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стране зарегистрирована отечественная тест-система для определения мутаций 

резистентности, использование которой позволяет провести исследования с ми-

нимальными финансовыми затратами.  

Для более глубокого анализа ситуации с появлением мутаций резистентно-

сти высокого уровня к отдельным классам препаратов необходимо наличие сле-

дующих данных: 

- время инфицирования пациента; 

- дата начала АРТ; 

- схема АРТ; 

- данные по СД4+ клеткам и вирусной нагрузке перед началом терапии; 

- если схема менялась, то какова причина(ы) и данные новой схемы. 
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Как известно, именно с V3 участком гена env связаны такие свойства виру-

са, как репликативная активность и тропность к М - и Т-клеткам, а также взаи-

модействие c CCR5 и CXCR4 хемокиновыми ко-рецепторами [1, 2]. Показано, 

что изменение в двух позициях – 11 и 25 внутри V3 петли белка оболочки gp120 

ведет к изменению фенотипических свойств ВИЧ, таких как. репликативной ак-

тивности (slow/low – rapid/high изоляты), образование (syncytium-inducing – 

SI)/не образование синцитиев (non-syncytium-inducing – NSI), смена тропности  

с М (моноциты/макрофаги) на Т (лимфоциты) [3-6].  

Изучение изменений в участке V3 петли белка оболочки вируса gp120  

в настоящее время имеет важное значение и в связи с разработкой и применением 

для лечения пациентов с ВИЧ/СПИД нового класса лекарственных препаратов – 

ингибиторов CCR5 рецепторов, в частности Маравирок (Maraviroc, MVC) [7].  

Цель исследования – определить частоту встречаемости R5- и X4-тропных 

вариантов ВИЧ-1 у пациентов с ВИЧ/СПИД.  
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Образцы сыворотки/плазмы крови в количестве 126 были получены из раз-

ных регионов республики: из г. Минска и области – 74 (58,8%), из Могилевской 

области – 18 (14,3%), из Гомельской – 13 (10,3%), из Брестской и Витебской – по 

9 (7,1%), из Гродненской – 3 (2,4%). 

55 образцов сыворотки/плазмы крови было получено от лиц женского пола 

и 71 – от пациентов мужчин. 90 пациентов являлись внутривенными потребите-

лями наркотиков (ПИН), 33 заразились при гетеро-гомосексуальных контактах  

и 3 детей были рождены ВИЧ-инфицированными матерями.  

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили на коммерческой тест-

системе ИФА «КомбиБест ВИЧ-1,2 АГ/АТ», производства ЗАО «Вектор-Бест», 

Новосибирская область, п. Кольцово, АБК, Россия, позволяющей одновременно 

обнаруживать антигены ВИЧ-1/2 и антитела к вирусспецифическим белкам.  

Выделение РНК ВИЧ из образцов сыворотки/плазмы крови пациентов  

с ВИЧ/СПИД выполняли с помощью комплекта реагентов для выделения РНК 

из клинического материала «РИБО-сорб» производства ФГУН ЦНИИЭ Роспо-

требнадзора, Россия, в соответствии с прилагаемой инструкцией. 

Выделение РНК для количественного определения копий РНК/мл проводи-

ли с использованием набора «Экстракция 1000», имеющегося в тест-системе для 

количественного определения РНК ВИЧ-1, производства ЗАО «Вектор-Бест», 

Новосибирская область, п. Кольцово, в соответствии с прилагаемой инструкци-

ей. Исследования проводили на амплификаторе CFX96 BioRad, США. 

Обратную транскрипцию для получения кДНК ВИЧ по участкам генов 

gag/pol и env (петля V3 gp120) проводили в объеме 20 мкл по следующей пропи-

си: 5х РТ-буфер – 4 мкл, обратный праймер (3’VNOT-для гена env) 0,5 мкл, 

смесь трифосфатов 1,0 мкл (10 mM), ингибитор РНКаз – 0,5 мкл, обратная тран-

скриптаза – 1,0 мкл, РНК-10 мкл, бидистиллированная вода – 2,5 мкл. Реакцию 

обратной транскрипции проводили в следующем режиме: 42
о
С – 60мин; 70

о
С – 

15 мин.  

Полимеразную цепную реакцию в гнездовом варианте выполняли на ам-

плификаторах АВ 2700, США и «Corbett Research», Австралия в два этапа в объ-

еме 25 (ген pol) и 50 мкл (гены gag/env). Для генотипирования по участкам генов 

gag/env использовали зарегистрированную на территории Республики Беларусь 

тест-систему «Бел РНК/ДНК-ВИЧ (gag/env)» (Регистрационное удостоверение 

№ ИМ-7.95957/1601, годна до 04.01.2021). 

Анализ продуктов ПЦР проводили в 0,8% и 2,0% агарозном геле.  

Очистку продуктов ПЦР осуществляли с использованием колонок произ-

водства фирм Sigma и этанол/ацетатной преципитацией.  

Электрофоретическую разгонку фрагментов ДНК проводили на анализато-

ре ABI PRISM 3100-Avant (Applied Biosystems, США).  

Анализ полученных фрагментов проводили с использованием программных 

продуктов «Sequencing Analysis Software v.5.1.1», BioEdit, SeqScape v.3.  

Для определения R5 и/или Х4 тропных вариантов ВИЧ, использовали про-

грамму geno2pheno v.3. Значение FPR (false positive rate) – величине, определя-

ющей вероятность, с которой R5 тропный вирус будет ложно определен как  

X4-тропный. R5-тропным считался образец при наличии показателя FPR равной 
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и более 20%. При величине FPR менее 20% образцы считались X4-тропными 

и/или R5/X4, т.е. с двойным тропизмом.  

Филогенетический анализ полученных фрагментов осуществляли с помо-

щью программы Mega6 (деревья с корнем построены методом присоединения со-

седей – neighbor-joining method анализа с количеством повторов 1050, моделью 

Kimura-2, статистическую обработку осуществляли с помощью бутстреп метода). 

Все пробы, взятые в работу, были исследованы методами ИФА и количе-

ственной ОТ-ПЦР. Положительные в ОТ-ПЦР образцы взяты в работу по секве-

нированию. Из всех отобранных проб были выделены РНК, поставлена ПЦР, се-

квенирующая ПЦР, электрофорез и анализ полученных фрагментов ДНК.  

Как показали результаты филогенетического анализа, проведенного по участ-

кам генов gag, pol и env, из 126 секвенированных образцов ДНК ВИЧ 105 (83,2%) 

относились к субтипу А1, 6 (4,8%) – к В, 4 (3,2%) – к G, 6 (4,8%) – к CRF03_AB, 3 

(2,4%) – к CRF02_AG и по одному образцу (0,8%) к CRF06_cpx и URF. 

Для определения R5 и X4 тропных вариантов ВИЧ использовали секвени-

рованные по участку V3 петли белка gp120 гена env фрагменты длиной 247 п.о.  

В результате проведенных исследований было установлено, что 96 образ-

цов имели R5 (76,2%) тропные варианты ВИЧ, а 30 (23,8%) X4 тропные вариан-

ты вируса. Среди X4 тропных доминировал А1 субтип ВИЧ – 25 (83,3%), 

CRF03_AB – 3 (10%), В и URF – по 1 (3,3%) (рис. 1).  

 

Рис. 1. Распределение субтипов ВИЧ-1 среди X4 тропных вариантов вируса 

 

Из 96 R5 тропных вариантов ВИЧ-1, 80 (83,3%) относились к А1 субтипу,  

5 (5,2%) – к В, 4 (4,2%) – к G, по 3 (3,1%) – к CRF02_AG и CRF03_AB, 1 (1,0%) – 

к CRF06_cpx (рис. 2). 

По значениям FPR 17 (13,5%) Х4 тропных образцов находились в пределах 

от 0 до 10%, 13 (10,3%) – 10-20%, т. е. данная группа вирусов является Т-троп-

ными или Т- и М-тропными и могут использовать CXCR4 и/или CXCR4/CCR5 

корецепторы для проникновения в чувствительные клетки (табл.). Среди R5 

тропных вариантов ВИЧ, 18 (14,3%) находились в пограничных значениях FPR – 

20-30%, а 78 изолятов в пределах от 30 и до >60%, что определяло их как «чи-

стые» CCR5 тропные вирусы, чувствительные к маровироку (табл.).  
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Рис. 2. Распределение субтипов ВИЧ-1 среди R5 тропных вариантов вируса 
 

Распределение изолятов ВИЧ-1 по значению FPR 

№ 

п/п 
Значение FPR Количество %, от всех исследованных проб 

1.  0 – 10 (X4 тропный) 17 13,5 

2.  10 – 20 (X4 тропный) 13 10,3 

3.  20-30 (R5 тропный) 18 14,3 

4.  30-50 (R5тропный) 34 27 

5.  50-60 (R5тропный) 14 11,1 

6.  >60 (R5тропный) 30 23,8 
 

Известно, что V3 регион белка gp120 гена env определяет не только троп-

ность ВИЧ к Т- и/или М-клеткам, но и позволяет предсказать биологические 

свойства вируса: синцитиеобразущий (SI) или не образующий синцитии (NSI) 

вариант. Для определения вариантов ВИЧ с разными биологическими свойства-

ми мы отобрали 38 аминокислотных последовательностей X4 тропных (13) и R5 

тропных (25) изолятов ВИЧ (рис. 3).  

Как показали проведенные исследования, у 6 (46,2%) из 13 проанализиро-

ванных последовательностей X4 тропных вирусов, в положении 11 и 25 V3  

петли gp120 имелись аминокислотные замены, определяющие вирусы, как обра-

зующие синцитии (SI) с высоким уровнем репликативной активности, Т-троп-

ными: у изолята 410Gr, подтип B, в положении 25 D на N, у PV_41–А1, в поло-

жении 11 S на R, у изолята HIV 17_AB–CRF03_AB, в положении 11 S на G  

и в 25 D на G, у изолята PV_32–А1, в положении 25 D на V, у изолята Mn_21–

URF, в положении 25 D на G и, наконец, у изолята HIV_250–А1, в положении 

25 D на G. Остальные X4 тропные вирусы оказались не сицитиеобразующими 

(NSI) с низкой репликативной активностью, Т-тропными.  

Среди R5 тропных вирусов все изоляты оказались не синцитиеобразующи-

ми с низкой репликативной активностью, М тропными, что характерно для ВИЧ, 

изолированного от пациентов с ранними сроками инфицирования.  
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Рис. 3. Аминокислотные последовательности R5 и Х4 тропных вариантов ВИЧ, рамкой  

ограничен участок V3 петли gp120 ВИЧ-1 

 

Определение вирусов с SI и NSI фенотипом, соответственно М- и Т-троп-

ных вариантов ВИЧ имеет большое значение не только для назначения лекар-

ственных препаратов-ингибиторов ко-рецепторов, но и прогностическое, по-

скольку у пациентов с SI свойствами ВИЧ наблюдается быстрый прогресс забо-

левания с плохим прогнозом.  

Таким образом, нами впервые осуществлены исследования по определению 

X4 и R5 тропных вариантов с SI и NSI фенотипом, М- и Т-тропностью ВИЧ. 

Проведение такого рода работы имеет не только чисто научное, но и прикладное 

значение, поскольку позволяет предсказывать прогноз течения заболевания  

у ВИЧ-инфицированных, назначать адекватные схемы терапии и своевременно 

их менять в случае появления изменений в геноме ВИЧ и, следовательно, троп-

ности вируса у пациента.  
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Цель исследования – расшифровка вспышки ВИЧ-инфекции среди потре-

бителей инъекционных наркотиков в г. Минске, установление филогенетических 

связей между ВИЧ, изолированного от разных пациентов и определение общих 

источников инфицирования.  

Основным положением молекулярной эпидемиологии ВИЧ-1 является мно-

гократно показанная связь эпидемиологических отношений между инфициро-

ванными лицами и филогенетических отношений между инфицирующими их 

вариантами вирусов. Иначе говоря, чем ближе эволюционные отношения между 

изолятами вируса, тем, как правило, ближе эпидемиологическая связь между ли-

цами, от которых они получены. 

Первым опытом практического применения этого положения является ана-

лиз возможного непреднамеренного инфицирования врачом нескольких пациен-

тов при проведении медицинских манипуляций в ротовой полости – так называ-

емый случай дантиста из Флориды, США [5]. В дальнейшем аналогичный 

подход был использован в ряде исследований при анализе эпидемиологической 

связи между ВИЧ-инфицированной матерью и рожденным ею ребенком, а также 

реципиентами и донорами крови, в том числе и в Республике Беларусь [1, 3, 4]. 

В ряде случаев возможного преднамеренного заражения ВИЧ-1, молекулярные 

данные были использованы в качестве судебных доказательств [2].  

За период с 2014 по 2015 гг. нами было получено 85 образцов плазмы крови 

от первично выявленных ВИЧ-инфицированных пациентов, жителей г. Минска. 

Из них 60 были лица мужского пола, средний возраст 33,7±4,4 года и 25 – жен-

щин, средний возраст 32,8±6,2 года. Все пациенты были ко-инфицированы виру-

сом гепатита С, а двое ВИЧ-инфицированных являлись носителями вирусов ге-

патита В и С. 

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили на коммерческой тест-

системе ИФА «КомбиБест ВИЧ-1,2 АГ/АТ», производства ЗАО «Вектор-Бест», 


