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Цель исследования — совершенствование методики секвенирования участка VP1–2A генома для молекулярно-генетического 
типирования вируса гепатита А.

Материалы и методы. Экстракцию нуклеиновых кислот проводили с помощью коммерческих наборов выделения нуклеино-
вых кислот и обратной транскрипции в ручном и автоматическом вариантах. Подбор последовательностей праймеров осуществ-
ляли с помощью программного обеспечения DNASTAR. Олигонуклеотиды синтезировали амидофосфитным методом с последую-
щей очисткой электрофорезом в полиакриламидном геле. Искомые фрагменты генома получены методом ПЦР. Для приготовления 
реакционной смеси использовали коммерческие компоненты. Учет результатов проводили методом электрофореза в агарозном 
геле с окрашиванием ДНК бромидом этидия. Фрагменты ДНК после амплификации очищали методом адсорбции на колонках с 
диоксидом кремния. Определение последовательности очищенных фрагментов выполняли методом секвенирования по Сэнгеру. 
Полученные последовательности фрагмента VP1–2A анализировали в программном пакете MEGA6. Оптимизированная методика 
секвенирования участка VP1–2A генома возбудителя апробирована на 171 образце клинического материала и проб внешней сре-
ды, содержащих РНК вируса гепатита А.

Результаты. Методика секвенирования оптимизирована на этапе амплификации вариабельного участка VP1–2A структурной 
части генома возбудителя, для чего были созданы авторские последовательности праймеров и подобраны условия полимеразной 
реакции (длина, локализация и температура отжига, концентрация праймеров и матрицы). Искомый фрагмент длиной 249 пар 
нуклеотидов находился в регионе 2988—3237 пар нуклеотидов согласно референсному штамму HM175. С помощью оптимизиро-
ванной методики секвенирования фрагмента VP1–2A генома возбудителя в Н. Новгороде за период 2000–2017 гг. в 76 пробах из 
171 образца, содержащего РНК возбудителя, установлен генотип вируса гепатита А. Выявлено преобладание возбудителя субтипа 
IA — 97% (74 из 76 образцов), и только 2 образца принадлежали субтипу IB.

Заключение. Оптимизированная методика секвенирования на этапе амплификации участка VP1–2A генома вируса гепатита А 
позволяет определять генотипическую структуру циркулирующих штаммов вируса, идентифицировать завозные штаммы возбуди-
теля и устанавливать эпидемиологическую связь между различными случаями заболевания.
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The aim of the study was to improve the VP1–2A sequencing method and facilitate the hepatitis A virus genotyping technique.
Materials and Methods. Nucleic acids were extracted by using commercial kits for nucleic acid extraction and reverse transcription 

in a manual and automatic version. Primer sequences were selected using the DNASTAR software. Oligonucleotides were synthesized 
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by the amidophosphite method followed by purification with polyacrylamide gel electrophoresis. The sought fragments of the genome 
were obtained with PCR. Commercial components were used to prepare the reaction mixture. The results were verified by agarose gel 
electrophoresis with ethidium bromide DNA staining. After amplification, the DNA fragments were purified by adsorption on silica columns. 
Sequence identification of the purified fragments was performed by the Sanger sequencing method. The obtained sequences of the VP1–
2A fragment were analyzed by the MEGA 6 software package. The optimized technique for sequencing of the VP1–2A segment was tested 
with 171 clinical and environmental samples containing hepatitis A virus RNA. 

Results. The sequencing technique has been optimized at the stage of amplification of the variable VP1–2A structural genome segment. 
To obtain this result, we created original primer sequences and selected the polymerase reaction conditions (length, localization and annealing 
temperature, concentration of the primers and template). The sought fragment with a length of 249 nucleotide pairs was located between the 
2988th and 3237th base pairs as per the reference HM175 strain. Using this optimized method of VP1–2A fragment sequencing, the hepatitis 
A genotype was detected in 76 from 171 samples containing hepatitis A virus RNA in the city of Nizhny Novgorod from 2000 to 2017. The 
prevalence of the IA subtype was found in 97% of cases (74 of 76 samples), and only 2 samples contained subtype IB.

Conclusion. The sequencing technique optimized at the stage of VP1–2A fragment amplification allows one to determine the hepatitis 
A virus genotype, identify imported virus strains, and also establish an epidemiological relationship between different cases of the disease.

Key words: hepatitis A; genotyping; sequencing.

Введение

Гепатит А продолжает оставаться самой частой 
причиной вирусного гепатита. В течение последних 
двух лет в странах Западной Европы, традиционно 
относящихся к низкоэндемичным территориям, заре-
гистрировано более 25 тыс. случаев этого заболева-
ния [1–3].

В России гепатит А также относят к инфекциям, 
имеющим большое социально-экономическое значе-
ние. Уровень официально регистрируемой заболевае-
мости в стране колебался в течение последних 10 лет 
в значительных пределах от — 4,29 до 37,9 на 100 тыс. 
населения. В 2017 г. по сравнению с 2016 г. выросло 
на 20% число очагов групповой заболеваемости [4–7]. 
Сохраняются выраженные различия показателя инци-
дентности в субъектах страны: в ряде регионов забо-
леваемость гепатитом А превысила среднероссийский 
показатель в 1,5–4 раза. Эта инфекция в последнее 
десятилетие стойко занимает второе место после 
хронического гепатита С по величине экономического 
ущерба среди вирусных гепатитов. В 2017 г. он соста-
вил более 1 млрд. рублей [5, 7–9].

Молекулярно-генетические методы исследования, 
включая определение разнообразия геновариантов 
возбудителя, являются теоретической базой изучения 
особенностей проявления эпидемического процес-
са гепатита А и механизмов его регуляции. Развитие 
молекулярно-генетических технологий в последние 
десятилетия позволило не только изучать изменчи-
вость возбудителя инфекции, но и существенно под-
нять уровень эпидемиологической диагностики при 
работе в эпидемических очагах за счет более точного 
определения источников инфекции, путей и факторов 
передачи вируса гепатита А, установления эпидемио-
логической связи между различными случаями ин-
фицирования. Вместе с тем в России имеются лишь 
единичные работы о генотипической структуре вируса 
гепатита А, циркулирующего на различных террито-
риях страны. Проведение исследований затруднено в 

связи с отсутствием коммерческих наборов реагентов 
для генотипирования.

Генетическую изменчивость возбудителя чаще все-
го исследуют с помощью метода секвенирования, для 
чего выполняется амплификация искомого фрагмента 
генома вируса. Для проведения реакции применяются 
собственные или описанные в литературе последова-
тельности праймеров и условия реакции, эффектив-
ность которых варьирует в широких пределах [10–15].

Цель исследования — совершенствование ме-
тодики секвенирования участка VP1–2A генома для 
молекулярно-генетического типирования вируса ге-
патита А.

Материалы и методы
Экстракцию нуклеиновых кислот и обратную транс-

крипцию РНК в комплементарную ДНК проводили с 
помощью коммерческих наборов выделения нуклеи-
новых кислот и обратной транскрипции в ручном и ав-
томатическом вариантах с применением роботизиро-
ванной станции (Xiril, Швейцария).

Подбор последовательностей праймеров осуществ-
ляли с помощью программы PrimerSelect программно-
го пакета DNASTAR (США). Олигонуклеотиды синте-
зированы амидофосфитным методом с последующей 
очисткой электрофорезом в полиакриламидном геле 
(«Синтол», Россия).

Для приготовления ПЦР ис пользовали коммерче-
ские компоненты («Интер лабсервис», Россия): буфер 
для ПЦР (концентра ция MgCl2 — 15 мкмоль/л); смесь 
дезоксинуклеозидтрифосфатов (концентрации каж-
дого — 1,74 мкмоль/л); Taq-полимеразу (активностью 
5 ед./мкл). Реакцию амплификации проводили с помо-
щью амплификатора Maxygene Therm-1000 (Axygen, 
США).

Электрофорез продуктов ПЦР выполняли в 1,5% 
агарозном геле с окрашиванием ДНК бромидом эти-
дия и фиксированием результатов в системе гель-до-
кументации G:Box F3 (Syngene, США).

Секвенирование участка VP1–2A генома для субтипирования вируса гепатита А
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Фрагменты ДНК после амплификации очищали 
методом адсорбции на колонках с диоксидом крем-
ния с помощью набора для очистки смесей для ПЦР 
(Qiagen, США). Определение последовательности 
очищенных фрагментов проводили на генетическом 
секвенаторе ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, 
США) согласно инструкции производителя.

Полученные последовательности фрагмента VP1–
2A анализировали в программном пакете MEGA6, а так-
же с помощью онлайн-сервисов BLAST (NCBI, США), 
Hepatitis A virus genotyping tool (RIVM, Нидерланды, 
http://www.rivm.nl/mpf/typingtool/hav/introduction).

Оптимизированная методика секвенирования 
участ ка VP1–2A генома возбудителя апробирова-
на на 171 образце клинического материала и проб 
внешней среды, содержащих РНК вируса гепатита 
А. В процессе исследования использовали клиниче-
ский материал от больных гепатитом А и концентра-
ты сточных вод, отобранных в Н. Новгороде за пери-
од 2000–2017 гг.

Результаты и обсуждение
В качестве цели для секвенирования был выбран 

участок VP1–2A структурной части генома вируса ге-
патита А, обладающий достаточно высокой вариа-
бельностью относительно других регионов генома. 
В библиотеке NCBI Genbank накоплено большое чи-
сло охарактеризованных по данному участку изолятов 
вируса, выделенных в разных странах [16, 17].

Для оптимизации методики секвенирования на 
этапе амплификации искомого участка применяли 
авторские праймеры, созданные на основе последо-
вательностей, использованных B.H. Robertson и со-
авт. в исследованиях по открытию генотипов вируса 
гепатита А [18]. Модификацию осуществляли с целью 
сближения температуры плавления олигонуклеоти-
дов, для минимизации вероятности появления шпилек 
и праймер-димеров. Необходимые параметры достиг-
нуты путем изменения длины праймеров и локализа-
ции их отжига с помощью программного обеспечения 
DNASTAR, что позволило существенно повысить эф-
фективность амплификации по сравнению с прототип-
ными олигонуклеотидами. Последовательность прай-
меров указана в таблице.

Длина искомого фрагмента амплификации со-
ставляла 249 пар нуклеотидов (см. рисунок). 
Реакционная смесь включала в себя следующие 

компоненты: 5 мкл буфера для ПЦР; 2,5 мкл смеси 
дезоксинуклеозидтрифосфатов; по 2,5 мкл прямого 
и обратного праймеров (концентрации — 3 мкмоль/л 
каждого); 0,25 мкл Taq-полимеразы; 2,25 мкл де-
ионизованной воды. Общий объем смеси составил 
25 мкл, включая 10 мкл комплементарной ДНК ис-
следуемого образца.

При амплификации использовали следующую про-
грамму для термоциклера: 95°С — 5 мин; затем 42 ци-
кла (95°С — 10 с; 53,5°С — 10 с; 72°С — 10 с), за-
ключительная элонгация: 72°C — 1 мин. Температуру 
отжига праймеров (53,5°С) подбирали эксперимен-
тально для достижения максимального выхода спе-
цифического продукта реакции, количество которого 
учитывалось с помощью электрофореза.

Вариабельный фрагмент генома VP1–2A вируса ге-
патита А был получен в 76 образцах из 171, положи-
тельных на РНК возбудителя. Можно предположить, 
что такой результат связан с низкой концентрацией 
РНК в пробах и разной чувствительностью тест-систе-
мы для определения РНК и описанной методики, что 
требует дальнейшего исследования.

После амплификации образцы очищали от продук-
тов реакции, а затем проводили определение после-
довательности полученных фрагментов на автомати-
ческом секвенаторе. Полученные последовательности 
VP1–2A выравнивали между собой и анализировали 
на гомологию с депонированными в Genbank изоля-
тами вируса гепатита А различного географического 
происхождения в программном пакете MEGA6.

Впервые с помощью оптимизированной методики 
секвенирования фрагмента VP1–
2A генома возбудителя показана 
исключительная циркуляция в пери-
од 2000–2017 гг. среди населения Н. 
Новгорода I генотипа вируса гепа-
тита А. Установлено, что субтип IA 
преобладал в 97%  (74 образца из 
76), и только 2 образца принадле-
жали субтипу IB.

Филогенетический анализ пока-

Последовательность праймеров для амплификации участка VP1–2A 
генома вируса гепатита А

Тип Последовательность Длина,  
нуклеотидов Локализация*

Прямой 5`-AGAGCTCCATTGAACTCA-AATGC-3` 23 2988–3010
Обратный 5`-AAAACAGTCCCTTCATTTT-CCTAGG-3` 25 3213–3237

* — нумерация нуклеотидов согласно геному референсного штамма вируса 
гепатита А HM175.

Электрофореграмма амплифицированных фраг-
ментов VP1–2A генома вируса гепатита А длиной 
249 пар нуклеотидов (п. н.), левый ряд — маркер 
молекулярной массы
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зал, что гомология всех изолятов вируса гепатита А 
субтипа IA составляла 93% (за 100% принимается 
полная идентичность изолятов) и выше с последо-
вательностями, выделенными в европейской части 
России и образующими единый филогенетический 
кластер. Это согласуется с данными публикаций о 
циркулирующих в европейской части России гено-
вариантах вируса гепатита А [13, 19]. Обнаруженные 
штаммы субтипа IB имели максимальную гомологию 
с изолятами, выделенными в Египте и Болгарии, что 
указывает на вероятные завозные случаи инфекции 
из стран Средиземноморья [20].

Заключение
Оптимизированная методика секвенирования на 

этапе амплификации участка VP1–2A генома вируса 
гепатита А позволила впервые определить геноти-
пическую структуру циркулирующих штаммов этого 
вируса в Н. Новгороде в 2000–2017 гг. и может ис-
пользоваться для слежения за циркуляцией и из-
менчивостью вируса гепатита А, для расследования 
групповых заболеваний, установления эпидемиоло-
гической связи между различными случаями забо-
левания и идентификации завозных штаммов возбу-
дителя.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена по государственному заданию в рамках утвер-
жденной темы НИР ФБУН ННИИЭМ им. академика 
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