
Введение. За 25 лет наблюдений, согласно дан-
ным Федерального центра СПИД, в РФ было заре-
гистрировано более 900 тыс. случаев заражения
ВИЧ [1]. Реальное же число ВИЧ-инфицирован-
ных, по различным оценкам, может достигать 1,3
млн. человек, что составляет около 0,9% населения
РФ [2]. ВИЧ-инфекция является хроническим
неизлечимым заболеванием, однако современная
антиретровирусная терапия (АРВТ) значительно
увеличивает продолжительность и качество жизни
пациентов, а также снижает риск передачи
ВИЧ-инфекции от пациентов, получающих терапию
[2–4]. В 2013 г. в РФ имели доступ к АРВТ около
157 тыс. человек [5] Одной из частых причин
неэффективности АРВТ и необходимости подбора
новой схемы лечения — развитие лекарственной
устойчивости (резистентности) вируса.

Быстрое развитие устойчивости обусловлено
высокой скоростью репликации, а также значитель-
ной частотой ошибок, совершаемых обратной транс-
криптазой ВИЧ [6, 7]. Также формированию рези-
стентности способствует низкая приверженность
(комплаентность) лечению пациентов, получающих

АРВТ. Резистентность, развившуюся на фоне АРВТ,
называют приобретенной устойчивостью. Все пере-
численные выше факторы приводят к частому
появлению мутаций и постоянному образованию
новых вариантов вируса. Под давлением антиретро-
вирусных препаратов (АРВП) происходит селекция
устойчивых вариантов вируса, которые начинают
активно реплицироваться, занимая доминирующее
положение [8]. Первым индикатором активации
ВИЧ на фоне развития лекарственной устойчивости
является увеличение вирусной нагрузки [9]. При
сохранении прежней схемы терапии ВИЧ-инфекция
быстро прогрессирует. Для оптимальной модифика-
ции схемы лечения необходимо знать профиль
устойчивости ВИЧ у пациента. Смена режима АРВТ
может подбираться лечащим врачом эмпирически
или на основании результатов лабораторных иссле-
дований на резистентность ВИЧ.

Доказано, что тестирование на резистентность
ВИЧ значительно облегчает и оптимизирует выбор
режимов АРВТ [10, 11]. Исследования, направлен-
ные на определение резистентности ВИЧ к лекарст-
венным препаратам, разделяют по принципу дей-
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Антиретровирусная терапия позволяет увеличить продолжительность и качество жизни ВИЧ-инфицированных. Однако
использование такой терапии приводит к формированию лекарственной устойчивости, которая выражается увеличени-
ем вирусной нагрузки. Для назначения или изменения схемы лечения необходимо знать профиль устойчивости ВИЧ
у пациента. Тестирование на резистентность ВИЧ значительно облегчает и оптимизирует выбор режимов антиретрови-
русной терапии. В обзоре кратко описываются современные тест-системы для выявления лекарственной устойчивости
ВИЧ, а также предлагается подход, в основе которого лежит технология секвенирования нового поколения.
Ключевые слова: ВИЧ, антиретровирусная терапия, лекарственная устойчивость, определение устойчивости,
тест-системы, секвенирование нового поколения.

Antiretroviral therapy can increase lifetime and quality of life HIV-positive patient. But the use such a therapy leads to the deve-
lopment of HIV drug resistance, it is expressed increasing viral load. HIV drug resistance profile needs to know for prescription
or change therapy regimen. Drug resistance testing significantly improves choice antiretroviral therapy regimen. The review
briefly describes modern assays for determining HIV drug resistance and proposed approach next-generation-based HIV drug
resistance genotyping technique.
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ствия на две большие группы: основанные на фено-
типировании (определении свойств) или основанные
на генотипировании (анализ генома) вируса [12]. С
помощью фенотипических тестов оценивают способ-
ность вируса расти в присутствии различных проти-
вовирусных препаратов in vitro. Суть исследования
состоит в сравнении скорости репликации штаммов
ВИЧ, выделенных от пациента, в клеточной культуре
в присутствии разных концентраций АРВП со скоро-
стью репликации штамма дикого типа (контрольного
штамма) в присутствии тех же концентраций АРВП.
Для каждого препарата определяют показатель IC50
(концентрацию препарата, которая подавляет
репликацию вируса в клеточной культуре на 50%).
Затем для определения чувствительности вируса
вычисляют отношение IC50 для исследуемого штам-
ма к IC50 для контрольного штамма (дикого типа)
и сравнивают полученную величину (называемую
коэффициентом резистентности или фактором рези-
стентности) с пороговой величиной. Пороговая
величина показывает, во сколько раз IC50 для иссле-
дуемого штамма может превышать IC50 для дикого
штамма, чтобы вирус все еще считался чувствитель-
ным к препарату. Если коэффициент резистентности
меньше пороговой величины, штамм считают чув-
ствительным, если больше — устойчивым. Поэтому
определение пороговых величин очень важно для
интерпретации результатов [8]. Ввиду относительно
большой трудоемкости и высокой себестоимости
фенотипические методы в рутинной практике в РФ
не используют, хотя создано несколько коммерчески
доступных диагностических систем (например,
семейство тестов «PhenoSense» (Monogram
Bioscience, США), набор «Phenoscript» (Eurofins-
Viralliance), ЕС) и «in-house» тест-систем («VIRA-
LARTS HIV» (University Hospitals Case Medical
Center), США) для фенотипического определения
резистентности ВИЧ-1 [13–15].

Современные генотипические тесты для выявле-
ния лекарственной устойчивости ВИЧ. Самым рас-
пространенным методом исследования лекарственной
устойчивости ВИЧ в клинической практике является
генотипирование, то есть выявление в геноме ВИЧ
мутаций, ответственных за формирование резистент-
ности к тем или иным препаратам. На отечественном
рынке представлены наборы для выявления лекарст-
венной устойчивости ВИЧ, в основе которых лежит
метод популяционного секвенирования (секвенирова-
ния по Сэнгеру). В мире такие тест-системы исполь-
зуются уже более десятилетия [16]. В настоящее
время в РФ зарегистрированы и используются сле-
дующие диагностические системы трех производите-
лей: «ViroSeq HIV-1 Genotyping System» (Abbott,

США), «TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit» (Siemens
Healthcare, Германия) и «АмплиСенс HIV-Resist-
Seq» (Центральный НИИ эпидемиологии, РФ)
[17–20]. Представленные наборы различаются
по производительности: тест-системы компаний
«Abbott» и «Siemens» позволяют определять устой-
чивость ВИЧ к препаратам трех классов (из шести
существующих): нуклеозидным ингибиторам обрат-
ной транскриптазы (НИОТ), ненуклеозидным инги-
биторам обратной транскриптазы (ННИОТ), ингиби-
торам протеазы (ИП). Диагнос тическая система про-
изводства Централь ного НИИ эпидемиологии позво-
ляет дополнительно выявлять устойчивость к таким
классам препаратов, как ингибиторы интегразы (ИИ)
и антагонисты CCR5-рецепторов. Оценить устойчи-
вость ВИЧ к последнему классу препаратов — инги-
биторам слияния (фузии), с помощью перечисленных
диагностических систем не представляется возмож-
ным. Все три диагностические системы находят при-
менение, в основном, в клинико-диагностических
лабораториях государственных учреждений здраво-
охранения (центры по профилактике и борьбе со
СПИД и инфекционными заболеваниями).

В мире достаточно активно велись разработки
диагностических наборов для выявления устойчиво-
сти ВИЧ методом популяционного секвенирования,
однако коммерчески доступных, помимо упомянутых
трёх, существует совсем немного. Можно отметить
тест-системы «HIV-1 Genotype» (Quest Diag nos -
tics, США) и «VircoTYPE HIV-1» (Janssen
Diagnostics, Бельгия) которые позволяют опреде-
лять устойчивость ВИЧ-1 к НИОТ, ННИОТ и ИП,
а также «GenoSure PRIme» (Monogram Bioscience,
США) — выявляет мутации ведущие к устойчиво-
сти к НИОТ, ННИОТ, ИП и ИИ [21–24].

В целом, принципиальная схема определения
мутаций устойчивости ВИЧ к АРВП с помощью
генотипических тестов включает пять
последовательных этапов:

а) экстракция (выделение) РНК из клинического
материала, который представлен, как правило,
плазмой крови;

б) проведение реакций обратной транскрипции
(ОТ) с последующей амплификацией комплементар-
ной ДНК (кДНК), для чего используют различные
модификации полимеразной-цепной реакции (ПЦР);

в) подготовка образцов к секвенированию;
г) автоматическая детекция нуклеотидной после-

довательности с помощью прибора для секве ниро -
ва ния (секвенатора);

д) биоинформационный анализ полученных дан-
ных и создание индивидуального формализованного
отчета о профиле устойчивости ВИЧ к АРВТ
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с использованием специального программного
обеспечения.

Перспективы развития генотипических тестов
для выявления лекарственной устойчивости ВИЧ.
Генотипические тесты для определения устойчивости
ВИЧ к АРВП, основанные на технологии популя-
ционного секвенирования, не лишены определенных
недостатков. Так, предел обнаружения вирусных суб-
популяций ВИЧ в биологическом образце составляет
около 20%, а это означает, что минорные варианты
с лекарственной устойчивостью, «ускользнувшие»
от анализа, в конечном счете, могут получить эволю-
ционное преимущество под давлением АРВТ, что
приводит в итоге к неэффективности лечения
[25–29]. Другой недостаток заключается в том, что
секвенированию подвергаются отдельные участки
генома, вследствие чего проводится анализ на рези-
стентность к отдельным классам АРВП. Кроме того,
длительность и трудоемкость анализа, недостаточная
информативность и дороговизна исследования также
являются серьезными недостатками существующих
тестов.

В этой связи, перспективным представляется соз-
дание диагностических систем для выявления устой-
чивости ВИЧ на основе метода секвенирования ново-
го поколения (англ. next-generation sequencing,
NGS), который все активнее применяются для моле-
кулярно-генетических исследований. Термином NGS
обозначают несколько принципиально отличных друг
от друга и конкурирующих технологий, таких как
пиросеквенирование, полупроводниковое секвениро-
вание, секвенирование путем синтеза (англ. sequen-
ce-by-synthesis) и некоторых других. Отличительной
чертой этих методов является экстремально бóльшая
производительность по сравнению с традиционным
методом секвенирования по Сэнгеру. За рубежом
уже зарегистрированы и используются в клинической
практике тест-системы на основе NGS для диагно-
стики редких и онкологических заболеваний [30–32].
Технические характеристики диагностических систем
для выявления устойчивости ВИЧ на основе метода
NGS будут значительно превышать характеристики
уже имеющихся. Таким образом, становится возмож-
ным полногеномное секвенирование генома ВИЧ,
которое вкупе с биоинформационным анализом
с помощью специального программного обеспече-
ния, позволит определять уровень устойчивости ко
всем группам АРВП, а также выдавать с высокой точ-
ностью средне- и долгосрочные прогнозы использо-
вания той или иной схемы АРВТ для каждого
ВИЧ-инфицированного пациента. Высокая произво-
дительность метода NGS позволит выявлять мутации
в 1% и менее минорных вирусных субпопуляций ВИЧ

(эта особенность даст возможность заблаговременно
выявлять мутации лекарственной устойчивости виру-
са еще до их фенотипического проявления), а приме-
нение технологии молекулярного баркодирования —
одновременно анализировать образцы от нескольких
пациентов за один запуск секвенатора [2]. Кроме
мутаций лекарственной устойчивости данный анализ
позволит определять тропизм ВИЧ. Появление
на рынке настольных NGS-секвенаторов и удешевле-
ние стоимости каждого запуска позволяет рассчиты-
вать на то, что данные диагностические системы най-
дут применение не только в научных лабораториях, но
и будут использоваться для рутинной диагностики
ВИЧ-инфицированных пациентов на устойчивость
к АРВП.

Также созданию тест-систем для выявления устой-
чивости ВИЧ на основе метода NGS способствует
накопление знаний о мутациях, ответственных за фор-
мирование резистентности. Для интерпретации
результатов секвенирования используют списки
известных мутаций резистентности или формализо-
ванные алгоритмы виртуального фенотипирования.
Данные алгоритмы могут быть включены в программ-
ное обеспечение наборов реагентов для определения
лекарственной устойчивости ВИЧ методом NGS.
Однако, ввиду постоянного пополнения баз данных
мутаций устойчивости ВИЧ и усовершенствования
алгоритмов интерпретации, рекомендуется использо-
вать открытые международные базы данных, разме-
щенные в сети Интернет. В настоящее время функ-
ционируют несколько общепризнанных баз данных
(БД), позволяющих проводить анализ нуклеотидных
последовательностей на наличие мутаций лекарствен-
ной устойчивости ВИЧ к АРВП. Среди основных
можно выделить БД лекарственной устойчивости
ВИЧ Стэнфордс кого Университета («Stanford
HIVdb»), БД «EuResist», БД «Geno2pheno», БД
«Rega» и некоторые другие) [33–36]. Все БД отли-
чаются по количеству и полноте данных, а также
по алгоритмам интерпретации, с помощью которых
происходит обработка данных. Следует отметить, что
Всемирная Организация Здравоохранения рекомен-
дует использовать для интерпретации результатов
определения лекарственной устойчивости ВИЧ наи-
более репрезентативную БД — базу данных
Стэнфордского университета [37]. Оптимальным
вариантом использования баз данных для полноцен-
ной интерпретации результатов NGS-секвенирования
с целью анализа лекарственной устойчивости ВИЧ
представляется создание программного комплекса,
интегрированного с «Stanford HIVdb» и использую-
щего алгоритмы этой базы. «Зеркало» алгоритма
интерпретации «Stanford HIVdb» на русском языке
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реализовано во «Всероссийской базе данных устойчи-
вости ВИЧ к АРВП».

Принципиальная схема определения мутаций
устойчивости ВИЧ к АРВП с помощью метода NGS
не отличается от таковой при проведении анализа
генотипическими тестами и включает следующие
стадии: экстракцию вирусной РНК, амплификацию
фрагментов ВИЧ, подготовку образцов к NGS сек-
венированию (приготовление ДНК-библиотек),
непосредственно секвенирование и биоинформа-
ционный анализ. Таким образом, замена генотипи-
ческих тестов, основанных на популяционном секве-
нировании, на тесты, основанные на методе NGS, не
потребует кардинальной перестройки материаль-
но-технической базы и позволит наиболее полно
использовать уже имеющиеся оборудование.

На данный момент в мире нет зарегистрированных
тест-систем для выявления устойчивости ВИЧ мето-
дом полногеномного NGS секвенирования, однако
Gibson R.M. c соавторами по состоянию на 2014 год
отмечали почти 200 публикаций, посвященных
изучению ВИЧ методом NGS-секвенирования [21].
Интересна публикация 2012 года D.M.Dudley
с соавторами, которая описывает прототип диагно-
стической системы основанной на технологии NGS
для выявления резистентности ВИЧ к НИОТ,
ННИОТ и ИП [38]. В исследовании была использо-
вана технология пиросеквенирования. В данной
статье детально описывается последовательность
действий для выявления мутаций в гене полимеразы
(pro), который амплифицируется и секвенируется
полностью, а также выявление мутаций в гене обрат-
ной транскриптазы (rev), в котором амплификации
и последующему секвенированию подвергаются пер-
вые 735 нуклеотидных остатков (н.о.). В целом, раз-
работчики заявляют о четырёхкратном увеличении
чувствительности по сравнению с секвенированием
по Сэнгеру (порог выявления квазивидов ВИЧ-1
составил 5% по сравнению с 20% уровнем, который
характерен для метода популяционного секвениро-
вания). Также авторы предполагают, что стоимость
анализа для одного пациента будет в 3–5 раз ниже
по сравнению с традиционными методами. Наиболее
близкий принцип и стратегия применения NGS-сек-
венирования для полногеномного анализа ВИЧ опи-
сывает в статье A.Gall c соавторами [39]. Однако
цель, которую преследовала данная группа исследо-
вателей, не была связана с выявлением мутаций,

ответственных за формирование резистентности
ВИЧ к АРВТ. Работа проводилась в рамках изучения
филогенетического анализа различных групп и под-
типов ВИЧ. Авторы, используя ПЦР с перекрываю-
щимися праймерами (англ. overlapping PCR), полу-
чали четыре ампликона полностью включающих
кодирующую область генома ВИЧ-1. В дальнейшем
из ампликонов готовились ДНК-библиотеки, кото-
рые и подвергались пиросеквенированию.

Многие из исследований с использованием глубо-
кого секвенирования пытались определить важность
обнаружения низкого уровня лекарственно-устойчи-
вых вариантов ВИЧ, то есть ниже 20% порога обна-
ружения, свойственного секвенированию по Сэнгеру,
хотя клиническое значение обнаружения минорных
вирусных квазивидов до сих пор обсуждается [40].
Было показано, что обнаружение мутаций лекарст-
венной устойчивости с помощью NGS секвенирова-
ния (но не популяционного!) было ассоциировано
с более высоким риском вирусологической неудачи
у наивных пациентов [41–43]. Данные, которые
могут быть получены с помощью метода NGS, долж-
ны пролить свет на роль минорных вирусных субпо-
пуляций ВИЧ, составляющих 1–20% от общей
популяции, в формировании резистентности к АРВП.

Заключение. Таким образом, можно прогнозиро-
вать, что в ближайшем будущем будут разработаны
диагностические системы для выявления устойчиво-
сти ВИЧ на основе метода NGS, которые предстоит
валидировать с уже использующимися в рутинной
практике генотипическими тестами, основанными
на секвенировании по Сэнгеру. В перспективе при
более широкой доступности NGS-секвенаторов,
которые обеспечивают экстремально низкую стои-
мость единицы получаемой информации, возможно,
все исследования на выявление лекарственной
устойчивости ВИЧ будут проводиться с помощью
наборов на основе метода NGS. Кроме NGS-тестов,
предназначенных для определения мутаций во всей
кодирующей части генома ВИЧ, целесообразным
представляется разработка тестов для анализа чув-
ствительности к отдельным группам АРВП.
В настоящее время в ЦНИИ Эпидемиологии ведет-
ся работа по созданию клинико-диагностической
системы на основе секвенирования нового поколе-
ния для выявления устойчивости ВИЧ к антиретро-
вирусной терапии в рамках госконтракта
№ 14411.2049999.19.015 с Минпромторгом РФ.
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