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В статье представлены данные по характеристике ВИЧ по участку гена ����������������env�������������, изолирован-
ного от пациентов из разных регионов республики. Показано, что из 126 последовательно-
стей изолятов вируса 96 (76,2%) были отнесены к R5-тропным, а 30 (23,8%) к X4-тропным 
вариантам вируса. Определено, что среди R5-тропных вариантов 80 (83,3%) относились 
к субтипу А1, 5 (5,2%) – к В, 4 (4,2%) – к G, по 3 (3,1%) – к CRF02_AG и CRF03_AB 
и 1 (1,0%) – к CRF06_cpx, а среди X4-тропных 25 (83,3%) – к А1 субтипу, 3 (10%) – 
к ������������������������������������������������������������������������������������CRF���������������������������������������������������������������������������������03_������������������������������������������������������������������������������AB���������������������������������������������������������������������������� и по 1 (3,3%) – к субтипу В и к уникальной рекомбинатной форме (�����������URF��������). Опре-
делено, что все из 25 проанализированных аминокислотных последовательностей R5-тропных 
вариантов ВИЧ относились к несинциеобразующим М-тропным, а из 13 X4-тропных, 
6 (46,2%) были отнесены к SI Т-тропным изолятам. Определение тропности изолятов ВИЧ 
имеет не только важное значение при назначении ингибиторов слияния, но и прогностическое.
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Prevalence R5 (SI/M) AND X4 (SI/T)-tropic viruses 
in a population of hiv-infected patients in Belarus

Data on HIV V3 loop region gene env, isolated from patients from different regions of the Republic 
of Belarus characteristics are presented. It was shown that of the 126 sequences of HIV isolates 
96 (76.2%) were classified as R5-tropic, and 30 (23.8%) to the X4-tropic virus variants. It determined 
that among R5-tropic variants 80 (83.3%) belonged to the A1 subtype, 5 (5.2%) – to B, 4 (4.2%) – 
to G, 3 (3,%) – to CRF02_AG and CRF03_AB, 1 (1.0%) – to CRF06_cpx, and among X4-tropic 
25 (83.3%) – to A1 subtype, 3 (10%) – to CRF03_AB and 1 (3.3%) – to subtype B and unique 
to recombinant form (URF). It was determined that all of the 25 analyzed amino acid sequences 
of R5-tropic HIV variants treated to NSI, M-tropic and of 13 X4-tropic, 6 (46.2%) were assigned 
as SI T-tropic isolates. Determination HIV isolates tropism is not only important in the appointment 
of fusion inhibitors, but also prognostic.
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Как известно, по современной классификации  
 выделяют ВИЧ-1 и ВИЧ-2. Пандемия ВИЧ-инфек- 

ции связана с ВИЧ-1, который выделяют в 4 группы M, 
N, O и P. Группа М (major) включает в себя 9 субтипов 
и циркулирующие рекомбинантные формы [1–3]. Для 
ВИЧ свойственен высокий уровень генетической ва-

риабельности, связанный в основном, с участком 
V3 петли gp120 гена env. V3 участок гена env являет- 
ся иммунодоминантным и служит основной мишенью 
для специфических нейтрализующих антител [4]. 

Именно с V3 участком гена env связаны такие 
свойства вируса, как репликативная активность и троп-
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ность к М- и Т-клеткам, а также взаимодействие c CCR5 
и �����������������������������������������������CXCR�������������������������������������������4 хемокиновыми ко-рецепторами [5, 6]. Пока-
зано, что изменение в двух позициях – 11 и 25 внутри 
V3 петли gp120 ведет к изменению фенотипических 
свойств ВИЧ, таких как репликативной активности 
(slow/low – rapid/high изоляты), образование (syncytium-
inducing – SI)/не образование синцитиев (non – 
syncytium��������������������������������������������-�������������������������������������������inducing����������������������������������� – ��������������������������������NSI�����������������������������), смена тропности с М (моно-
циты/макрофаги) на Т (лимфоциты) [7–10]. 

Изучение изменений в участке V3 петли gp120 
в настоящее время имеет важное значение и в связи 
с разработкой и применением для лечения пациентов 
с ВИЧ/СПИД нового класса лекарственных препара-
тов – ингибиторов ��������������������������������CCR�����������������������������5 рецепторов, в частности Ма-
равирок (Maraviroc, MVC) [11]. 

Цель исследования: определить распространен-
ность R5 и X4 тропных вариантов ВИЧ-1 у первично 
выявленных пациентов с ВИЧ/СПИД на территории 
Республики Беларусь.

Материалы и методы. Образцы сыворотки/плазмы 
крови в количестве 126 были получены из разных ре-
гионов республики: из Минска и области – 74 (58,8%), 
из Могилевской области – 18 (14,3%), из Гомельской – 
13 (10,3%), из Брестской и Витебской по 9 (7,1%), из 
Гродненской – 3 (2,4%).

55 образцов сыворотки/плазмы крови было по-
лучено от лиц женского пола и 71 – от пациентов муж-
чин. 90 пациентов являлись внутривенными потреби-
телями наркотиков (ПИН), 33 заразились при гетеро-
гомосексуальных контактах и 3 детей были рождены 
ВИЧ-инфицированными матерями. 

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили на 
коммерческой тест-системе ИФА «КомбиБест ВИЧ-1,2 
АГ/АТ», производства ЗАО «Вектор-Бест», Новосибир-
ская область, п. Кольцово, АБК, Россия, позволяющей 
одновременно обнаруживать антигены ВИЧ-1/2 и анти-
тела к вирусспецифическим белкам. 

Выделение РНК ВИЧ из образцов сыворотки/
плазмы крови пациентов с ВИЧ/СПИД выполняли 
с помощью комплекта реагентов для выделения РНК 
из клинического материала «РИБО-сорб», производ-
ства ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия, в соот-
ветствии с прилагаемой инструкцией.

Выделение РНК для количественного определе-
ния копий РНК/мл проводили с использованием на-
бора «Экстркация 1000», имеющегося в тест-системе 
для количественного определения РНК ВИЧ-1, произ-
водства ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская область, 
п. Кольцово, в соответствии с прилагаемой инструк-
цией. Исследования проводили на амплификаторе 
CFX96 BioRad, США.

Обратную транскрипцию для получения кДНК ВИЧ 
по участкам генов �����������������������������������gag��������������������������������/�������������������������������pol���������������������������� и �������������������������env���������������������� (петля V3 gp120) про-
водили в объеме 20 мкл по следующей прописи: 
5х РТ-буфер – 4 мкл, обратный праймер (3’VNOT – для 
гена env) 0,5 мкл, смесь трифосфатов 1,0 мкл (10 mM), 
ингибитор РНКаз – 0,5 мкл, обратная транскриптаза – 
1,0 мкл, РНК – 10 мкл, бидистиллированная вода – 
2,5 мкл. Реакцию обратной транскрипции проводили 
в следующем режиме: 42 °С – 60 мин; 70 °С – 15 мин. 

Полимеразную цепную реакцию в гнездовом ва-
рианте выполняли на амплификаторах АВ2700, США 
и «Corbett Research», Австралия в два этапа в объеме 
25 (ген �������������������������������������������� pol����������������������������������������� ) и 50мкл (гены �������������������������gag����������������������/���������������������env������������������). Для генотипиро-
вания по участкам генов ��������������������������gag�����������������������/����������������������env������������������� использовали заре-
гистрированную на территории Республики Беларусь 
тест-систему «Бел РНК/ДНК-ВИЧ (��������������������gag�����������������/����������������env�������������)» (Регистра-
ционное удостоверение № ИМ-7.95957/1601, годна 
до 04.01.2021 года).

ПЦР по участку гена env проводили по следующей 
прописи: 

первый раунд: MgCl
2
 – 4 мкл (25 ���������������mM�������������), смесь три-

фосфатов – 1,0 мкл (10 mM), праймеры по 0,5 мкл; 
10х ПЦР буфер – 2,5 мкл, Taq-полимераза – 0,4 мкл; 
бидистиллированная вода – 33,6 мкл; кДНК – 5 мкл. 

ПЦР по участку гена env проводили в следующем 
режиме: 

1. 95 °C 3'
2. 95 °C 30"
3. 55 °C 30"         

35 циклов

4. 72 °C 2' 
5. 72 °C 10' 
6. 4 °C – хранение;
второй раунд: MgCl

2
 – 5,0 мкл; смесь трифосфа-

тов – 2,0 мкл; праймеры по 1 мкл; 10х ПЦР буфер – 
5,0 мкл; ������������������������������������������Taq���������������������������������������-полимераза – 0,4 мкл; бидистиллирован-
ная вода – 34,6 мкл; кДНК – 2 мкл. Для проведения 
2 раунда ПЦР использовали следующие праймеры:

Праймеры: env

Прямой праймер 5' A0627-1 5' KSI

Обратный праймер 3' A0624-1 3' KSI

ПЦР выполняли в следующем режиме: 
1. 95 °C 3'
2. 95 °C 30"
3. 55 °C 30'         

25 циклов

4. 72 °C 2'
5. 72 °C 10'
6. 4 °C – хранение;
ПЦР по участку гена pol проводили в один раунд 

в следующем режиме: 
MgCl

2
 – 2 мкл (25 mM); смесь трифосфатов – 

0,2 мкл (10 mM); праймеры по 0,6 мкл; 10х ПЦР буфер – 
2,5 мкл; ������������������������������������������Taq���������������������������������������-полимераза – 0,2 мкл; бидистиллирован-
ная вода – 16,1 мкл; кДНК – 3 мкл.

1. 95 °С 5'
2. 95 °C 30"
3. 60 °C 30"        

40 циклов

4. 72 °C 1'
5. 72 °C 7'
6. 4 °С – хранение.
Анализ продуктов ПЦР проводили в 0,8% и 2% ага-

розном геле. 
Очистку продуктов ПЦР осуществляли с использо-

ванием колонок производства фирм Sigma и этанол/
ацетатной преципитацией. 

Электрофоретическую разгонку фрагментов ДНК 
проводили на анализаторе ABI PRISM 3100-Avant 
(Applied Biosystems, США). 
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Анализ полученных фрагментов проводили с исполь-
зованием программных продуктов «Sequencing Analysis 
Software v.5.1.1», BioEdit, SeqScape v.3. 

Для определения R5 и/или Х4 тропных вариантов 
ВИЧ, использовали программу geno2pheno v.3. Значе-
ние FPR (false positive rate) – величине, определяющей 
вероятность, с которой R5 тропный вирус будет ложно 
определен как X4-тропный. �������������������������R������������������������5-тропным считался обра-
зец при наличии показателя FPR равной и более 20%. 
При величине FPR менее 20% образцы считались X4-
тропными и/или R5/X4, т. е. с двойным тропизмом. 

Филогенетический анализ полученных фрагментов 
осуществляли с помощью программы Mega6 (деревья 
с корнем построены методом бутстреп анализа с ко-
личеством повторов 1050, моделью ���������������� Kimura���������� -2, стати-
стическую обработку осуществляли с помощью мето-
да присоединения соседей – neighbor-joining method).

Результаты и обсуждение. Все пробы, взятые 
в работу, были исследованы методами ИФА и количе-
ственной ОТ-ПЦР. Положительные в ОТ-ПЦР образцы 
были взяты в работу по секвенированию. Из всех ото-
бранных проб были выделены РНК, поставлена ПЦР, 
секвенирующая ПЦР, электрофорез и анализ полу-
ченных фрагментов ДНК. 

Как показали результаты филогенетического ана-
лиза, проведенного по участкам генов gag, pol и env, 
из 126 секвенированных образцов ДНК ВИЧ 105 (83,2%) 
относились к субтипу А1, 6 (4,8%) – к В, 4 (3,2%) – к G, 
6 (4,8%) – к ������������������������������������������CRF���������������������������������������03_������������������������������������AB����������������������������������, 3 (2,4%) – к �������������������CRF����������������02_�������������AG����������� и по одно-
му образцу (0,8%) к CRF06_cpx и URF.

Для определения R5- и X4-тропных вариантов 
ВИЧ мы использовали секвенированные по участку 
V3 петли gp120 гена env фрагменты длиной 247 п. о. 

В результате проведенных исследований было уста-
новлено, что 96 образцов (76,2%) имели R5-тропные 
варианты ВИЧ, а 30 (23,8%) �����������������������X����������������������4 тропные варианты ви-
руса. Среди X4-тропных доминировал А1 субтип ВИЧ – 
25 (83,3%), CRF03_AB – 3 (10%), В и URF – по 1 (3,3%) 
(рисунок 1). 

Из 96 R5-тропных вариантов ВИЧ-1, 80 (83,3%) 
относились к А1 субтипу, 5 (5,2%) – к В, 4 (4,2%) – к G, 
по 3 (3,1%) – к CRF02_AG и CRF03_AB, 1 (1,0%) – 
к CRF06_cpx (рисунок 2).

По значениям ��������������������������������     FPR�����������������������������      17 (13,5%) Х4 тропных образ-
цов находились в пределах от 0 до 10%, 13 (10,3%) – 
10–20%, т. е. данная группа вирусов является Т-троп- 

ными или Т- и М-тропными и могут использовать 
CXCR������������������������������������������     4 и/или ����������������������������������   CXCR������������������������������   4/����������������������������   CCR�������������������������   5 корецепторы для проник-
новения в чувствительные клетки (таблица). Среди 
R5-тропных вариантов ВИЧ, 18 (14,3%) находились 
в пограничных значениях �������������������������FPR���������������������� – 20–30%, а 78 изоля-
тов в пределах от 30 и до >  60%, что определяло их 
как «чистые» CCR5 тропные вирусы, чувствительные 
к маровироку, таблица. 

Таблица. Распределение изолятов ВИЧ-1 
по значению FPR

№№ 
п/п

Значение FPR Количество
%, от всех 

исследованных проб

1 0–10 (X4-тропный) 17 13,5

2 10–20 (X4-тропный) 13 10,3

3 20–30 (R5-тропный) 18 14,3

4 30–50 (R5-тропный) 34 27

5 50–60 (R5-тропный) 14 11,1

6  > 60 (R5-тропный) 30 23,8

Известно, что V3 регион белка gp120 гена env опре-
деляет не только тропность ВИЧ к Т и/или М клеткам, 
но и позволяет предсказать биологические свойства 
вируса: синцитиеобразущий (SI) или не образующий 
синцитии (NSI) вариант. Для определения вариантов 
ВИЧ с разными биологическими свойствами мы ото-
брали 38 аминокислотных последовательностей X4-
тропных (13) и R5-тропных (25) изолятов ВИЧ, рисунок 3.

Как показали проведенные исследования, у 6 (46,2%) 
из 13 проанализированных последовательностей X4-
тропных вирусов, в положении 11 и 25 V3 петли gp120 
имелись аминокислотные замены, определяющие ви-
русы, как образующие синцитии (�������������������SI�����������������) с высоким уров-
нем репликативной активности, Т-тропными: у изолята 
410Gr, подтип B, в положении 25 D на N, у PV_41 – А1, 
в положении 11 S на R, у изолята HIV 17_AB – CRF03_AB, 
в положении 11 S на G и в 25 D на G, у изолята PV_32 – 
А1, в положении 25 D на V, у изолята Mn_21 – URF, 
в положении 25 D на G и, наконец, у изолята HIV_250 – 
А1, в положении 25 ��������������������������������D������������������������������� на ���������������������������G��������������������������. Остальные ��������������X�������������4-тропные ви-
русы оказались не сицитиеобразующими (�����������NSI��������) с низ-
кой репликативной активностью, Т-тропными. 

Среди R5-тропных вирусов все изоляты оказались 
не синцитиеобразующими с низкой репликативной 

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

Рисунок 2. Распределение субтипов ВИЧ-1 среди 
R5-тропных вариантов вируса.
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активностью, М-тропными, что характерно для ВИЧ, 
изолированного от пациентов с ранними сроками инфи-
цирования. 

Определение вирусов с �������������������������SI����������������������� и ��������������������NSI����������������� фенотипом, соот-
ветственно М- и Т-тропных вариантов ВИЧ имеет боль-
шое значение не только для назначения лекарствен-
ных препаратов-ингибиторов ко-рецепторов, но и про-
гностическое, поскольку у пациентов с SI свойствами 
ВИЧ наблюдается быстрый прогресс заболевания с пло-
хим прогнозом. 

Таким образом, нами впервые осуществлены иссле-
дования по определению X4- и R5-тропных вариантов 
с �������������������������������������������������SI����������������������������������������������� и ��������������������������������������������NSI����������������������������������������� фенотипом, М- и Т-тропностью ВИЧ. Прове-
дение такого рода работы имеет не только чисто науч-
ное, но и прикладное значение, поскольку позволяет 
предсказывать прогноз течения заболевания у ВИЧ-
инфицированных, назначать адекватные схемы тера-
пии и своевременно их менять в случае появления 
изменений в геноме ВИЧ и, следовательно, тропности 
вируса у пациента. 
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Рисунок 3. Аминокислотные последовательности R5- и Х4-тропных вариантов ВИЧ, рамкой ограничен участок V3 петли 
gp120 ВИЧ-1


