30–49 лет (67,6%, n=456) 
и старше 50 лет (30,5%, n=206). На возрастную 
группу менее 30 лет приходилось 13 респонден-
тов (1,9%). Распределение пациентов по воз-
растным группам, полу и генетическим вариан-
там представлено в таблице 1. 

Генотипирование вируса гепатита С.  
Согласно полученным данным, в период 2018–
2024 гг. в исследуемой группе пациентов до-
минировал генотип 3 (58,4%, n=394), представ-
ленный исключительно субтипом 3а. Второе 
место по распространенности занял генотип  
1 (37,6%, n=254). В его структуре преобладал суб-
тип 1b (24,4%, n=165), который встречался почти  
в 2 раза чаще субтипа 1a (13,2%, n=89). Сум-
марная доля редких вариантов составила 4,0% 
(n=27), среди них выявлены: рекомбинантная 
форма 2k/1b (n=14, 2,1%), субтипы 2а (0,6%, n=4), 
2с (0,6%, n=4) и 4d (0,7%, n=5) (рис. 1, табл. 1).

Рисунок 1 – Распределение генетических вариантов ВГС 
по регионам проживания пациентов (число пациентов, абс.)
Figure 1 – Distribution of HCV genetic variants by patient regions of 
residence (number of patients, abs.)

Ранее использующиеся схемы терапии на 
основе интерферона и рибавирина были не-
достаточно эффективны при генотипе 1b [12].  
В нашем регионе этот субтип является домини-
рующим (61,6%) [13], что коррелирует с обще-
мировыми тенденциями его распространения 
[14, 15]. В России также более половины всех 
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Рисунок 2 – Спектр и распространенность RAS 1а,1b и 3а субтипов ВГС. 
А – субтип 1а, В – субтип 1b, С – субтип 3а
Figure 2  – Spectrum and prevalence of RAS 1a, 1b and 3a HCV subtypes. a, subtype 1a; 
b, subtype 1b; c, subtype 3a

Оригинальные  исследования

случаев ВГС-инфекции приходится на этот ге-
нетический вариант [16]. Результаты нашего ис-
следования указывают на более широкую пред-
ставленность 3-го генотипа среди исследуемых 
пациентов. По всей видимости, это не отражает 
общую динамику популяционной структуры ВГС 
в стране, а указывает на высокую клиническую 
значимость фармакорезистентности 3а субтипа, 
что находит подтверждение и в других исследо-
ваниях [17]. 

Анализ полиморфизмов и замен, связанных 
с устойчивостью к ингибиторам NS5A белка. 
Определение клинически значимых мутаций 
лекарственной устойчивости, ассоциированных 
со снижением чувствительности к ингибиторам 
NS5A, является ключевым прогностическим фак-
тором при разработке индивидуальных схем те-
рапии вирусного гепатита С. В ходе анализа 675 
нуклеотидных последовательностей наличие 
RAS было подтверждено в 432 образцах (64,0%). 
Наибольшая частота встречаемости отмечена 

для замены в позиции A62 (15,7%; n=106/675), со-
четания A62+Y93H (16,4%; n=111/675) и мутации 
A30K (8,1%; n=55/675). Единичные замены выяв-
лены в 25,9% случаев (n=176/675), комбинации 
из двух мутаций – в 33,9% (n=229/675), а сочета-
ние трех замен детектировано в 4,1% (n=28/675) 
исследованных последовательностей.

Устойчивость к ПППД в значительной сте-
пени детерминирована количеством и профи-
лем приобретенных RAS. Генетический барьер 
устойчивости может варьировать в зависимости 
от фармакологических особенностей препара-
та, а также генетического варианта ВГС [18–20].  
В ходе проведенного анализа установлено, что 
распространенность вариантов ВГС со снижен-
ной репликативной способностью значительно 
отличалась для разных генетических вариан-
тов ВГС. Так, частота встречаемости RAS для 
субтипа 1а составила 23,6% (21/89), основные 
мутации представлены на рисунке 2. Для 1b и 
3а субтипов частота выявления RAS оказалась 

значительно выше – 67,3% (111/165) 
и 75,9% (299/394) соответственно. 
В группе пациентов с рекомбинант-
ной формой RF_2k/1b (n=14) лишь 
в одном случае идентифицирова-
на двойная замена 92V+93H (7,1%, 
1/14). У пациентов, инфицированных 
2а, 2с и 4d субтипами ВГС (n=13), 
значимых RAS в NS5A домене де-
тектировано не было.

Исследуемая выборка нуклео-
тидных последовательностей была 
дифференцирована по генетиче-
ским вариантам для оценки распре-
деления ключевых RAS внутри 1а, 
1b и 3а субтипов ВГС (рис. 2).

При анализе профилей резистент-
ности 1а, 1b и 3а субтипов ВГС были 
установлены значимые различия  
в структуре замен, ассоциированных 
с RAS. Для субтипа 1a доминирую-
щей RAS стала замена в локусе М28 
(13,5%, 12/89), обуславливающая 
высокий уровень перекрестной ре-
зистентности к ингибиторам NS5A 
первого поколения – даклатасвиру, 
ледипасвиру, омбитасвиру и элба-
свиру. Кроме того, были идентифи-
цированы значимые RAS в позициях 
А30R, L31M/V, Y93C и P58R, а также 
сочетанные мутации – M28V+A30K  
и M28V+P58R, ассоциированные  
с выраженным снижением чувстви-
тельности к указанным ПППД. 

В группе пациентов, инфициро-
ванных 1b субтипом ВГС, преобла-
дали RAS в позиции L31F/I/M (13,9%, 
23/165), определяющие умеренную 
устойчивость к элбасвиру и леди-
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пасвиру [21]. Однако особый интерес вызыва-
ют сочетанные замены Y93H (27,3%, 45/165), 
A30Q+L31M+Y93H (4,8%, 8/165), которые в со-
вокупности с единичной заменой Y93H (9,1%, 
15/165) формируют выраженную устойчивость 
ко всей группе ингибиторов NS5A белка, за ис-
ключением пибрентасвира [22, 23]. 

При анализе позиций кодонов NS5A участка 
3а субтипа установлена высокая частота встре-
чаемости мутаций в позиции 62, которая детек-
тировалась в 26,9% (n=106/394) случаев в виде 
моноварианта, определяющего снижение чув-
ствительности к даклатасвиру. В 48,2% (190/394) 
анализируемых последовательностей указанная 
мутация встречалась в сочетании с другими за-
менами: A30K/T/S (14,0%, 55/394), Y93H (28,2%, 
111/394), M28L/V (1,0%, 4/394), A30K+L31I/F 
(0,8%, 3/394), A30K+Y93H (3,6%, 14/394) и 
L31I+Y93H (0,8%, 3/394). Следует отметить, что 
разнообразие профиля RAS в нашем исследова-
нии у 1b субтипа значимо превосходило спектр 
мутаций 1а и 3а вариантов вируса.

Результаты проведенного анализа позволили 
определить широкий спектр мутаций в NS5A до-
мене у пациентов с опытом применения ПППД. 
Большинство идентифицированных замен,  
ассоциированных с лекарственной резистент-
ностью, детально охарактеризованы и их вклад  
в снижение эффективности безинтерфероновых 
режимов терапии подтвержден результатами ис-
следований [23, 24]. 

Проблема резистентности ВГС становится 
все более масштабной по мере роста доступ-
ности терапии ПППД. На это указывают и дан-
ные итальянских авторов, обнаруживших кли-
нически значимые мутации у 52,0% пациентов  
с неэффективностью схем, включавших ингиби-
торы NS5A. Как и в нашей работе, исследователи 
отметили статистически значимую зависимость 
частоты выявления мутаций резистентности  
от генетического варианта вируса.

Представленные результаты подтверждают, 
что лекарственная устойчивость ВГС остается 
острой проблемой для пациентов, не ответив-
ших на первичную терапию. Это подчеркивает 
значимость тестирования на резистентность, 
что полностью соответствует актуальным реко-
мендациям EASL [25]. В условиях широкого при-
менения ПППД в стране и в мире наши данные 
могут послужить основой для мониторинга эво-
люции ВГС и позволят систематизировать даль-
нейшее наблюдение за изменениями в структу-
ре резистентности вируса.

Выводы

1. В период 2018–2024 гг. в структуре гено-
типов ВГС у пациентов с неэффективностью те-
рапии ПППД отмечено превалирование субтипа 
3а. Данная тенденция, вероятно, обусловлена 
не эпидемиологическими сдвигами в популяции, 
а более высоким уровнем фармакорезистентно-
сти данного субтипа к применяемым схемам ле-
чения в сравнении с субтипом 1b.

2. Анализ выявил высокую распространен-
ность мутаций резистентности в домене NS5A: 
замены, снижающие чувствительность к ПППД, 
обнаружены у 64,0% пациентов независимо  
от субтипа вируса. 

3. Распространенность и структура RAS  
напрямую зависят от генетического варианта  
вируса: наибольшая частота выявлена у субти-
пов 3а (75,9%) и 1b (67,3%), минимальная значи-
мая частота зафиксирована у субтипа 1а (23,6%) 
и рекомбинантной формы RF_2k/1b (7,1%).  
У субтипов 2а, 2с и 4d клинически значимых  
мутаций в исследованной выборке обнаружено 
не было.

4. Для каждого из основных субтипов ВГС 
определены ключевые RAS, которые существен-
но снижают эффективность терапии ПППД: для 
субтипа 1а – M28V/L/I; субтипа 1b –A30Q, L31M, 
Y93H; субтипа 3а – А62L/Q/S/T/I, A30K, Y93H.

5. Исследование показало высокую долю 
сложных профилей резистентности: комбина-
ции из двух и трех мутаций встречаются чаще, 
чем единичные замены. Наличие множествен-
ных RAS значительно повышает генетический 
барьер устойчивости и требует коррекции стан-
дартных схем лечения.

6. Внедрение оптимизированного метода 
секвенирования и биоинформатической обра-
ботки данных обеспечило высокую точность 
детекции мутаций лекарственной устойчивости  
к ПППД для различных субтипов ВГС,  
включая 1a, 1b, 3a, 2 и 4 генотипов.

7. Полученные данные подтверждают клини-
ческую значимость мониторинга RAS как опре-
деляющего прогностического фактора при ини-
циации терапии ингибиторами NS5A, особенно  
у пациентов с предшествующим неэффектив-
ным опытом лечения. Систематизация сведений 
о профиле и распространенности RAS является 
фундаментом для реализации принципов пер-
сонализированной медицины, совершенствова-
ния эпидемиологического надзора и достиже-
ния целевых показателей глобальной стратегии  
по элиминации ВГС.
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