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Цель. Установление вероятного источника возбудителя инфекции посредством филогенетического анализа при рассле-
довании случаев заражения лиц вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ). 
Материалы и методы. Секвенирование генома ВИЧ проводилось с  использованием тест-системы ViroSeq (Celera). 
Филогенетический анализ проведен с помощью программы Mega 6. Построение филогенетического дерева было осу-
ществлено по методу maximum likelihood. В качестве группы сравнения использовалось 40 образцов ВИЧ-инфицирован-
ных пациентов Красноярского края, а также 25 нуклеотидных последовательностей различных субтипов ВИЧ, взятых 
из международной базы данных GenBank. Достоверность полученного дерева оценивалась в  бутстрэп-анализе, тесте 
вращения ветвей для тысячи случайных перепостроений. 
Результаты и их обсуждение. В работе приведены результаты пяти эпидемиологических расследований случаев с вероятным 
искусственным путем передачи ВИЧ при оказании медицинской помощи на территории Красноярского края. В 2013 г. про-
ведено исследование заражения трех лиц, находившихся в одном стационаре с ВИЧ-инфицированным пациентом. Показана 
тесная генетическая связь ВИЧ у вновь выявленных лиц, вероятный источник возбудителя инфекции обследовать не удалось 
по причине смерти. Второе расследование 2013 г. Показана связь вновь выявленного случая ВИЧ-инфекции с пациентом 
с ранее установленным ВИЧ-статусом. Оба лица одновременно находились на лечении в одной медицинской организации. 
Для определения направления трансмиссии вируса использован тест на давность заражения. В 2014 г. после получения меди-
цинской помощи в четырех медицинских организациях у пациента была подтверждена ВИЧ-инфекция. Во всех стационарах 
на лечении находились лица с подтвержденным диагнозом ВИЧ-инфекции. Три пациента были обследованы. Подтверждено 
отсутствие филогенетического родства ВИЧ у данных пациентов, четвертый пациент умер, материал от него получить не уда-
лось. В  2015  г. медицинская сестра получила травму при оказании помощи ВИЧ-инфицированному пациенту. 
Филогенетический анализ показал высокую степень генетического родства ВИЧ этих случаев заражения. В 2016 г. после 
автомобильной аварии два пациента госпитализированы в реанимационное отделение. В последующем у обоих была диагно-
стирована ВИЧ-инфекция. В  реанимации в  это время находились на  лечении четыре пациента с  ВИЧ-статусом. 
Филогенетический анализ проведен у двух вновь выявленных ВИЧ-инфицированных лиц и одного предполагаемого источни-
ка ВИЧ. Показана связанность случаев вновь выявленных пациентов, предполагаемый источник ВИЧ установить не удалось. 
Заключение. Использование молекулярно-генетических методов при проведении эпидемиологических расследований 
существенно повышает качество и точность расшифровки эпидемических цепочек ВИЧ-инфицирования. 
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Objective. To establish a probable source of infection using phylogenetic analysis in the investigation of cases of HIV infection. 



Введение. В  практическом здравоохранении 
секвенирование генома ВИЧ в  подавляющем 
большинстве случаев используется для определе-
ния резистентности к  антиретровирусным препа-
ратам [1, 2]. Для такого анализа достаточна рас-
шифровка единственного изучаемого образца. 

Наличие множества нуклеотидных последова-
тельностей РНК, выявленных на  определенной 
территории, позволяет выстроить филогенетиче-
ские связи между субтипами ВИЧ, циркулирующи-
ми в данном регионе [3, 4]. Если добавить к такому 
исследованию временную шкалу, то анализ будет 
называться филодинамическим, а в случае наличия 
географических локаций изучаемых образцов 
можно провести филогеографический анализ [5, 6]. 

Возможность определения степени родства 
ВИЧ, выделенных у лиц из одного эпидемиологи-
ческого очага, позволяет определить или исклю-
чить связанность случаев заражения между собой. 
В простейшем случае проводится генотипирование 
с целью определения субтипа ВИЧ. Наличие раз-
ных субтипов свидетельствует об  отсутствии эпи-
демиологический связи между предполагаемыми 
участниками цепочки передачи ВИЧ. В  России 
наиболее распространенным является подтип 
А1(А6) ВИЧ-1, который встречается более чем 
в 80% случаев [7, 8]. Именно поэтому результаты 
субтипирования вируса часто оказываются неин-
формативны для основной цели эпидемиологиче-
ского расследования. 
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Materials and methods. HIV genome sequencing was carried out using the kit ViroSeq (Celera). The phylogenetic tree was 
constructed using the maximum likelihood method in the Mega 6 program. As a comparison group, 40 samples of HIV-infected 
patients from the Krasnoyarsk region were used, as well as 25 nucleotide sequences of various HIV subtypes taken from the 
international GenBank database. The reliability of the resulting tree was evaluated in bootstrap analysis, a branch rotation test 
for a thousand random constructions. 
Results and discussion. The paper presents five cases of epidemiological investigations with a probable nosocomial and occu-
pational mechanism of HIV infection transmission in the Krasnoyarsk region. In 2013, a study was conducted on the infection of 
three persons treated in the same hospital with an HIV-infected patient. A close genetic relationship of HIV was shown in newly 
identified individuals, the probable source could not be examined due to death. Second epidemiological investigation in 2013. 
The association of cases of infection between a newly diagnosed woman with HIV infection and a patient with a previously estab-
lished HIV status is shown. Both persons were simultaneously in the same medical institution. To determine the direction of 
transmission of the virus, a test for the duration of infection was used. In 2014, after receiving medical care in four medical organ-
izations, the patient was confirmed to be HIV positive. In all hospitals there were persons with a confirmed diagnosis of HIV infec-
tion. Three of them have been examined. The absence of a phylogenetic relationship was confirmed, the fourth died, the material 
could not be obtained from him. In 2015, a nurse was injured while caring for an HIV-positive patient. Phylogenetic analysis 
showed a high degree of genetic relationship between these cases of infection. In 2016, after a car accident, two patients were 
hospitalized in the intensive care unit. After some time, both were diagnosed with HIV infection. Four HIV-infected patients were 
in intensive care at the same time. Phylogenetic analysis was carried out in two newly identified individuals and one putative 
source. The association of infections in newly identified patients was shown, the alleged source could not be established. 
Conclusion. The use of molecular genetic methods in epidemiological investigations significantly improves the quality and 
accuracy of deciphering epidemic chains of HIV infection. 
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Таким образом, филогенетический анализ как 
способ установления генетического родства между 
вариантами ВИЧ остается наиболее доказательной 
альтернативой генотипированию. Способ сравне-
ния вирусных геномов успешно применяется 
в западных странах при эпидемиологических рас-
следованиях случаев криминальных заражений 
с 1990 г. [9, 10]. В России данная практика появи-
лась существенно позже. В 2007 г. утвержден пер-
вый нормативный документ1, позволивший исполь-
зовать молекулярно-генетические методы в систе-
ме эпидемического контроля ВИЧ-инфекции. 
В настоящее время такие исследования периодиче-
ски используются в педиатрической практике [11, 
12], при расшифровке внутрибольничных очагов 
инфекции [13–15], судебных процессах [16, 17]. 

Цель. Установление вероятного источника воз-
будителя инфекции посредством филогенетическо-
го анализа при расследовании случаев заражения 
вирусом иммунодефицита человека. 

Материалы и  методы. Выяснение обстоя-
тельств заражений ВИЧ с возможным внутриболь-
ничным распространением возбудителя включало 
эпидемиологическое расследование с  применени-
ем молекулярно-генетических и иммунофермент-
ных исследований плазмы крови предполагаемых 
источников и  реципиентов вируса. Все эпизоды 
зарегистрированы на территории Красноярского 
края в период с 2011 по 2016 годы. 

Для определения направления передачи ВИЧ 
при изучении случая № 2 (см. результаты и обсуж-
дения) использовалась тест-система ДС-ИФА-
ВИЧ-АТ-срок (НПО «Диагностические систе-
мы») [18]. В соответствии с инструкцией к набору 
срок давности заболевания ранжировался на  две 
категории: от момента вероятного заражения про-
шло менее 9 месяцев или пациент инфицирован 
более 9 месяцев. 

Секвенирование генома ВИЧ проводилось 
с использованием тест-системы ViroSeq (Celera) 
по участку pol, охватывающему весь ген протеазы 
и 2/3 гена обратной транскриптазы. Детекция про-
дуктов амплификации проводилась на  генетиче-
ском анализаторе Genetic Analyzer 3130 (Applied 
Biosystems). Все электрофореграммы, полученные 
в результате генотипирования, проверяли визуаль-
но на участки последовательностей с неоднознач-
ной автоматической интерпретацией нуклеотидов. 

Филогенетический анализ проведен с помощью 
программы Mega 6. Построение филогенетического 
дерева было осуществлено по методу максимально-
го правдоподобия (maximum likelihood). В качестве 
группы сравнения использовалось 40 образцов 
ВИЧ-инфицированных пациентов Красноярского 
края обоего пола, проанализированных в аналогич-
ный период времени, а  также 25 нуклеотидных 
последовательностей различных субтипов ВИЧ, 
взятых из международной базы данных GenBank. 
Достоверность полученного дерева оценивалась 
в  бутстрэп-анализе, тесте вращения ветвей для 
тысячи случайных перепостроений. 

Результаты и их обсуждение. 
1. Эпидемиологическое расследование № 1, 

проведенное в  2013  г. Мужчина и  две женщины 
1939, 1938 и 1931 годов рождения были выявлены 
с  ВИЧ-инфекцией в  городском поселении 
Красноярского края. Ранее на диспансерном учете 
не состояли. В период вероятного инфицирования 
все вновь установленные лица находились в одном 
лечебном учреждении вместе с пациентом, находя-
щимся на диспансерном учете в краевом Центре 
СПИД. 

На момент проведения молекулярно-генетиче-
ских исследований данный пациент умер, поэтому 
получить образец РНК ВИЧ не удалось (рисунок). 

Проведенный филогенетический анализ совмест-
но с эпидемиологическим расследованием позво-
ляет утверждать, что случаи заражения ВИЧ имеют 
генетическое родство и  возможно имеют один 
источник инфицирования. 

2. Эпидемиологическое расследование № 2, 
проведенное в 2013 г. Во время длительной госпи-
тализации в  одном из  стационаров города 
Красноярска у женщины 1943 года рождения была 
подтверждена ВИЧ-инфекция. Из возможных 
факторов риска эпидемиологами установлены 
многочисленные инъекции лекарственных препа-
ратов через периферический внутривенный кате-
тер. В  отделении в  это время находился мужчина 
с  ранее установленным диагнозом «ВИЧ-инфек-
ция». Данный пациент отличался крайне низкой 
приверженностью профилактическим и терапевти-
ческим мерам, поэтому материал для филогенети-
ческого исследования удалось получить только 
спустя 14  месяцев от  момента подтверждения 
диагноза у женщины. 
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Проведенный филогенетический анализ позволил 
установить связанность случаев ВИЧ-инфицирова-
ния. На филогенетическом дереве генетический 
материал, выделенный от исследуемых лиц, уверен-
но кластеризовался вместе. Необходимо отметить, 
что установить источник вируса только по результа-
там филогенетического анализа не представляется 
возможным. Отсутствие ретроспективной истории 
о ВИЧ-статусе у вновь выявленной инфицированной 
женщины не позволяло исключить ситуацию, при 
которой женщина являлась источником заражения 
для пациента, находившегося в тот момент под дис-
пансерным наблюдением. С целью установления 
направления трансмиссии вируса был проведен тест 
на давность заражения, который показал, что вновь 
подтвержденный случай ВИЧ-инфекции находится 
на ранней стадии заражения, а сопряженный паци-
ент — на более поздней (менее и более 9 месяцев 
соответственно). Информация о ВИЧ-статусе муж-
чины по срокам выявления документирована, поэто-
му данный параметр был контролем надежности 
теста на давность инфицирования. 

Таким образом, по свойствам нуклеиновых кис-
лот была показана высокая степень идентичности 

вирусов, а по свойствам антител — направление 
передачи ВИЧ. 

3. Эпидемиологическое расследование № 3, 
проведенное в  2014  г. ВИЧ-инфекция была 
выявлена у  женщины 1929  года рождения после 
нахождения в трех разных лечебных учреждениях. 
До 2014  г. результаты обследования на  наличие 
ВИЧ-инфекции были отрицательны. В  каждой 
больнице одновременно находился пациент с под-
твержденной ВИЧ-инфекцией. 

Удалось получить образцы крови от  двух лиц, 
являющихся вероятным источником возбудителя 
инфекции. Филогенетический анализ показал отсут-
ствие связи между данными случаями ВИЧ-инфекции. 

Из логических соображений следовало, что тре-
тий стационар, в  котором находилась женщина 
с вновь выявленной ВИЧ-инфекцией, нарушает 
противоэпидемический режим. После долгих 
поисков эпидемиологам удалось разыскать третье-
го пациента с ВИЧ-инфекцией, который, несмотря 
на диспансерный учет, Центр СПИД не посещал. 
После расшифровки участка генома ВИЧ вновь 
был сделан филогенетический анализ. Было уста-
новлено, что все изученные случаи кластеризуются 
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Рисунок. Филогенетическое дерево случаев ВИЧ-инфекции в городском поселении Красноярского края (обозначены 1943, 
1944, 1945) 

Figure. Phylogenetic tree of cases of HIV infection in the district city of the Krasnoyarsk region (marked 1943, 1944, 1945)



с  группой сравнения ближе, чем между собой. 
Эпидемиологи провели дополнительный сбор 
анамнеза и выяснили, что в данный период време-
ни женщина находилась еще в четвертом лечебном 
учреждении. Как оказалось впоследствии в одном 
отделении с  ВИЧ-инфицированным пациентом. 
На тот момент данный пациент умер, и материал 
для исследования получить не удалось. 

В результате проведенного исследования под-
тверждено отсутствие связи между вновь выявлен-
ным случаем и вероятной передачей ВИЧ от трех 
пациентов с  ранее установленным диагнозом. 
Возможно, что инфицирование произошло во 
время нахождения в четвертом лечебном учрежде-
нии, но эту гипотезу проверить не удалось. 

4. Эпидемиологическое расследование № 4, 
проведенное в  2015  г. Медицинская сестра 
1956 года рождения получила проникающую трав-
му кожных покровов инъекционной иглой после 
внутривенного введения лекарственных растворов. 
Было известно, что пациент, которому оказыва-
лась помощь, был инфицирован ВИЧ. Экстренная 
химиопрофилактика в регламентированный срок 
не была проведена по причине нахождения препа-
ратов в закрытом сейфе в выходные дни в смежном 
отделении. Через несколько месяцев у медицин-
ской сестры диагноз «ВИЧ-инфекция» был под-
твержден в реакции иммунного блота. 

Проведенный филогенетический анализ показал 
связанность изучаемых случаев ВИЧ-инфекции. 
Профессиональное заражение произошло в резуль-
тате неправильного обращения с отходами класса Б.  

Также были сделаны организационные выводы 
о круглосуточной доступности препаратов, приме-
няемых для экстренной химиопрофилактики ВИЧ-
инфицирования. 

5. Эпидемиологическое расследование № 5, 
проведенное в 2016 г. После автомобильной ава-
рии два пациента, 1963 и  1972  годов рождения, 

были госпитализированы в реанимационное отде-
ление. На момент нахождения в лечебном учрежде-
нии анализы на  наличие ВИЧ-инфекции были 
отрицательны. После выписки из стационара при 
лабораторном обследовании подтверждено нали-
чие ВИЧ-инфекции. Одновременно с  этими 
пострадавшими в реанимации находились четыре 
ВИЧ-инфицированных пациента. Было выдвинуто 
предположение, что источником ВИЧ был один 
из этих четырех лиц, а инфицирование произошло 
при проведении инвазивных вмешательств (искус-
ственный путь передачи возбудителя). 

На момент проведения филогенетического ана-
лиза один из  ВИЧ-инфицированных пациентов 
(один из предполагаемых источников) умер, поэто-
му материал от него получить не удалось. Двое дру-
гих получали ВААРТ, вирусная нагрузка составля-
ла 156 и 171 копий РНК ВИЧ/мл соответственно. 
Попытка секвенирования геномов РНК ВИЧ при 
таких концентрациях не увенчалась успехом. 

В результате удалось обследовать двух вновь 
выявленных ВИЧ-позитивных лиц и одного паци-
ента, который мог являться источником ВИЧ. 
В  результате было установлено, что два вновь 
выявленных случая ВИЧ-инфекции на  филогене-
тическом дереве образуют общий кластер, не 
исключающий генетическое родство, а  предпола-
гаемый источник вируса не является участником 
данного эпидемического очага. 

Несмотря на очевидную информативность фило-
генетического анализа при эпидемиологических 
расследованиях, имеет смысл также остановиться 

на проблемах, которые возникали при использова-
нии лабораторной технологии в практической дея-
тельности (таблица). 

Программа первичной специализации врачей 
клинической лабораторной диагностики не пред-
усматривает подготовку по проведению филогене-
тических исследований. Более того, отсутствуют 
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и  утвержденные специализированные циклы 
повышения квалификации по  данному разделу. 
Вследствие такой ситуации передача опыта осу-
ществляется в большинстве случаев посредством 
личных контактов или на  рабочих местах научно-
исследовательских учреждений. 

При судебных разбирательствах, связанных 
с возможным внутрибольничным механизмом зара-
жения ВИЧ-инфекцией, неоднократно возникал 
вопрос о квалификации специалиста, проводивше-
го филогенетические исследования. Очевидно, что 
при существующей системе подготовки отсут-
ствуют официальные подтверждающие документы 
о прохождении обучения и, как следствие, возни-
кают затруднения в оценке достоверности получен-
ных данных у судебных органов. 

Филогенетический анализ является заключи-
тельным этапом технологической цепочки, вклю-
чающей выделение нуклеиновой кислоты, ПЦР, 
секвенирование генома. Целесообразно прописать 
и утвердить полномочия специалистов по лабора-
торной диагностике, участвующих на  различных 
стадиях выполнения исследования. Требуется 
уточнить, на каких этапах могут принимать участие 
средние медицинские работники, биологи, а какие 
могут быть только врачебными. 

Множество расшифрованных фрагментов гено-
ма ВИЧ являются важнейшей входной информа-
цией для филогенетического анализа. Такой подход 
позволяет сформировать группу сравнения для 
изучаемых сиквенсов и, как следствие, удается 
точнее вычислить эволюционные дистанции. 

К сожалению, провести сопоставление первич-
ных данных, полученных в разных лабораториях, 
и выявить наличие систематической ошибки крайне 
затруднительно по причине отсутствия контроль-
ных материалов в федеральной системе внешней 
оценки качества. Открытые базы данных в интер-
нете позволяют формировать группы сравнения 
из сиквенсов высокого качества проверенных экс-
пертной системой сайта. При этом необходимо 
отметить, что международные ресурсы, например 
GenBank1, содержат достаточно мало последова-
тельностей с  территории РФ, а  российская база 
данных устойчивости ВИЧ к антиретровирусным 
препаратам2 закрыта для такого использования. 

В нормативном документе от 2016 года деклари-
рован порядок направления образцов для генотипи-
рования/филогенетического анализа3. Утвержден 
бланк-направление на исследование, но отсутствует 
шаблон выдачи результата анализа. Как следствие 
значительная часть информации, собираемая 
на входном уровне, может быть проигнорирована 
при выдаче генотипического или филогенетического 
заключения. Представляется целесообразным 
 привести в соответствие эти два взаимосвязанных 
документа. 

Необходимо отметить, что полученная в резуль-
тате секвенирования последовательность нуклео-
тидов, кодирующая участок РНК ВИЧ, представ-
ляет собой длинный набор букв, который удобно 
хранить, обрабатывать и исследовать в электрон-
ном виде. При этом порядок архивирования таких 
данных также не регламентирован. Сколько 
необходимо создать копий исходных файлов, 
в каких расширениях, в какие структурные папки 
переместить, как назвать, как долго хранить  — 
вопросы, требующие уточнения и доработки. 

В случае филогенетического доказательства высо-
кой вероятности связанности случаев при расследо-
вании внутрибольничных или умышленных зараже-
ний вирусом иммунодефицита человека наиболее оче-
видный исход эпидемиологического расследования — 
это судебное заседание, инициированное потерпев-
шей стороной. В таком случае отсутствие стандарти-
зации (порядка) технологического процесса может 
быть основанием для подачи встречных исков к меди-
цинским работникам и медицинским организациям. 
Представляется целесообразным закрыть эти несоот-
ветствия путем изменения или разработкой соответ-
ствующих нормативно-методическими документов. 

Заключение. Использование молекулярно-
генетических методов при проведении эпидемио-
логических расследований существенно повышает 
качество и  точность расшифровки эпидемических 
цепочек ВИЧ-инфицирования. 

Вместе с  тем необходимо отметить отсутствие 
специализированных обучающих циклов по филоге-
нетическому анализу, внешнего контроля качества 
проводимых исследований, стандартизации выпол-
нения технологического процесса. Данные вопросы 
требуют уточнения и нормативного регулирования.
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 1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
 2 https://www.hivresist.ru/ 
 3 Методические указания «Эпидемиологический надзор за ВИЧ-инфекцией». Утверждены руководителем Федеральной служ-

бы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 26.02.2016; МУ 3.1.3342-16.
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