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Цель. Эпидемиологическое расследование случая группового инфицирования ВИЧ-1 
на основании данных, полученных общепринятыми методами диагностики, для под
тверждения следственной гипотезы об умышленном инфицировании ВИЧ при гетеро
сексуальном контакте. Материалы и методы. Были использованы образцы плазмы крови 
8 пациентов с ВИЧ-инфекцией (5 женщин и 3 мужчин) из г. Великий Новгород, направ
ленные для проведения эпидемиологического расследования. Определение проводили на 
основе анализа нуклеотидных последовательностей участка гена полимеразы (pol) про
тяженностью 1285 нт. Результаты. Проведенное исследование позволило идентифици
ровать ВИЧ в клинических образцах, отправленных на экспертизу, и установить фило
генетические связи между изолятами вируса, полученными как от пациентов целевой 
группы, так и от пациентов контрольной группы. При анализе полученных результатов 
можно выделить образцы, сгруппированные в отдельный кластер, что указывает натесные 
родственные связи изолятов вируса, выделенного из клинического материала этих паци
ентов, между собой. Пациенты целевой группы заражены изолятом ВИЧ-1 циркулирую
щей рекомбинантной формы CRF03_AB, происходящим из одного источника, что под
тверждается высокой гомологией нуклеотидных последовательностей. Заключение. В 
ходе эпидемиологического расследования случая группового инфицирования ВИЧ-1 
было определено, что заражение женщин целевой группы произошло из одного источни
ка. Результаты филогенетического анализа указывают на наличие эпидемиологической 
связи внутри обследуемой группы, что подтверждает случай передачи ВИЧ-инфекции и 
выводы, сделанные входе следствия. Использование для молекулярно-филогенетического 
анализа данных, полученных методами лабораторной диагностики резистентности ВИЧ 
к антиретровирусным препаратам, позволяет в сочетании с анамнестической и следствен
ной информацией (в контексте имеющихся доказательств) расследовать случаи инфици
рования ВИЧ.

Журн. микробиол., 2017, № 4, С. 59—66

Ключевые слова: передача ВИЧ-инфекции, молекулярная эпидемиология, ген pol, 
протеаза, обратная транскриптаза, субтип, молекулярно-эпидемиологическое рас
следование

A.V.Semenov1,2’3, Yu.V.Ostankova1, M.A.Churina1, N.A.NikitinaA.P.Rosolovsky4, 
E.V.Grebenkina4, T.N.Tkachenkos, T.A.Zhandarmova5, AregA.Totolyan1’2

MOLECULAR-BIOLOGICAL METHODS OF DIAGNOSTICS FOR INVESTIGA
TION OF HIV INFECTION TRANSMISSION
’Pasteur St. Petersburg Research Institute of Epidemiology and Microbiology, 2PavIov St. 
Petersburg State Medical University, 3Mechnikov Northwestern State Medical University, 
4Administration of the Rospotrebnadzor for Novgorod Region, Novgorod Centre for Prophylaxis 
and Control of AIDS and Infectious Diseases «Helper», Novgorod, Russia

59



Aim. Epidemiologic examination of the case of group HIV-1 infection based on data obtained 
by general diagnostics methods for confirmation of the investigation hypothesis o f deliberate HIV 
infection during heterosexual intercourse. Materials and methods. Sera samples from 8 HIV in
fected patients (5 female and 3 male) from Veliky Novgorod sent for epidemiologic investigation 
were used. Determination was carried out based on 1285 nt sequence analysis of polymerase gene 
segment (pol). Results. The study allowed to identify HIV in clinical samples sent to the expertise 
and establish phylogenetic connections between virus isolates obtained from both target and con
trol group patients. Analysis of the results allowed to isolate samples grouped in a separate cluster 
that indicates tight cordial connections between the virus isolates from clinical material of these 
patients. Patients of the target group were infected with HIV-1 isolate of the circulating recombinant 
form CRF03_AB from the same origin that is confirmed by high homology of the nucleotide se
quences. Conclusion. Epidemiologic investigation of a group case of HIV-1 infection has determined 
that the infection of the women of the target group occurred from the same source. Phylogenetic 
analysis results indicate the presence of an epidemiologic connection within the examined group 
that confirms the HIV infection transmission and conclusions of the investigation. Use of molec
ular-phylogenetic analysis of data obtained by laboratory diagnostics methods of HIV resistance 
to antiretroviral preparations allows with anamnestic and investigation information (in the context 
of available evidence) to investigate cases of HIV infection.
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В В Е Д Е Н И Е
В Российской Федерации на 31 декабря 2015 г. зарегистрированы 1006 388 

человек, инфицированных ВИЧ, что составляет около 0,7% населения страны. 
При этом пораженность составляет 541,8 на 100 тыс. населения, а заболевае
мость в 2015 г. составила 63,6 на 100 тыс. населения [1]. В последние годы 
наблюдается тенденция к увеличению доли гетеросексуального пути передачи 
в распространении вируса и активного участия женщин в эпидемическом 
процессе [5]. Среди впервые выявленных в 2015 г. ВИЧ-позитивных больных 
с установленными факторами риска заражения 44% были инфицированы при 
гетеросексуальных контактах. Особое место занимают случаи умышленного 
инфицирования ВИЧ посредством половых контактов.

Как известно, поведение ВИЧ-инфицированных принято рассматривать 
на двух уровнях: с точки зрения последствий для самого больного и послед
ствий для окружающих его людей. При этом, в качестве ответа на психологи
ческую травму больной может демонстрировать опасное для общества пове
дение, в том числе намеренно распространяя инфекцию, стремясь заразить 
как можно большее число людей, известны случаи намеренного заражения 
как месть за собственное инфицирование [7]. При этом показано, что у муж
чин с увеличением возраста уменьшается положительная переоценка ситуации 
и корреляция с самоконтролем. У мужчин выражен высокий уровень такого 
механизма психологической защиты, как вытеснение, ведущее к низкому 
уровню осознания опасности для больного и окружающих его людей неста
бильного рискованного поведения, включающего в себя употребление алко
голя, наркотических веществ и беспорядочные половые связи. ВИЧ- 
инфицированные с высоким уровнем такого типа психологической защиты 
могут демонстрировать агрессивное и враждебное поведение. Одним из вари
антов такого поведения является поиск новых половых партнеров с дальней
шим намеренным инфицированием их ВИЧ.

При анализе полового поведения ВИЧ-инфицированных было выявлено
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большое количество больных, знавших о наличии ВИЧ-инфекции, но при 
этом имевших сексуальных партнеров, в том числе случайных, что указывает 
на высокий уровень сексуальной активности и рискованное для окружающих 
поведение больных [4].

Следует отметить, что ВИЧ-инфицированные больные, ведущие активную 
половую жизнь с постоянными и случайными партнерами, часто не задумы
ваются о возможности заражения партнера. Кроме того, в большинстве слу
чаев, ВИЧ-инфицированные не знают или не осознают в полной мере, что в 
отсутствии согласия их партнеров на принятие риска, половые контакты мо
гут быть квалифицированы как уголовное преступление на основании ст. 122 
действующего УК РФ [8].

Таким образом, в случае обнаружения групповых случаев ВИЧ-инфекции 
возникает необходимость выявления общего источника инфицирования. При 
этом желательно использование стандартизированных методов лабораторной 
диагностики.

Целью нашей работы было эпидемиологическое расследование случая 
группового инфицирования ВИЧ-1 на основании данных, полученных об
щепринятыми методами диагностики, для подтверждения следственной 
гипотезы об умышленном инфицировании ВИЧ при гетеросексуальном 
контакте.
М А Т Е Р И А Л Ы  И М Е Т О Д Ы

В работе были использованы образцы плазмы крови 8 пациентов с ВИЧ- 
инфекцией (5 женщин и 3 мужчин) из г. Великий Новгород, направленные в 
Северо-Западный Окружной Центр по профилактике и борьбе со СПИД (СЗО 
Центр СПИД) на базе Санкт-Петербургского НИИ эпидемиологии и микро
биологии им. Пастера в 2016 г. для проведения эпидемиологического рассле
дования. Исследованный материал представлен двумя группами: клинический 
материал из предполагаемого очага инфицирования (4 человека, в т.ч. 3 жен
щины и 1 мужчина, который был предполагаемым источником инфицирова
ния, далее целевая группа), а также клинический материал от заведомо не 
вовлеченных в предполагаемый очаг пациентов с ВИЧ-инфекцией (4 челове
ка, в т.ч. 2 женщины и 2 мужчин, образцы сравнения).

Для всех образцов проводили предварительное концентрирование вируса 
ультрацентрифугированием плазмы крови в течение 1 часа при 24 000g, +4°С. 
Выделение РНК ВИЧ-1 из клинического материала и обратную транскрипцию 
для получения кДНК проводили с использованием коммерческих наборов 
«РИБО-золь-Е» (ЦНИИЭ, Москва). Определение субтипов ВИЧ-1 прово
дили на основе анализа нуклеотидных последовательностей участка гена по
лимеразы (pol) протяженностью 1285 нт., кодирующего ген протеазы (PR) 
протяженностью 465 нт. и участок гена обратной транскриптазы (RT) протя
женностью 820 нт. Для обратной транскрипции и амплификации использо
вали коммерческие наборы «ОТ-ПЦР-комплект-Рго/Rev» и «ПЦР-комплект- 
Рго/Rev» (ЦНИИЭ, Москва) в трех повторностях, согласно инструкции 
производителя.

Продукты первичной амплификации и секвенирующей реакции очищали 
с помощью набора реагентов «Ампли-Сорб». Для контроля качества очищения 
продуктов амплификации проводили оценку в 1,5% агарозном геле с добав
лением раствора бромистого этидия (0,5 мкг/мл), визуализировали в ультра
фиолетовом свете на трансиллюминаторе. Концентрацию НК дополнительно 
измеряли на флюориметре Qubit 2.0 по стандартной методике, рекомендован
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ной производителем. Очищенный фрагмент достаточной концентрации ис
пользовали для постановки секвенирующих реакций.

Секвенирующую реакцию проводили согласно инструкции к набору 
«АмплиСенс® HIV-Resist-Seq» (ЦНИИЭ, Москва). Для анализа продукта 
секвенирующей реакции очищенный осадок денатурировали в формамиде и 
помещали в генетический анализатор ABI Prism 3500 (Applied Biosystems, 
США).

Для определения филогенетических связей изолятов был проведен фило
генетический анализ, где в качестве контрольных образцов группы сравнения 
использовали 20 изолятов ВИЧ-1 от больных, проживающих в соответствую
щем географическом регионе, полученные ранее НИИЭМ им. Пастера в пе
риод 2014 — 2016 гг. из Новгородского центра по профилактике и борьбе со 
СПИД и инфекционными заболеваниями «Хелпер»».

Обработка данных, полученных в ходе секвенирования фрагментов, и по
лучение консенсусной нуклеотидной последовательности проводили с по
мощью программного обеспечения ДЕОНА (ООО «МедАйтиГрупп», Россия). 
Первичный анализ полученных консенсусных нуклеотидных последователь
ностей проводили с помощью программы NCBI Blast в сравнении с нуклео
тидными последовательностями, представленными в GenBank. Выравнивание 
нуклеотидных последовательностей проводили в программе MEGA версия 5, 
используя алгоритм ClustalW. В связи с тем, что для исследуемого региона 
ВИЧ-1 показана высокая скорость молекулярной эволюции с неравномерной 
фиксацией нуклеотидных замен, оценку эволюционного расстояния между 
последовательностями проводили по модифицированной формуле Тамуры- 
Ней, для построения филогенетических деревьев и последующего филогене
тического анализа применяли алгоритм Neighbor-joining, позволяющий 
оптимизацию деревьев в соответствии с критерием «сбалансированной ми
нимальной эволюции», при оценке достоверности филогенетических связей 
использовали бутстреп анализ для 500 независимых построений каждого 
филогенетического древа [17].
Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Для всех образцов была получена нуклеотидная последовательность ис
комого региона удовлетворительного качества, пригодная для дальнейшего 
анализа. Группа сравнения была подобрана согласно рекомендованным 
международным критериям: совпадающий географический регион прожива
ния, близкие сроки инфицирования, однородный социальный контекст, 
оптимальная численность 20 — 50 образцов [10]. Применение молекулярно
эпидемиологических методов для расследования случаев инфицирования 
осложняется тем, что зачастую в относительно гомогенной группе проводит
ся анализ изолятов, полученных спустя различное время от первичного ин
фицирования и с неизвестным промежутком времени между заражением и 
временем проведения анализа, в то время как эволюция вируса зависит, в том 
числе, от индивидуальных особенностей хозяина и от стадии заболевания [12]. 
Проведенное исследование позволило идентифицировать ВИЧ в клинических 
образцах, отправленных на экспертизу, и установить филогенетические связи 
между изолятами вируса, полученными как от пациентов целевой группы, так 
и от пациентов контрольной группы.

Результат филогенетического анализа графически представлен на рис.
При анализе полученных результатов можно выделить сгруппированные 

в отдельный кластер образцы per. № 104_16_f, № 109 16 m, № 110 16 f, № 112
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с 10916 m 
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-112161

Ч__
■ ей s. 11 m
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16 f ,  что указывает на тесные родственные связи изолятов вируса, выделенно
го из клинического материала этих пациентов, между собой. На рис. этот 
кластер обведен сплошной линией. Весьма близко к описанной группе при
мыкает образец, выделенный от пациентки per. № l_14_f, что может указывать 
на общность происхождения изолятов вируса у всех этих пациентов (кластер 
обведен пунктирной линией). Остальные проанализированные изоляты ВИЧ- 
1 кластеризуются в отдельные от вышеописанных образцов группы. Это по
зволяет достоверно утверждать, что между целевой группой и группой кон
троля отсутствует тесная филогенетическая связь. Таким образом, можно 
утверждать, что пациенты контрольной группы и пациенты целевой группы 
реп № 104 16 f, № 109 16 m, № 110 16 f, № 112 16 f ,  № 1 14 f  заражены ВИЧ-1 
из независимых друг от друга источников.

Пациенты с реп № 104 16 f, № 109 16 ш, №110 16 f, № 112 16 f ,  № 1 14 f  
заражены изолятом ВИЧ-1 циркулирующей рекомбинантной формы CRF03_ 
АВ, происходящим _______________________________„
ИЗ ОДНОГО ИСТОЧНИКа, < t  - ...... ~ 104161 "N '
что подтверждается 
высокой гомологией 
нуклеотидных по
следовательностей, 
полученных в резуль
тате анализа из кли
нического материала 
пациентов. Нуклео
тидная идентичность 
в пределах группы 
составила 97,25%, 
тогда как между бли
жайшими образцами 
целевой группы и 
группы сранения, от
носящихся к субти
пу А 1, не превышала 
90%. Следует отме
тить, что причиной 
выявленных разли
чий в пределах целе
вой группы является, 
вероятнее всего, раз
ное время инфици
рования, реинфек
ция, влияние анти
ретровирусной тера
пии в двух случаях и 
вы сокая скорость 
эволюции ВИЧ.

Выявленный в це
левой группе ВИЧ-1 
варианта CRF03_AB 
в Российской Феде
рации впервые опи-

ch.s. 91

Ней s. 8 m
ей s. 10 m 

-ей s. б т  
------- ей s. 12 т

ей s. 14 т
-ейв. З т

-сйэ. 4 т
- ей s. 18 т
- ей s. 151

-----ей s. 17 т
-----ей s. 51

-ей s .71
-с. S.21

-ей 5. 131
-ей s. 1 т  
— ей s. 16 т

-с. s. 11
-с. s .3 m

-ойв. 21
- с. s. 4 т

- ей s. 19 т

0.002
Дендрограмма, характеризующая филогенетические отношения изо
лятов ВИЧ- 1,  выделенных на территории Новгородской области в 
2014 — 2016 гг. Выделена целевая группа, относительно которой про
водили анализ.
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Естественные полиморфные варианты в регионах протеазы и обратной транскриптазы, выявленные в целевой 
и контрольной группах

Группы Естественные полиморфные варианты, 
выявленные в регионе протеазы

Естественные полиморфные варианты, 
выявленные в регионе обратной транскриптазы

Целевая L10I, I13V/IV, K14R, G16E, E35D, Е6ЕК, Т7Р, К11Т/А, V35IT/T, E36D, T39N/M/LMR,
M36I, N37T, R41K, R57K, I62IT, К122Р, I135RT, I142T, V148VG, S162SN, K173Q/KQ,
L63V/S/FS, Н69К, K70R, L89M, I93L D177E, Q207E/EG, V245VM/M

Контрольная L10LI/V, K14RT/R, I15V, E34Q, Р9К, К11КТ, Р14А, V35T, E36D, T39N/GR/K/TN, V60I,
E35D, M36I, N37D, R41K, Q61E, S68G, T69N, K102Q, V106I, D121H, К122Е, D123S/N,
L63IM/V, I64IM, Н69К, A71I, V77I, I135T, I142IV, К154КЕ, Р157РА, A158AS, S162C/SC, 
L89M, I93L S163SN, K173L/V/S, Q174K, D177E, I178IL, V189VI,

T200A/I, E203D, Q207A, R211S, F214FL, L228LH, 
V245M/Q, E248D, V254VG, А272АР

сан в 1996 г. в связи с эпидемической вспышкой, связанной с употреблением 
инъекционных наркотиков. В Северо-Западном Федеральном округе (СЗФО) 
данная форма вируса широко распространена в Калининградской области и 
в единичных случаях описана за ее пределами (например, в г.Череповец 
Вологодской области) [16]. Уже в 2009 г. в Новгородской области показано 
преобладание доли пути передачи вируса посредством гетеросексуальных 
контактов по сравнению с другими путями [6], а распространенность вариан
та CRF03AB, исключая ранее упомянутые регионы эпидемических вспышек, 
в СЗФО очень низка даже в более поздние годы в самых пораженных эпи
демией ВИЧ регионах [2, 3]. При этом у мужчины, являющегося предпола
гаемым источником инфицирования, 1 положительный иммуноблот — в 
2004 г., с 2006 г. больной поставлен на учет в Новгородский центр по профи
лактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями «Хелпер». У 
женщин (предположительных реципиентах) 1 положительный иммуноблот
— в 2016 г. (половая связь с предполагаемым источником инфицирования 2013
— 2015 гг., 2014 — 2015 гг., 2015 г.), за исключением пациентки per. № 1 14 f, 1 
положительный иммуноблот которой — в 2011 г. Мужчина и женщины per. 
№ 104 16 f, № 112 16 f  не получали антиретровирусную терапию (АРВТ). 
Пациентка per. № 110 16 f впервые начала принимать АРВТ в 2016 г. Пациентка 
реп № 1 14 f  трижды начинала терапию антиретровирусными препаратами 
(АРВП), однако низкая приверженность к лечению привела к прогрессиро
ванию заболевания до стадии 4Б.

Ни в одном из образцов целевой группы не были выявлены значимые 
мутации лекарственной устойчивости, однако показан ряд естественных по
лиморфных вариантов в проанализированных регионах генов протеазы и 
обратной транскриптазы как сходные у всех членов группы, так и отличаю
щиеся. При этом наряду с мутациями, встречающимися среди ВИЧ- 
инфицированных лиц контрольной группы (PR: E35D, M36I, R41K, Н69К, 
L89M, I93L; RT: К1 IT, V35T, E36D, Т39М, D177E), обнаружены полиморфные 
варианты, характерные только для целевой группы (табл.).

Так, полиморфный вариант G16GE, показанный у мужчины в регионе 
протеазы и выявленный у всех пациенток в форме G16E, ни у одного ВИЧ- 
инфицированного из Великого Новгорода отмечен не был. R57K и K70R, 
показанные у мужчины, выявлены у всех женщин, кроме реп № 1 14 f, и также 
не встречаются в контрольной группе. Следует отметить, что полиморфные 
варианты G16E и R57K относят к мутациям, связанным с частичной лекар
ственной устойчивостью или поддерживающим лекарственную устойчивость 
ВИЧ-1 субтипа В [9]. При этом, замена R57K ассоциирована с вирусологиче
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ской неэффективностью АРВТ у АРВТ-наивных пациентов [13], а сочетание 
полиморфных вариантов E35D + R57K, обнаруженное у всех ВИЧ- 
инфицированных целевой группы, может возникать за счет воздействия ле
карственных веществ и приводить к фармакорезистентности вируса не-В 
субтипа, что, очевидно, особенно актуально в случае рекомбинантной формы 
CRF03 AB [Liu Z. et al., 2016]. Учитывая, что трое пациентов, включая муж
чину, являющегося предполагаемым источником инфицирования, не при
нимали АРВТ, вероятнее всего, данная мутация (или сочетание мутаций) 
была получена из первичного источника инфекции. Обращает на себя внима
ние мутация L63FS, наличествующая у всех женщин в варианте L63S, за ис
ключением per. № 1 14 f, у которой присутствует в варианте L63V, при этом 
такая же форма выявлена в контрольной группе у трех ВИЧ-инфицированных 
с неэффективной АРВТ. Полиморфный вариант I13IV, показанный у мужчи
ны, был выявлен только у пациентки per. № 1 14 f в форме I13V, но при этом 
встречается среди пациентов контрольной группы.

При анализе мутаций в регионе обратной транскриптазы обращают на 
себя внимание полиморфные варианты К122Р, K173Q и Q207E, присутствую
щие у всех больных целевой группы, тогда как среди пациентов контрольной 
группы мутации в этих регионах встречаются только в виде К122Е, K173L/V/S 
и Q207A соответственно. При этом мутации К122Е и Q207E описаны как по
лиморфные варианты, вероятно, связанные с лекарственной устойчивостью 
ВИЧ [11, 14, 15]. Полиморфный вариант V245VM в гене обратной транс
криптазы, показанный у мужчины, был выявлен только у пациентки per. № 1 
14 f в форме V245M, но при этом встречается среди пациентов контрольной 
группы.

Описанная выше ситуация, при которой мутации, обнаруженные в изо- 
ляте, полученном от мужчины, наличествуют у всех женщин целевой группы, 
кроме пациентки per. № 1 14 f, или, напротив, отсутствуют у всех, кроме нее, 
объясняется существенным промежутком времени между заражениями, за 
которое в ходе молекулярной эволюции вируса могла произойти утрата по
лиморфных вариантов изолятом, полученным от пациентки реп № 1 14 f, либо 
возникновением данных мутаций ВИЧ у пациента реп № 109 16 m на более 
поздних этапах развития вируса.

В ходе эпидемиологического расследования случая группового инфициро
вания ВИЧ-1 было определено, что заражение женщин целевой группы прои
зошло из одного источника. Результаты филогенетического анализа указывают 
на наличие эпидемиологической связи внутри обследуемой группы, что под
тверждает случай передачи ВИЧ-инфекции и выводы, сделанные в ходе след
ствия. Показана безусловная общность изолятов ВИЧ-1, выделенных из кли
нического материала пациентов целевой группы и пациентки реп № 1 14 f, 
ранее не привлекавшейся в качестве потерпевшей в данном уголовном деле.

Использование для молекулярно-филогенетического анализа данных, по
лученных методами лабораторной диагностики резистентности ВИЧ к анти
ретровирусным препаратам, позволяет в сочетании с анамнестической и 
следственной информацией (в контексте имеющихся доказательств) рассле
довать случаи инфицирования ВИЧ.
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