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АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР

Введение. В настоящее время практически рас-
шифрованы механизмы проникновения вируса
иммунодефицита человека в  клетки человека.
Установлено, что связывание CD4-рецептора,
расположенного на поверхности клеток, с рецеп-
тором вируса gp120 приводит к конформационным
изменениям оболочки вируса, благодаря которым
на ней формируется сайт связывания с хемокино-

выми рецепторами (ХР). Это позволяет комплексу
CD4–gp120 взаимодействовать с  ХР: CCR5 или
CXCR4. Взаимодействие осуществляется посред-
ством контакта региона V3 белка gp120 c одним
из ХР в  зависимости от  тропизма ВИЧ. Тропизм
ВИЧ определяется последовательностью амино-
кислот региона V3 gp120, в зависимости от кото-
рой ВИЧ классифицируют как CCR5-тропный,
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В обзоре представлено описание, принципы выполнения, преимущества и недостатки фенотипических и генотипических
методов определения тропизма ВИЧ-1. Показаны результаты генотипического метода определения тропизма и субтипов
ВИЧ при секвенировании петли V3 региона gp120 гена оболочки вируса у 98 пациентов. Длительное использование
в клинической практике пожизненной комбинированной антиретровирусной терапии приводит к необходимости внедре-
ния препаратов из новых групп, таких как антагонисты CCR5, и тестов по определению тропизма ВИЧ. В настоящее
время к наиболее приемлемым в клинической практике относятся генотипические методы определения тропизма ВИЧ,
основанные на секвенировании петли V3 gp120, которые являются информативными и доступными. Одним из преиму-
ществ генотипического метода можно считать возможность одновременного определения тропизма и  субтипа вируса
по региону поверхностного гена ВИЧ. Накопление результатов прогнозирования тропизма вируса при не-В-субтипе
ВИЧ позволит с течением времени повысить точность метода для пациентов, инфицированных разными субтипами ВИЧ.
Ключевые слова: ВИЧ-1, тропизм, корецептор, CCR5, CXCR4, генотипические методы, фенотипические методы, секве-

нирование.

The procedures, advantages, and disadvantages of the phenotyping and genotyping methods for determination of HIV-1 tro-
pism are reviewed. The results of a genotyping determination of HIV tropism and subtypes based on sequencing of the V3
region of the gene coding for HIV envelope gp120 glycoprotein from 98 patients are presented. Lifelong use of combined anti-
retroviral therapy results in the need to introduce novel classes of drugs, such as CCR5 antagonists, and novel test for HIV tro-
pism. At present, the most convenient in the clinical practice are genotyping methods based on gp120 V3-loop sequencing,
which are informative and affordable. One of advantages of genotyping is the opportunity to determine HIV tropism and subtype
simultaneously. Accumulating the results of forecasting non-B HIV subtypes will make it possible, with time, to enhance the
accuracy of using the method in patients infected with different HIV subtypes. 
Key words: HIV-1, tropism, coreceptor, CCR5, CXCR4, genotyping methods, phenotyping methods, sequencing.



CXCR4-тропный или как вирус с двойным тропиз-
мом. Протяженность данной области составляет
приблизительно 35 аминокислот. Несмотря
на высокую вариабельность петли V3, признаки,
позволяющие разделять вирусы разного тропизма,
выявляются в сиквенсах данного региона [1, 2].
Известно, что R5-тропный вирус является домини-
рующим на стадии первичной инфекции, однако
у  50% пациентов в  динамике развития ВИЧ-
инфекции происходит смена тропизма ВИЧ с  R5
на X4. Количество X4-тропных вариантов увеличи-
вается на поздних стадиях ВИЧ-инфекции и ассо-
циируется с прогрессией ВИЧ-инфекции, сниже-
нием уровня CD4 Т-лимфоцитов, формированием
СПИДа. Вирусы с  двойным тропизмом (R5X4-
тропные варианты ВИЧ) представлены неоднород-
ной группой, среди них выделяют вирусы, исполь-
зующие преимущественно CCR5-корецептор (так
называемые «двойные» R-тропные варианты),
и  вирусы, использующие преимущественно
CXCR4-корецептор («двойные» Х-тропные вари-
анты). При этом «двойные» R-тропные появляют-
ся в более раннюю стадию ВИЧ-инфекции, в  то
время как «двойные» Х-тропные появляются
позже. У 50% ВИЧ-инфицированных пациентов
не происходит «переключения» тропизма вируса
в  динамике развития ВИЧ-инфекции. У  таких
пациентов вплоть до развития терминальной ста-
дии заболевания доминирующим вариантом
является CCR5-тропный вирус [1–4].

Патогенность вирусов R5 и X4 в условиях in vivо
главным образом связана с экспрессией корецеп-
торов на поверхности различных клеток хозяина.
CXCR4-корецепторы экспрессируются в основном
на  CD4-клетках (в том числе гемопоэтических
клетках-предшественниках Т-лимфоцитов, клетках
тимуса, naïve T-клетках и моноцитах), в то время
как CCR5-корецепторы чаще встречаются в основ-
ном на клетках памяти T-лимфоцитов и макрофа-
гах. Таким образом, использование CXCR4-коре-
цепторов обеспечивает доступ вируса к пулу важ-
ных целевых клеток, участвующих в  онтогенезе
Т-клеток, что может привести к ускоренному сни-
жению CD4 Т-клеток. В связи с этим обнаружение
появления CXCR4-тропного вируса имеет значение
для прогнозирования исходов, мониторинга про-
грессирования заболевания и  решения вопроса
выбора терапии. Внедрение методов определения
тропизма в  клиническую практику связано
с  использованием относительно новой группы
антиретровирусных препаратов (АРВП) — антаго-

нистов CCR5, которые ингибируют связывание
комплекса CD4–gp120 с  CCR5 и  тем самым
«обрывают» цикл репликации ВИЧ на уровне про-
никновения в клетки человека. Данные препараты
эффективны при инфекции R5-тропным вариантом
ВИЧ, в то время как при появлении не-R5-тропных
вариантов ВИЧ  — Х4-тропных, или вирусов
с двойным тропизмом — малоэффективны или не
эффективны вовсе. Исходя из этого, в настоящее
время в литературе широко обсуждаются вопросы
о  точности прогнозирования тропизма ВИЧ при
использовании различных методов [4, 5]. В настоя-
щее время доказано, что формирующаяся рези-
стентность к маравироку у пациентов с R5-тропным
вирусом связана с  наличием у  таких пациентов
минорных популяций Х4-тропных вариантов, кото-
рые на  фоне терапии маравироком становятся
доминирующими. В  связи с  этим возможность
определения минорных популяций X4-тропных
вирусов (составляющих менее 5 %) является одним
из  важнейших показателей точности методики
определения тропизма ВИЧ [4–6].

Цель работы: представить описание, преимуще-
ства и  недостатки фенотипических и  генотипиче-
ских методов определения тропизма ВИЧ-1,
а также результаты определения тропизма и субти-
па ВИЧ генотипическим методом по  результатам
секвенирования петли V3 региона gp120 гена обо-
лочки ВИЧ.

Предс тав лен обзор современных литературных
источников по фенотипическим и  генотипическим
методам определения тропизма ВИЧ-1.

Представлены результаты определения тропиз-
ма и  субтипа ВИЧ-1 генотипическим методом
в  57 образцах плазмы и  лимфоцитов ВИЧ-инфи-
цированных пациентов, проживающих в Гроднен -
ской области Республики Беларусь. Среди пациен-
тов с  определенным тропизмом вируса было
55 (58,1%) женщин и 41 (41,9%) мужчины, сред-
ний возраст составил 36,7+9,1 лет. По клиниче-
ским стадиям (ВОЗ, 2012) пациенты распредели-
лись следующим образом: 1 клиническая стадия —
49 (50%) пациентов, 2-я стадия  — 12 (12,2%),
3-я — 27 (27,6%), 4-я — 10 (10,2%). Опреде ле -
ние тропизма ВИЧ проводилось с помощью набора
реагентов «АмплиСенс HIV-Resist-Seq» про-
изводства ЦНИИ эпидемиологии (Россия) соглас-
но инструкции производителя (FPR — 20%) при
помощи компьютерного алгоритма на  сайте
http://www.geno2pheno.org/. Определение субти-
па ВИЧ проводилось на  основании нуклеотидных
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последовательностей фрагмента гена белка обо-
лочки с помощью REGA HIV-1 Subtyping Tool —
Ver. 3.0.

Существующие методы определения тропизма
ВИЧ можно разделить на две группы: фенотипиче-
ские и  генотипические. Длительное время для
определения тропизма использовались фенотипи-
ческие методы. Данные методы определения тро-
пизма ВИЧ основаны на культивировании инфици-
рованных клеток хозяина, или инженерного реком-
бинантного вируса, произведенного от популяции
вирусов пациента, в культуре индикаторных кле-
точных линий конституционно экспрессирующих
CCR5, CXCR4 или оба корецептора [1, 7].

В конце 1980-х появилась первая тест-систе-
ма  — МТ-2-анализ, также называемый тради-
ционным фенотипическим методом, позволявшая
дифференцировать штаммы ВИЧ на синцитий не
индуцирующие (NSI) вирусы, которые в настоящее
время известны как CCR5-тропные, и  синцитий
индуцирующие (SI) вирусы, известные как
X4-тропные или Х4/R5 вирусы с двойным тропиз-
мом. МТ-2-анализ был основан на возможности
инфицирования Х4-тропным ВИЧ культуры
MT-2-клеток, которые на своей поверхности экс-
прессировали ХР CХCR4. Таким образом, вирусы,
которые не могли инфицировать МТ-2-клетки,
относились к  синцитий неиндуцирующим.
Способность ВИЧ реплицироваться в индикатор-
ных МТ-2-клетках ассоциировалась с выражен-
ным слиянием клеток и формированием синцития,
что доказывало наличие X4-тропных вирусов [8, 9].

Известны две широко использовавшиеся версии
МТ-2: одна, в которой клетки пациента непосред-
ственно сокультивировались с клеточной культу-
рой МТ-2, и  другая, в  которой вирусные частицы
вначале выделялись из  клеток пациента, а  затем
культивировались с ВИЧ-серонегативными фито-
гемагглютинин-стимулированными мононуклеара-
ми периферической крови.

МТ-2-анализ не являлся технически сложным,
однако необходимость в наличии жизнеспособных
клеток пациента (свежих или криоконсервирован-
ных) и лабораторий третьего уровня биологиче-
ской безопасности ограничивала его внедрение
в клиническую практику.

Одним из основных недостатков данного анализа
является необходимость выделения вируса из стиму-
лированных периферических мононуклеаров крови
(ПМК) пациента. Стандартная процедура выделения
вируса требует совместного культивирования клеток

ВИЧ-инфицированного пациента и  ВИЧ-нега -
тивного донора, стимулированных фитогемагглюти-
нином или CD3/CD28 антителами в  присутствии
интерлейкина-2. Недостатком такой стимуляции
является вероятность реактивации интегрированных
геномов ВИЧ-1, некоторые из которых могут в мо -
мент проведения исследования находиться в нерепли-
цирующемся (неактивном) состоянии в  организме
пациента. Более того, длительное культивирование
образцов крови, так же как и пассаж изолятов вируса,
потенциально способно накапливать вирусы, свой-
ства которых не отражают корректно характеристики
вирусной популяции in vivo. Свойства перифериче-
ских мононуклеаров пациента, стимулированных in
vitro, могут различаться при сравнении с циркули-
рующими ПМК того же пациента [10].

Еще один недостаток данного анализа связан
с  отсутствием возможности разделять CXCR4-
тропные вирусы и  вирусы с  двойным тропизмом.
Достаточное накопление изолятов вируса требует
высокой квалификации сотрудников лаборатории,
что также ограничивало широкое использование
данного метода в клинических целях.

С учетом указанных трудностей традиционные
фенотипические анализы, такие как MT-2 cells,
Ghost cells, U87 cell lines, U373-MAGI cell lines, не
нашли широкого применения в рутинной клиниче-
ской практике и в основном использовались в иссле-
довательских лабораториях в научных целях [10].

Новое поколение фенотипических тестов пред-
ставлено рекомбинантными анализами, разрабо-
танными Trofile, Phenoscript, Vircо. Они позволяют
определять тропизм вируса без культивирования
ВИЧ, выделенного от пациента в клеточной куль-
туре. Для системы Trofile существует наибольшее
количество клинически подтвержденных данных
(около 25 000 проанализированных образцов).
Платформы XtrackC/PhenX-R и  Virco сочетают
генотипические и фенотипические методы опреде-
ления тропизма ВИЧ [10, 11].

Принципом рекомбинантных анализов, в отли-
чие от  традиционных, является генерирование
псевдовирусов, часть генома которых представле-
на нуклеотидной последовательностью, получен-
ной из  вирусной популяции пациента. На первой
стадии РНК ВИЧ-1, выделенная из плазмы паци-
ента, подвергается обратной транскрипции для
получения комплементарной ДНК (кДНК). Затем
полученная вирусная кДНК используется в каче-
стве матрицы для амплификации региона env мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР).
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В  результате амплифицированные фрагменты
ДНК, представляющие собой разнообразие нук-
леотидных последовательностей региона env виру-
сов, присутствующих у  пациента, клонируются
в  специальный вектор экспрессии. Полученный
вектор позволяет генерировать белки env, соот-
ветствующие вирусной популяции пациента.

Наконец, для того чтобы генерировать псевдо-
вирус, оба вектора должны быть трансформирова-
ны в клеточную линию для изготовления оконча-
тельного рекомбинантного вируса. ВИЧ-1-геном-
ный вектор генерирует вирусные частицы
и использует белки пациента, произведенные век-
тором env-последовательностей, чтобы закончить
сборку псевдовирусов.

При определении тропизма, псевдовирусы
используются во всех фенотипических анализах,
чтобы инфицировать клетки-мишени двух линий.
Эти клеточные линии экспрессируют на  своей
поверхности CD4-рецептор и один из ХР — CXCR4
или CCR5. Тип используемых клеток зависит от при-
меняемой тест-системы. После завершения первого
цикла анализа в последующих циклах (проба муль-
тицикл) вирусной репликации, инфицированные
клетки экспрессируют интегрированный индикатор-
ный ген, который может быть доставлен псевдовиру-
сом или является частью клеточного гена. Резуль -
таты исследования оцениваются с помощью биолю-
минесцентного или колориметрического сигналов,
которые используются для качественной и количе-
ственной оценки вирусных частиц, а также для опре-
деления вирусного тропизма. Контроль в определе-
нии тропизма вируса может быть подтвержден
использованием специфических антагонистов коре-
цепторов на этапе псевдовируса. Результат исследо-
вания оценивается с учетом типа инфицированных
индикаторных клеток, X4-тропные вирусы инфици-
руют CXCR4/CD4-индикаторные клетки, в то время
как CCR5/CD4-клетки остаются неинфицирован-
ными. С другой стороны, R5-тропный вирус будет
преимущественно инфицировать CCR5/CD4-клет-
ки. Популяции со смешанным тропизмом могут
инфицировать обе группы клеток [10–12].

Один из самых известных фенотипических ана-
лизов — Trofile, представляет собой одноцикловой
рекомбинантный анализ. Этот коммерческий ана-
лиз длительное время являлся одним из наиболее
используемых для определения тропизма ВИЧ-1
в клинических исследованиях. Он позволяет полу-
чить быстрые и  точные результаты, отражающие
свойства вируса в плазме пациента. Этот анализ

проводится у  пациентов, имеющих вирусную
нагрузку (ВН) выше 1000 копий/мл [12].

Trofile уже был использован в ряде оценок при
клинической разработке нескольких ингибиторов
проникновения. Была продемонстрирована высо-
кая точность и  приемлемая воспроизводимость
результатов. Анализ может быть использован для
определения тропизма у разных субтипов вируса
(B, C, D, E, EA) с достаточной степенью достовер-
ности. Одним из преимуществ Trofile является то,
что для определения тропизма вируса анализиру-
ется достаточно обширный регион гена env разме-
ром около 2,5  kb. Этот регион амплифицируется
в ПЦР и представляется на поверхность экспрес-
сирующего вектора. В то время как другие реком-
бинантные методы анализируют значительно
меньшие по  размеру фрагменты регионов.
Несмотря на  то, что петля V3 gp120 считается
основным регионом, определяющим характер тро-
пизма ВИЧ, фрагмент связывания вируса допол-
нительно включает в себя и другие регионы gp120.
Регионы V1, V2, V4, V5 и С4 могут играть опреде-
ленную роль в  формировании тропизма ВИЧ.
В связи с этим увеличение протяженности анали-
зируемого региона позволяет повысить точность
исследования на  тропизм. В  качестве индикатор-
ных используются клетки линии U87, которые экс-
прессируют на  своей поверхности CCR5/CD4
либо CXCR4/CD4. Достоверность исследования
Trofile главным образом зависит от чувствительно-
сти и  точности RT-PCR в  выявлении квазивидов
ВИЧ. В связи с этим важно наличие детектируемо-
го уровня ВН ВИЧ (не менее 1000 копий/мл).
Предел выявления минорных популяций вируса
в  соответствии с  инструкцией компании-произво-
дителя Trofile составляет от  5 до  10%. К  преиму-
ществам Trofile относят безопасность в использо-
вании рекомбинантного вектора, который не спо-
собен к репликации. Окончательно не определена
точность Trofile в  идентификации минорных
популяций мутантных вариантов ВИЧ, таких как
X4-тропные варианты при инфекции не-В-субти-
пом ВИЧ. Частота неопределенных результатов
при использовании анализа Trofile составила от 4
до  6% на  250 000 исследований. Длительность
исследования по  определению тропизма ВИЧ
с помощью Trofile составляет до 26 дней [1, 2, 12].

Второй распространенный фенотипический ана-
лиз для определения тропизма ВИЧ-1 — Phenoscript
EnvTM (VIRalliancе, Париж, Франция). Он позво-
ляет на одной платформе определять тропизм виру-
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са, а  также оценивать чувствительность вируса
к  ингибиторам проникновения ВИЧ-1. В  данном
анализе используется 2180 пар нуклеотидов региона
env для тестирования на тропизм или резистентность
к препаратам. Определение тропизма проводится
на основании анализа 900 пар нуклеотидов региона
V1–V3. Способный к репликации env рекомбинант-
ный вирус продуцируется в HEK 293-T-клеточной
культуре посредством гомологичной рекомбинации.
Полученными рекомбинантными вирусами произво-
дят заражение индикаторов клеток U373MG-CD4,
которые экспрессируют либо CCR5/CD4, либо
CXCR4/CD4. Принцип работы Phenoscript EnvTM
подобен Trofile. Но для оценки результатов исполь-
зуется колориметрический метод, основанный
на Тат-индуцированной экспрессии галактосидазы.
Частота тропизма в образцах пациентов с ВН ВИЧ
от 1000 до 10 000 копий/мл достигала 92%. При
вирусной нагрузке ниже 1000 копий/мл успех опре-
деления тропизма зависит от возможности выполне-
ния ПЦР-амплификации. Данный анализ продемон-
стрировал достоверность в определении тропизма
при инфекции не-В-субтипом ВИЧ. Частота опреде-
ления тропизма (env V1–V3) данным методом при
тестировании 300 образцов субтипа А ВИЧ достига-
ла от 67 до 100 %. Общая частота определения тро-
пизма для не-В-субтипа при использовании данного
рекомбинантного анализа составила 71% [10, 13].

Методы XtrackC и PhenX-R (InPheno AG, Базель,
Швейцария) сочетают в  себе две специфические
реакции: проба на основе гибридизации (XtrackC)
и  репликативный фенотипический анализ
(PhenX-R). На первом этапе исследования XtrackC
проводится быстрое тестирование методом геносор-
тинга для идентификации R5- и X4-тропных вирусов.
Для этого используются флуоресцентно-меченые
зонды, специфичные для R5- и X4-тропных вирусов.
Сомнительные результаты и образцы с подозрением
на вирус двойного тропизма затем оценивают на вто-
рой стадии с использованием репликативного фено-
типирования. В отличие от описанных одноцикловых
анализов этот метод позволяет проводить реплика-
цию рекомбинантного вируса в 3–4 циклах, огра ни -
чи ваясь в общей сложности четырьмя днями. Это
приводит к  увеличению точности обнаружения
минорных популяций ВИЧ. Добавление соответ-
ствующих классов препаратов позволяет выделить
вирусы с двойным тропизмом из смешанной популя-
ции ВИЧ во время повторных циклов репликации.

Преимуществами XtrackC и PhenX-R являются их
высокая чувствительность в определении минорных

популяций вируса и сокращение продолжительности
исследования за счет подключения генотипической
основы: до четырех дней при использовании XtrackC
и 14 дней — при PhenX-R. PhenX-R-анализ репли-
цирует популяцию рекомбинантных вирусов на эта-
пах мультицикла. Это позволяет обеспечить более
высокую чувствительность при обнаружении минор-
ных квазивидов вируса и дает возможность выделить
вирусы с двойным тропизмом из вирусных популя-
ций со смешанным тропизмом. Однако приходится
сталкиваться с теми же проблемами, что и в тради-
ционных анализах, где дополнительная репликация
рекомбинантных вирусов может привести к домини-
рованию той популяции вируса, которая in vitro
имеет более высокую способность к инфицированию
клеток. Способность рекомбинантного вируса
к репликации позволяет оценивать функциональные
свойства вируса. При этом необходимо учитывать,
что такие исследования не подходят для лабораторий
с недостаточным уровнем безопасности [13–16].

Платформа определения тропизма Virco состоит
из  четырех анализов. Все анализы основаны
на  одностадийной амплификации с предваритель-
ной обратной транскрипцией области gp120
ВИЧ-1, включающей регион от V1 до V4 (называе-
мый NH2–V4), который имеет длину в  1307 пар
нуклеотидов.

Каждый из  4 анализов может быть выполнен
отдельно, в  зависимости от  целей исследования:
1) предсказание тропизма на  основании популя-
ционного секвенирования V3-петли, 2) клональ-
ный генотипический анализ на  основании оценки
региона NH2–V4 gp120, 3) клональный фенотипи-
ческий анализ на  основании оценки региона
NH2–V4 gp120, 4) популяционный фенотипиче-
ский анализ на основании оценки региона NH2–V4
gp120. Фенотипически тропизм определяется
с  помощью анализа экспрессии EGFP, используя
сканирующий аргон-лазерный микроскоп.
В настоящее время эта платформа используется
только для исследовательских целей и в клиниче-
ской практике не применяется. По предваритель-
ной оценке, этот анализ может обнаруживать
менее пяти процентов минорных популяций вируса
при исходной вирусной нагрузке ВИЧ выше четы-
рех логарифмов МЕ/мл (более 10 000 МЕ/мл).
Недостатком данного метода являются низкая чув-
ствительность в  выделении минорных популяций
вируса при низкой вирусной нагрузке и невозмож-
ность разделить популяции вирусов с двойным тро-
пизмом и смешанную популяцию. Кроме того, пока
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не накоплен достаточный объем информации
о достоверности данного метода при исследовании
различных субтипов ВИЧ [10, 13–15].

Сейчас выпускается несколько усовершенство-
ванных фенотипических тест-систем. Так, на смену
первоначально лицензированной тест-системе
Trofile пришла усовершенствованная тест-система
Trofile-ESTA — Enchanced sensitivity tropism assay,
которая в настоящее время заменила Trofile. ESTA
обладает более чем в 10–100 раз превосходящей
Trofile чувствительностью в определении минорных
популяций X4-тропных вариантов ВИЧ. Например,
в образцах, классифицированных, по результатам
Trofile, как R5-тропные, при исследовании методом
ESTA в 15% были выявлены как вирусы с двойным
тропизмом. Эта тест-система более чувствительна
в обнаружении резистентных к CCR5-антагонистам
X4-тропных вирусов в случаях, когда они состав-
ляют небольшую долю в вирусной популяции, где
преобладают CCR5-тропные штаммы [1, 17].

Потенциальная польза от  применения новых
более чувствительных тест-систем была продемон-
стрирована в  нескольких исследованиях (Saag,
2008; Su, 2008). Однако тест-системы для феноти-
пирования дорогостоящи и сложны в использова-
нии. Для проведения исследования необходима
вирусная нагрузка не менее 500–1000 копий/мл.
Кроме того, до  получения результата проходит
несколько недель. Оценка результатов требует
высокой квалификации специалистов, в связи с чем
существует необходимость направления результа-
тов в  референс-лабораторию. Технически метод
сложно выполним, и около 15% образцов остаются
неопределенными. Это ограничивало широкое
использование фенотипических методов в клиниче-
ской практике. Поэтому сохранялась потребность
в разработке методик, более простых для выполне-
ния и требующих меньших затрат времени.

Генотипический метод, основанный на анализе
петли V3 gp120, в настоящее время является более
доступной и  быстро выполнимой альтернативой
фенотипическим методам. В связи с доступностью,
короткими сроками получения результатов, досто-
верностью в определении тропизма генотипический
метод нашел широкое распространение во многих
европейских лабораториях. Ретроспективный ана-
лиз данным методом образцов, включенных в ран-
домизированные исследования по  маравироку
(MOTIVATE, MERIT), как и ряд других исследова-
ний, продемонстрировал достоверность генотипи-
ческих методов в отборе пациентов, отвечающих

на маравирок-содержащие режимы антиретрови-
русной терапии (АРВТ) [2, 3, 18–20].

Например, в  исследовании, включавшем
160 пациентов, которым маравирок назначался
либо в качестве терапии спасения (при вирусной
нагрузке ВИЧ более 50 копий/мл), либо по другим
причинам — (при вирусной нагрузке ВИЧ менее
50 копий/мл). Вирусологический ответ на марави-
рок-содержащие режимы к 96-й неделе терапии
составил 69% [21]. В исследовании, включавшем
71 пациента, маравирок назначался по результа-
там генотипического тестирования провирусной
ДНК пациентам с  недетектируемой вирусной
нагрузкой ВИЧ (менее 50 копий/мл). Недетек ти -
руе мый уровень вирусной нагрузкой ВИЧ сохра-
нялся в  течение 36 недель у  88% пациентов,
в течение 48 недель — у 82% [22].

Оценка эффективности использования первой
российской стандартизированной генотипической
методики определения тропизма в  лаборатории
ЦНИИ эпидемиологии (Москва) проводилась
в сотрудничестве с Институтом вирусологии Кёльн -
ского университета. Вирусный тропизм определялся
путем анализа плазмы крови при исследовании
вирусной РНК ВИЧ и клеточной фракции при иссле-
довании провирусной ДНК ВИЧ. Экстракцию нук-
леиновых кислот проводили в Центральном НИИ
эпидемиологии. Каждый образец был разделен
на две равные части, одна из которых анализирова-
лась в ЦНИИ эпидемиологии, а вторая была отправ-
лена в Германию. При сравнении результатов двух
лабораторий было получено 100%-ное совпадение,
когда исследовалась вирусная РНК (17 образцов).
При сравнении результатов анализа провирусной
ДНК получено совпадение в 93% (26 из 28 образ-
цов). Итоговая корреляция между нуклеотидными
последовательностями составила 97,8% в ходе ана-
лиза вирусной РНК и 95,9% для последовательно-
стей, полученных с  матрицы провирусной ДНК.
Было показано, что исследование провирусной ДНК
более эффективно, так как происходит уменьшение
количества невалидных образцов [23].

В последние годы было предложено несколько
рекомендаций по  проведению и  интерпретации
результатов генотипического тестирования тро-
пизма ВИЧ [24, 25]. В  обновленных рекоменда-
циях 2012 года выделяют 3 группы пациентов,
которым показано тестирование на  определение
тропизма ВИЧ [1].

1-я группа — пациенты, не получающие АРВТ,
так называемые «наивные» пациенты. Тропизм
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ВИЧ рекомендуется исследовать в особых клини-
ческих ситуациях для решения вопроса о возмож-
ности включения маравирока в  стартовую схему
АРВТ. К  таким ситуациям относят: первичную
резистентность ВИЧ к  АРВТ, индивидуальную
непереносимость стандартных стартовых режимов
АРВТ, предотвращение нежелательных взаимодей-
ствий АРВП с другими лекарственными средства-
ми, которые уже получает пациент. Необходимо
отметить, что в  настоящее время в  клинической
практике такие исследования практически не
выполняются, так как маравирок пока, как прави-
ло, является компонентом повторных схем АРВТ.

2-я группа  — пациенты, получающие АРВТ.
В случае неэффективности текущей схемы АРВТ
(ВН ВИЧ более 50 копий/мл) тропизм рекоменду-
ется определять параллельно с  проведением
исследования на резистентность к разным классам
АРВП, для рассмотрения возможности о включе-
нии маравирока в альтернативные схемы терапии.

3-я группа — пациенты, получающие эффектив-
ную схему АРВТ (вирусная нагрузка ВИЧ  —
на  неде тектируемом уровне). Необходимость
включения маравирока в  схемы АРВТ у  таких
пациентов может быть связана с формированием
нежелательных явлений или взаимодействий с дру-
гими препаратами текущих АРВП и т. п. В таком
случае в качестве матрицы используется провирус-
ная ДНК, выделенная из периферических моно-
нуклеаров крови пациента. Допустимо также
использовать РНК из  плазмы, взятой накануне
назначения АРВТ [1, 26, 27].

Существует несколько компьютерных алгорит-
мов, позволяющих по результатам секвенирования
петли V3 региона gp120 ВИЧ классифицировать
полученные последовательности в  зависимости
от тропизма вируса. К наиболее широко используе-
мым в клинической практике относятся компью-
терные алгоритмы geno2pheno и PSSM. Оба алго-
ритма имеют сопоставимую с Trofile чувствитель-
ность в отборе пациентов, отвечающих на марави-
рок. Установлено, что конкордантность между
обоими алгоритмами достигает 88%. Тем не менее,
алгоритм geno2pheno значительно шире использу-
ется в клинической практике. Недостатком данного
алгоритма является невозможность автоматиче-
ской интерпретации тропизма вируса — R5- или
X4-тропный [1, 25].

Для разделения вирусов с  разным тропизмом
используется FPR — False positive rate — величи-
на, определяющая вероятность, с которой данный

вирус будет ложно определен как CXCR4-троп-
ный. Образцы крови, имеющие показатель FPR
более заданного уровня разделения, считаются
инфицированными R5-тропными вирусами, при
показателе ниже заданного уровня — не-R5-троп-
ными, содержащими как вирусы с двойным тропиз-
мом (CCR5/CXCR4), так и  «чистые» CXCR4-
тропные вирусы. Таким образом, чем выше пока-
затель FPR, тем выше вероятность того, что
в  группе R5-тропного вируса присутствуют
«чистые» CCR5-тропные вирусы. При снижении
показателя возникает возможность более точного
выделения CXCR4-тропных вирусов, в  то время
как в  группу R5-тропного варианта вируса могут
попадать вирусы с  двойным тропизмом, которые
хуже отвечают или не отвечают вовсе на терапию
антагонистами CCR5. Матрицей для определения
тропизма может служить вирусная РНК, выделен-
ная из плазмы пациентов при наличии детектируе-
мого уровня вирусной нагрузки ВИЧ. При невоз-
можности выделить РНК (недетектируемый уро-
вень ВН ВИЧ) матрицей может служить провирус-
ная ДНК, полученная из  клеток крови пациента.
В  заключение о  результатах генотипического
исследования образцов на тропизм рекомендуется
обязательно включать величину FPR при исполь-
зовании алгоритма geno2pheno[корецептор] [1].

Частота вирусологического ответа на маравирок-
содержащие схемы при определении тропизма ВИЧ
по однократной амплификации петли V3 при FPR рав-
ной 10% была сравнима с частотой вирусологическо-
го ответа при определении тропизма методом тройной
амплификации (FPR — 5,7%). В связи с этим обнов-
ленные европейские рекомендации не требуют прове-
дения амплификации в трех повторах [1].

В исследовании, включавшем 1221 образец,
инфицированных субтипом В  ВИЧ, было проде-
монстрировано, что очень низкие значения FPR
(2% и  менее) позволяют выделить пациентов
с  низким уровнем CD4, имеющих высокий риск
развития тяжелого заболевания, инфицированных
«чистыми» Х4-тропными вариантами ВИЧ, не
чувствительными к  антагонистам CCR5. В  связи
с этим FPR равный 2% предлагается как суррогат-
ный маркер иммуносупрессии. В  то время как
структура пациентов при FPR в  пределах 2–10%
крайне неоднородна и может включать популяцию,
инфицированную вирусами с двойным тропизмом,
преимущественно использующими CCR5-коре-
цектор (R5+/X4-) и поэтому способными отвечать
на терапию антагонистами CCR5 [28].
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Считается, что общая чувствительность генети-
ческих методов для выделения Х4-тропных образ-
цов при инфекции не-В-субтипом ниже, чем при
В-субтипе. Например, при уровне FPR равном 20%
чувствительность для выделения Х4-тропных образ-
цов при В-субтипе составляла — 94%, в то время
как при не-В-субтипе  — 63% при сравнении
с  фенотипическим методом Phenoscript EnvTM.
Причина более низкой точности генотипических
алгоритмов при не-В-субтипе ВИЧ связана
с ограниченным количеством результатов феноти-
пических методов определения тропизма, внесен-
ных в статистическую базу данных алгоритма, что
снижает точность результатов. В связи с этим реко-
мендуется дополнительно указывать в заклю че нии
по  тропизму о  наличии у  пациента не-В-субтипа
ВИЧ. Интерпретация результатов тропизма ВИЧ
при не-В-субтипе проводится по тем же принципам,
как и при субтипе В. Исключение составляет субтип
С, для которого существует отдельная программа
«matrix C» в алгоритме PSSM [1].

В алгоритме geno2pheno существует возмож-
ность повышения точности определения тропизма
путем введения дополнительных данных, таких как
уровень CD4 Т-лимфоцитов, ВН ВИЧ, наличие
делеции в 32 нуклеотида в гене CCR5. Однако эти
дополнения приемлемы лишь у  пациентов, не
получающих АРВТ, кроме того, они не валидиро-
ваны. Поэтому в  настоящее время отсутствуют
рекомендации об использовании клинических дан-
ных в определении тропизма вируса [1].

Знание субтипа ВИЧ позволяет наиболее точно
интерпретировать результаты генотипического
метода при установлении тропизма ВИЧ. Это осо-
бенно важно для субтипа А ВИЧ, широко распро-
страненного в странах СНГ, так как наибольшее
количество исследований по определению тропиз-
ма ВИЧ выполнено для субтипа В  [29]. Субтип
вируса может быть определен по результатам сек-
венирования областей, расположенных в регионе
pol, где закодированы протеаза и обратная транс-
криптаза, которые исследуются при определении
резистентности ВИЧ к препаратам АРВТ. Анализ
данного фрагмента позволяет определить субтип
вируса с  помощью алгоритмов Stanford,
geno2pheno и других. Алгоритм REGA позволяет
определить субтип по любому фрагменту вирусно-
го генома. Для сравнения точности определения
субтипа ВИЧ по регионам env с использованием
geno2pheno было выполнено сравнение данного
метода определения субтипа ВИЧ по сравнению

с субтипированием региона pol и env с помощью
алгоритма REGA/Сomet и филогенетического ана-
лиза по региону pol и env. Установлено, что совпа-
дение результатов субтипирования, выполненного
алгоритмом geno2pheno, для региона env и субти-
пирования региона pol, выполненного филогенети-
ческим методом, составило 83,5% при использова-
нии алгоритма REGA/Сomet — 84,7%. Уровень
совпадения субтипирования по  региону env,
выполненного алгоритмом geno2pheno и  филоге-
нетическим анализом, составил 90,6%, а алгорит-
мом Сomet — 91,8%. Основным недостатком
определения субтипа ВИЧ по env с использовани-
ем алгоритма geno2pheno является низкая чув-
ствительность метода для выявления рекомби-
нантных форм ВИЧ. Авторы указывают, что точ-
ность определения субтипа повышается с увеличе-
нием протяженности анализируемого фрагмента
генома. В  то же время преимуществом данного
метода можно считать возможность одновремен-
ного определения тропизма и  субтипа вируса
по одному региону [30].

К недостаткам генотипических методов можно
отнести более низкий порог чувствительности
обнаружения субпопуляции X4-тропных вариан-
тов ВИЧ (FPR — 15–20%), отсутствие стандарти-
зированной методики [1–4].

Необходимо отметить, что как фенотипические,
так и генотипические методы определения тропиз-
ма являются популяционными исследованиями.
Такие исследования уступают по  точности кло-
нальным анализам, основанным на изучении тро-
пизма каждого вирусного квазивида [4].

Наиболее современный метод определения тро-
пизма ВИЧ  — ультраглубокое секвенирование
V3-петли — основан на клональном анализе. Этот
метод имеет наиболее высокую чувствительность
в  отношении выявления минорных популяций
CXCR4-тропных вариантов ВИЧ, а также их коли-
чественной оценки. Данный метод прогнозирова-
ния вирусологического ответа на  маравирок-
содержащие схемы АРВТ соответствует или пре-
вышает прогностическую ценность оригинального
анализа Trofile по целому ряду параметров [31, 32].

Преимуществом глубокого секвенирования
по сравнению со стандартным популяционным сек-
венированием является то, что последнее не может
надежно выявить вирусную популяцию, присут-
ствующую в  образце менее чем в  20%, тогда как
глубокое секвенирование надежно выявляет
минорные субпопуляции вплоть до  1% представ-
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ленности. Таким образом, как и  ESTA, глубокое
секвенирование может определять тропизм вируса
с  большей точностью, обнаруживая минорные
не-R5-тропные варианты [33, 34].

Ультраглубокое секвенирование на  GS FLX
и GS Junior instruments от Roche/454 (Branford,
СТ) использует клональную амплификацию и сек-
венирование тысяч индивидуальных вариантов для
каждого образца. При проведении большого рет-
роспективного анализа для оптимизации терапии
маравироком в Viremic Antiretroviral Treatment-
Experienced Patients (MOTIVATE) данным мето-
дом среди получавших маравирок было определено
в  два раза больше пациентов с  не-R5-тропным

вирусом, чем оригинальным Trofile-анализом.
Технически чувствительность данной тест-системы
может быть 0,5% или ниже, что достигается путем
клональной амплификации. Однако необходимо
учитывать, что в  реальности чувствительность
ультраглубокого секвенирования зависит от вирус-
ной нагрузки в исследуемых образцах. В рутинной
клинической практике у пациентов, имеющих низ-
кую вирусную нагрузку, чувствительность при
определении минорных X4-тропных вирусных

популяций может быть не так велика по сравнению
с  другими генотипическими и  фенотипическими
методами. При этом методики ультраглубокого
секвенирования остаются дорогостоящими. В пер-
спективе значительное снижение стоимости иссле-
дования может быть достигнуто путем использова-

ния молекулярных идентификаторов (MIDs), что
позволит объединять и одновременно секвениро-
вать несколько образцов [31, 32].

Результаты определения тропизма ВИЧ
в  образцах материала ВИЧ-инфицированных
пациентов, проживающих в Гродненской области
Республики Беларусь, были получены для 98 паци-
ентов. Матрица для секвенирования у 40 (40,8%)
пациентов с недетектируемым уровнем ВН ВИЧ
была ДНК провируса, у 58 (59,2%) с детектируе-
мым уровнем — РНК ВИЧ.

Распределение образцов плазмы крови 98 ВИЧ-
инфицированных пациентов по  показателю FPR
представлено в таблице 1.

Как видно из таблицы 1, у 35,7% пациентов уста-
новлен не-R5-тропный вирус, представленный
популяцией X4-тропного варианта и Х4/R5 вируса
с двойным тропизмом. В то время как у 64,3% под-
тверждена инфекция R5-тропным вирусом, что поз-
воляет рассматривать таких пациентов как потенци-
альных кандидатов на терапию антагонистами CCR5.

Распределение пациентов по  стадиям ВИЧ-
инфекции (ВОЗ, 2012) в зависимости от тропизма
ВИЧ представлено в таблице 2.

Как видно из таблицы 2, наблюдаются статисти-
чески значимые различия в частоте распределения
пациентов по  клиническим стадиям ВИЧ-инфек-
ции, что подчеркивает отсутствие корреляции
между тропизмом ВИЧ и  клиническими проявле-
ниями ВИЧ-инфекции [29].
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Субтип ВИЧ был определен у  94 пациентов
в  группе. У 91 (96,8%) пациента был установлен
субтип А, у 3 — субтип В.

Примеры определения тропизма и субтипа ВИЧ
у двух пациентов из группы наблюдения представ-
лены в таблице 3.

Таким образом, у  подавляющего большинства
пациентов с  определенным тропизмом вируса
установлен субтип А, по результатам секвенирова-
ния региона env, что обосновывает использование
показателя FPR равного 20% при определении
тропизма с использованием алгоритма geno2pheno
у пациентов, проживающих в Гродненском регионе
Беларуси.

Заключение. Длительное использование в кли-
нической практике пожизненной комбинированной

антиретровирусной терапии приводит к необходи-
мости внедрения препаратов из новых групп, таких
как антагонисты CCR5, и тестов по определению
тропизма ВИЧ. В настоящее время к наиболее при-
емлемым в клинической практике относятся гено-
типические методы определения тропизма ВИЧ,

основанные на секвенировании петли V3 gp120,
которые являются информативными и доступными.
Одним из  преимуществ генотипического метода
можно считать возможность одновременного опре-
деления тропизма и  субтипа вируса по  региону
поверхностного гена ВИЧ. Накопление результа-
тов прогнозирования тропизма вируса при не-В-
субтипе ВИЧ позволит с течением времени повы-
сить точность метода для пациентов, инфицирован-
ных разными субтипами ВИЧ.
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