
Введение. Эпидемия ВИЧ-инфекции на сего-
дняшний день охватывает почти 35 млн. людей во
всем мире [1]. В Российской Федерации количество
людей, живущих с диагнозом «ВИЧ-инфекция»,
приближается к 750 тыс. человек [2].

Вирус иммунодефицита человека представляет
собой гетерогенную группу, в которой выделяют два
типа вируса, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, при этом эпидемиче-
ски значимым является ВИЧ типа 1. ВИЧ-1 также
неоднороден и включает 4 группы (М, N, O, P).
Наибольшее распространение получила группа М,
отвечающая более чем за 90% случаев инфекции.
В ней на данный момент выделяют 9 субтипов ВИЧ

(A-D, F-H, J-K) и, по крайней мере, 61 вариант цир-
кулирующих рекомбинантных форм (circulating
recombinant form, CRF) [3]. Кроме того, обнаружива-
ется множество уникальных рекомбинантных форм
(URF, unique recombinant form), пока не отвечающих
требованиям включения в CRF (известная последо-
вательность, наличие трех не связанных между собой
случаев инфицирования) [4]. Распределение различ-
ных субтипов и вариантов в мире неоднородно.
В Российской Федерации наибольшее распростране-
ние (до 85%) получил генетический вариант IDU-А,
субтипа А, в меньшей степени субтип В, рекомбинант
CRF03_АВ и некоторые другие [5].
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Введение в рутинную лабораторную практику в России секвенирования гена gp120 белка оболочки ВИЧ-1, необходи-
мого перед назначением препарата маравирок, относящегося к классу CCR5-антагонистов, позволит накопить достаточ-
ное количество нуклеотидных последовательностей региона env. Эта информация может оказаться полезной не только
для назначения эффективной схемы терапии, но и для эпидемиологического надзора. «Золотым» стандартом при опре-
делении субтипа вируса является филогенетический метод, однако в практике в силу ряда сложностей он используется
довольно редко. Значительно чаще применяется автоматическое субтипирование с использованием специальных про-
грамм, основанных на различных статистических или математических подходах. В настоящее время достоверность опре-
деления субтипа ВИЧ-1 при анализе нуклеотидных последовательностей V3 петли с помощью автоматических алгорит-
мов вариантов ВИЧ, циркулирующих в России, изучена недостаточно. В этой работе мы определили, насколько точно
анализ фрагмента гена gp120, расположенного в регионе env, позволяет определить субтип ВИЧ-1. Совпадение резуль-
татов автоматического субтипирования по регионам pol и env составило 84,7%. Дискордантные результаты были связа-
ны в первую очередь, с недостаточной чувствительностью в отношении рекомбинантных вариантов ВИЧ-1 при субтипи-
ровании по региону env, а также некорректной работой алгоритмов автоматического субтипирования.
Ключевые слова: ВИЧ-1, V3 петля, gp120, регион env, субтипирование, geno2pheno, REGA.

The use of HIV-1 genotyping for tropism prediction before Maraviroc (MVC, Pfizer) prescription in Russia will produce a large
number of env gene sequences. These data may be useful for both therapy and epidemiological surveillance. But HIV-1 sub-
typing tools performance on Russian strains is still undetermined. In this work we have investigated the accuracy of genotypic
subtype prediction by Geno2pheno algorithm on env gene region. Concordant results between pol and env regions were for
84,7% samples. Agreement between phylogenetic analysis and automatic prediction by Geno2Pheno of env gene region was
found in 90,6% that means quite high accuracy of the algorithm. Discordant results were associated with low sensitivity for
recombinants and inaccurate algorithm performance.
Key words: HIV-1, env gene, subtyping, Geno2pheno, REGA.



Наблюдение за генетическим разнообразием
вариантов вируса в различных регионах мира ведет-
ся с самого начала установления надзора за эпиде-
мией. Это необходимо в первую очередь для уста-
новления эпидемиологических связей. Кроме того,
от субтипа вируса зависят точность работы скринин-
говых тестов и тестов для определения вирусной
нагрузки, скорость прогрессирования ВИЧ-инфек-
ции и вероятность возникновения устойчивости
к антиретровирусным (АРВ) препаратам, в том
числе смена тропизма вируса [6].

Наиболее эффективным методом определения суб-
типа вируса («золотым стандартом») является фило-
генетический анализ. Однако данный метод в силу
относительно большой трудоемкости и сложности
используется довольно редко. После начала широко-
масштабного применения АРВ препаратов и затем
тестов для определения лекарственной устойчивости
на основе секвенирования, определение субтипа стало
возможным в рутинной практике. Широкое распро-
странение получили автоматические алгоритмы суб-
типирования, обычно сопряженные с алгоритмами
определения лекарственной устойчивости. К их пре-
имуществам относятся высокая скорость работы
и простота использования. Поскольку в большинстве
случаев определение устойчивости вируса к АРВ пре-
паратам связано с секвенированием областей, коди-
рующих протеазу и обратную транскриптазу, располо-
женных в регионе pol, наиболее распространенные
алгоритмы позволяют определять субтип на основа-
нии анализа именно этого фрагмента вирусного гено-
ма. Примерами могут послужить такие алгоритмы,
как Stanford (http://hivdb.stanford.edu/), Geno2pheno
(http://www.geno2pheno.org/), Comet (http://comet.
retrovirology.lu/) и другие.

Кроме того, существует специально созданный
для проведения субтипирования ВИЧ алгоритм
REGA, курируемый университетом KU Leuven
(Лейвен, Бельгия), (http://dbpartners.stan -
ford.edu:8080/ RegaSubtyping/stanford-hiv/typing-
tool), использующий для этого филогенетический
анализ [7]. Основное преимущество алгоритма
REGA перед другими приложениями для субтипиро-
вания заключается в том, что он позволяет опреде-
лять субтип по любому фрагменту вирусного генома.
Остальные программы в большей степени основаны
на сравнении имеющейся последовательности
с последовательностями, собранными в их базе,
в результате чего точность анализа зависит от того,
насколько полно представлены те или иные субтипы
или рекомбинантные формы в этой базе [8].

Субтипирование по нуклеотидным последователь-
ностям региона env распространено меньше, так как

обширные исследования этой области в клинической
практике начались сравнительно недавно — после
разрешения к применению препарата маравирок
(MVC, Pfizer), первого препарата класса CCR5-анта-
гонистов. Использование этого препарата целесооб-
разно только для пациентов, имеющих CCR5-тропный
вариант ВИЧ, поэтому определение тропизма вируса
необходимо для принятия решения о включении мара-
вирока в состав АРВ терапии. Определение тропизма
ВИЧ-1 проводят либо с использованием фенотипиче-
ского метода (однако процедура довольно длительна
и дорогостояща), либо с использованием генотипиче-
ского метода, на основании анализа последовательно-
сти V3 петли гена gp120 белка оболочки, располо-
женного в регионе env. Программа geno2pheno[corecep-

tor] (http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php),
разработанная для генотипического определения тро-
пизма ВИЧ, позволяет также определять субтип виру-
са по указанному фрагменту.

Целью данной работы явилась оценка точности
определения субтипа ВИЧ-1 на основании анализа
нуклеотидных последовательностей V3 петли гена
gp120.

Материалы и методы исследования. В работе
были использованы 85 образцов плазмы крови
от ВИЧ-инфицированных лиц из различных регионов
РФ (Московская, Ленинградская, Свердловская,
Тверская, Нижегородская, Омская области;
Татарстан, Хабаровский край и Красноярский край).
Последовательности протяженностью приблизитель-
но 1200 п.н. региона pol и 105 п.н. региона env
(область V3 петли) были получены с использованием
набора реагентов «АмплиСенс HIV-Resist-Seq»
(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора,
Россия) в соответствии с инструкцией производителя
в ходе рутинных исследований тропизма и лекарст-
венной устойчивости вируса.

Филогенетический анализ последовательностей
региона pol и V3 петли региона проводили методом
ближайших соседей с использованием пакета про-
грамм MEGA6.06 [9]. Для создания древа были
использованы 170 референсных последовательностей
региона env и 160 последовательностей региона pol,
депонированных в базе Национальной лаборатории
Лос-Аламос, США (http://hiv.lanl.gov). Авто ма ти че -
ское субтипирование по области региона pol проводи-
ли с помощью алгоритмов REGA 3.0 [7] и Comet 1.0,
по области региона env — с помощью алгоритмов
geno2pheno[coreceptor] 2.5 [10] и Comet 1.0 [14].

Результаты исследования и их обсуждение.
Результаты субтипирования образцов различными
способами по разным регионам представлены в таб-
лице 1.
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По результатам автоматического субтипирования
последовательностей региона pol в REGA 3.0
в исследованной группе было выделено 2 субтипа:
А — 88,2%, В — 2,4%, а также рекомбинантные
формы CRF03_AB — 5,9% и CRF02_AG — 3,5%.
Проведение субтипирования ВИЧ с помощью алго-
ритма REGA по участку V3 петли региона env оказа-
лось невозможным из-за его недостаточной протя-
женности.

В результате филогенетического анализа региона
pol образцы кластеризовались в пяти группах: суб-
типы А (88,2%) и В (2,4%), CRF03_AB (5,9%),
02_AG (2,4%). Кроме того, один образец кластери-
зовался с образцами варианта CRF63_02A1 (1,2%).
Этот образец оказался единственным, результаты
типирования которого отличались при различных
способах анализа. Таким образом, результаты авто-
матического субтипирования по региону pol практи-
чески полностью (98,8%) совпали с результатами
филогенетического анализа.

Филогенетический анализ нуклеотидных последо-
вательностей по региону env при схожей кластериза-
ции показал несколько иное распределение образцов:
субтипы А (84,7%) и В (3,5%), CRF03_AB (5,9%),
02_AG (3,5%). Степень совпадения между результа-
тами субтипирования с помощью филогенетического
анализа по разным регионам составила 90,6%.

Работа программы Geno2pheno была оценена
путем анализа последовательностей V3 петли.
К субтипу А были отнесены 88,2% образцов, к суб-
типу В — 8,2%; еще три образца были отнесены

программой к субтипам С, D и рекомбинанту
01_АЕ, соответственно. В результате автоматиче-
ского субтипирования субтип А и рекомбинант
02_AG были объединены в одну группу (A or AG),
таким образом, точное количество рекомбинанта
02_AG определить при субтипировании региона env
в программе geno2pheno невозможно. Совпадение
результатов субтипирования с помощью алгоритма
geno2pheno по региону env с результатами филоге-

нетического анализа, сделанного по региону env,
составило 90,6%, а по региону pol — 83,5%.

Так же была оценена работа программы Comet
на указанной выборке образцов. Совпадение резуль-
татов автоматического субтипирования по фрагмен-
ту pol полностью совпало с результатами работы
программы REGA. Совпадение результатов субтипи-
рования с помощью алгоритма Comet по региону env
с результатами филогенетического анализа, сделан-
ного по региону env, составило 90,6%, а по региону
pol — 84,7%. Таким образом, относительно рефе-
ренсного метода (филогенетического анализа) точ-
ность субтипирования на анализируемой выборке
с помощью алгоритмов Comet и geno2pheno оказа-
лась практически одинаковой. При этом между собой
эти алгоритмы совпали только на 91,8%.

Расхождение результатов при определении субти-
па по разным регионам вирусного генома, как
с использованием автоматических программ, так
и при проведении филогенетического анализа, свя-
зано, в первую очередь, с наличием рекомбинации,
когда исследуемые фрагменты генома относятся
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к разным субтипам вируса. В нашем исследовании
дискордантные результаты такого рода связаны
с рекомбинантами 03_АВ и 02_AG.

Циркулирующая рекомбинантная форма 03_АВ
является наиболее распространенным рекомбинан-
том в Российской Федерации. Регион gag и часть
региона pol этого рекомбинанта представлен фраг-
ментом субтипа А, участок гена gp120 — субтипом В
[11]. В нашем случае образцы, в филогенетическом
анализе по региону pol кластеризовавшиеся с после-
довательностями субтипа АВ, при автоматическом
субтипировании имели результат А или АВ по регио-
ну pol, либо субтип В по региону env.

Схожая ситуация обстоит с циркулирующей
рекомбинантной формой CRF02_AG, регион env

которой представлен фрагментом субтипа А1,
регион pol — фрагментами субтипов А и G. При
проведении филогенетического анализа по обоим
регионам эти образцы кластеризовались в одной
группе с субтипом 02_AG. Однако результат про-
граммы geno2pheno, выдаваемый в виде «A or AG»
не позволяет разделить чистый субтип и рекомби-
нант.

Кроме того, по результатам филогенетического
анализа, в нашей выборке были обнаружены образ-
цы, структура генома которых не позволила отнести
их к известным рекомбинантам. Это образцы вари-
антов polBenvA и polABenvA. Для определения
являются ли эти дискорданты вариантом рекомби-
нанта 03_АВ с дополнительным фрагментом субти-
па А в регионе env или это ошибки анализа, тре-
буются дополнительные исследования.

Остальные дискордантные результаты явно пред-
ставляют собой ошибки работы алгоритмов — это
образцы, по филогенетическому анализу обоих регио-
нов принадлежащие к субтипу А1, однако субтипируе-
мые в программах как C, D или CRF_01, 06, 35.

Подобного рода ошибки связаны с несовершен-
ством алгоритмов субтипирования и встречаются
достаточно часто [12, 13]. Связано это с особенно-
стями эпидемии ВИЧ-инфекции в странах Западной
Европы, где были впервые разработаны и валидиро-
ваны программы определения устойчивости
к лекарственным препаратам и субтипированию
ВИЧ. Большинство случаев инфекции в этих стра-
нах вызвано субтипом В, для которого и показана
наибольшая точность и воспроизводимость резуль-
татов работы алгоритмов. На так называемых не-B
субтипах из-за недостаточного количества извест-
ных и проанализированных последовательностей
расхождение может составлять до 25%, в зависимо-
сти от субтипа и используемого алгоритма [14].

Уровень сходимости различных методов субтипиро-
вания по разным регионам представлен в таблице 2.

Основными недостатками автоматического суб-
типирования только по региону env в программах
geno2pheno[coreceptor] и Comet, является низкая чув-
ствительность к рекомбинантам (в нашем случае
к 02_АG и 03_АВ). Кроме того, выявляются ошиб-
ки работы самих программ.

В целом, на исследуемой выборке наилучший уро-
вень совпадения результатов субтипирования по раз-
ным регионам составил 91,8% при использовании
филогенетического анализа нуклеотидных последова-
тельностей. Самый низкий уровень  совпадения был
83,5% при автоматическом субтипировании с помо-
щью алгоритма geno2pheno  региона env.

Необходимо отметить, что точность определения
субтипа повышается пропорционально увеличению
протяженности анализируемого фрагмента генома.
Поэтому можно ожидать, что в случае наличия
более протяженной нуклеотидной последовательно-
сти фрагмента региона env будет получена более
высокая точность субтипирования.
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