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Резюме
Цель. Анализ филогенетических связей изоля-

тов ВИЧ, полученных от ребенка 8 лет и его ВИЧ-
инфицированных родителей, для поиска возможного ис-
точника инфицирования. 

Материалы и методы. В работе были использованы 
образцы плазмы крови 3 пациентов (отец, мать и ребе-
нок) с ВИЧ-инфекцией из Великого Новгорода, направ-
ленные для проведения эпидемиологического расследо-
вания случая инфицирования ВИЧ-1 ребенка из небла-
гополучной семьи. В настоящем исследовании мы при-
менили генотипирование на основе прямого секвениро-
вания участка гена полимеразы (pol) протяженностью 
1285 нт., кодирующего ген протеазы (PR) протяженно-
стью 465 нт. и участок гена обратной транскриптазы 
(RT) протяженностью 820 нт.

Результаты. Проведенное исследование позволило 
идентифицировать вирус ВИЧ в клинических образцах. 
Во всех случаях был выявлен ВИЧ-1 субтипа А1 (IDU-A). 
Проведенный филогенетический анализ изолятов, где в 
качестве контрольных образцов использовали изоляты 
ВИЧ-1, полученные ранее из Великого Новгорода, позво-
лили выделить сгруппированные в отдельный кластер 
образцы от матери, отца и ребенка, что дает возмож-
ность сделать вывод о внутрисемейном инфицировании 
ВИЧ ребенка одним из родителей. Нуклеотидная иден-
тичность образцов, полученных от матери и ребенка, 
показала более высокий процент сходства – 98,4%, по 

Abstract
Aim. Analysis of phylogenetic relationships of HIV iso-

lates obtained from a child 8 years old and HIV-positive par-
ents to search for a possible source of infection.

Materials and methods. The blood plasma samples of 3 
patients (father, mother and child) HIV from Veliky Novgorod 
were used. Presented in a group of patients were directed to 
conduct epidemiological investigation cases of HIV-1 infec-
tion a child from a dysfunctional family. In the present study 
we used genotyping by direct sequencing of the site of the 
polymerase gene (pol) length of 1285 nt., The gene encoding 
the protease (PR) length of 465 nt. and a portion of the reverse 
transcriptase (RT) gene length of 820 nt.

Results. The study allowed the identification of the HIV 
virus in clinical samples. HIV-1 subtype A1 (IDU-A) was de-
tected in all cases. Phylogenetic analysis of isolates, where 
the control samples using HIV-1 isolates obtained previ-
ously from Veliky Novgorod, possible to identify grouped in 
a separate cluster sample from the mother, father and child, 
which makes it possible to conclude about intrafamily HIV 
infected child by one of his parents. The nucleotide iden-
tity of the samples obtained from the mother and the child, 
showed a higher percentage of similarity – 98.4%, compared 
with the identity of the samples between the father and the 
mother and between father and child (96.2% and 94.2%, re-
spectively). Differences natural polymorphisms in protease 
and reverse transcriptase genes of the parents and the child 
are discussed.
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Conclusion. The analysis of phylogenetic relationships of 
HIV isolates showed that the source of infection of the child 
8 years old, born and living in socially disadvantaged fami-
lies with HIV-positive parents, is his mother. Way parenteral 
transmission of infection by random simultaneous trauma in 
the mother and child.

Molecular phylogenetic analysis using routine methods 
for determining the resistance of HIV to antiretroviral drugs 
allows to investigate cases of HIV infection, identifying the 
source of infection.

Key words: HIV, molecular epidemiology, gene pol, pro-
tease, reverse transcriptase, subtype. 

сравнению с идентичностью образцов между отцом и 
матерью и между отцом и ребенком (96,2% и 94,2% со-
ответственно). Обсуждаются различия естественных 
полиморфных вариантов в генах протеазы и обратной 
транскриптазы у родителей и ребенка.

Заключение. В результате анализа филогенетичес-
ких связей изолятов ВИЧ показано, что источником 
инфицирования ребенка 8 лет, рожденного и прожи-
вающего в социально-неблагополучной семье с ВИЧ-
инфицированными родителями, является его мать. 
Путь передачи инфекции парентеральный, посред-
ством случайной единовременной травмы матери и ре-
бенка.

Молекулярно-филогенетический анализ с использо-
ванием рутинных методов определения резистентно-
сти ВИЧ к антиретровирусным препаратам позволяет 
расследовать случаи инфицирования ВИЧ, определяя ис-
точник заражения. 

Ключевые слова: ВИЧ, молекулярная эпидемиология, 
ген pol, протеаза, обратная транскриптаза, субтип, 
молекулярно-эпидемиологическое расследование.

Введение

Вирус иммунодефицита человека типа 1  
(ВИЧ-1) остается тяжелым бременем глобального 
здравоохранения с момента его открытия в 1983 г. 
В России эпидемия ВИЧ-1 началась с западной ча-
сти страны и быстро распространилась по всей 
территории. К настоящему моменту Россия явля-
ется страной с одним из самых высоких уровней 
распространенности ВИЧ-1 за пределами Африки 
[1]. На 31 декабря 2015 г. зарегистрировано 1 006 
388 человек, инфицированных ВИЧ, что составля-
ет около 0,7% населения страны. При этом пора-
женность составляет 541,8 на 100 тыс. населения, а 
заболеваемость в 2015 г. составила 63,6 на 100 тыс. 
населения [2]. В последние годы наблюдается тен-
денция к увеличению активного участия женщин 
в эпидемическом процессе [3]. При этом для 90% 
инфицированных женщин показана проблема 
распространения ВИЧ-инфекции от матери к ре-
бенку во время беременности и родов, в связи с 
чем одной из основных причин заболевания детей 
становится внутриутробное и интранатальное ин-
фицирование. У ВИЧ-инфицированных женщин, 
не получающих антиретровирусную терапию 
(АРВТ), частота передачи вируса детям составляет 
5–10% в период гестаци, 10–20% во время родов 
и 5–15% при вскармливании грудным молоком 
соответственно [4]. Эффективная профилактика 
вертикальной передачи ВИЧ от матери к ребенку 
значительно уменьшает риск инфицирования – 
до уровня ниже 5% среди семей, практикующих 
естественное кормление, и менее 2% при искус-
ственном кормлении [5].

Неблагоприятный социальный статус стано-
вится предпосылкой не только для низкой привер-

женности к АРВТ и невнимательного отношения 
к собственному здоровью ВИЧ-инфицированных 
матерей, но и для столь же невнимательного отно-
шения к здоровью и медицинскому обследованию 
детей, что, в свою очередь, приводит к увеличе-
нию риска инфицирования ребенка. Состояние 
здоровья родителей, а также их приверженность к 
специфической терапии и информированность об 
особенностях ВИЧ-инфекции оказывают значи-
тельное влияние на жизнь и развитие ребенка. Так, 
например, известно, что на бытовом уровне парт-
неры-мужчины оказывают значительное влияние 
на использование женщинами медицинских услуг, 
принятие консультирования и тестирования на 
ВИЧ, приверженность к терапии самой женщины 
и ребенка [6]. Особенно эту ситуацию усугубляет 
высокая распространенность внутривенной нарко-
мании в семьях ВИЧ-инфицированных пациентов. 

Поскольку достигнут высокий уровень в предот-
вращении передачи ВИЧ-1 от матери к ребенку 
за счет быстрого введения АРВТ [7], все большее 
внимание уделяется информированию женщин 
о способах выявления и предотвращения ин-
фицирования ВИЧ-1. Дети, рожденные от ВИЧ-
инфицированных матерей, наблюдаются в район-
ных поликлиниках по месту жительства в общем 
порядке, а также, согласно приказу МЗ РФ от 
19.12.2003 г. № 606, ставятся на учет с диагнозом 
«неокончательный тест на ВИЧ» и наблюдаются до 
исчезновения материнских антител к ВИЧ, с перио-
дичностью 1 раз в 3 месяца на первом году жизни и 
1 раз в 6 месяцев до 18 месяцев жизни для постанов-
ки или отрицания диагноза «ВИЧ-инфекция» [8]. 

В связи с этим особое внимание обращают 
на себя случаи выявления инфекции в млад-
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шем школьном возрасте (7–13 лет) у ранее 
ВИЧ-отрицательных детей, рожденных от ВИЧ-
инфицированных матерей.

Цель исследования – анализ филогенетиче-
ских связей изолятов ВИЧ, полученных от ребенка 
8 лет и его ВИЧ-инфицированных родителей, для 
поиска возможного источника инфицирования.

Материалы и методы

В работе были использованы образцы плазмы 
крови 3 пациентов (отец, мать и ребенок) с ВИЧ-
инфекцией из Великого Новгорода, направленные 
Новгородским центром по профилактике и борьбе 
со СПИД и инфекционными заболеваниями «Хел-
пер» в Северо-Западный окружной центр по про-
филактике и борьбе со СПИД (СЗО Центр СПИД) 
на базе Санкт-Петербургского научно-исследо-
вательского института эпидемиологии и микро-
биологии имени Пастера в 2015 г. для проведения 
эпидемиологического расследования случая ин-
фицирования ВИЧ-1 ребенка из неблагополучной 
семьи.

В качестве контрольных образцов (check 
sample) использовали изоляты ВИЧ-1, получен-
ные ранее Научно-исследовательским институ-
том эпидемиологии и микробиологии им. Пастера 
в период 2014–2016 гг. из Новгородского центра 
по профилактике и борьбы со СПИД и инфекци-
онными заболеваниями «Хелпер» для проведения 
анализа устойчивости ВИЧ к противовирусным 
препаратам.

Для всех образцов проводили предварительное 
концентрирование вируса ультрацентрифугиро-
ванием плазмы крови в течение 1 ч при 24 000 g, 
+4С. Выделение РНК ВИЧ-1 из клинического ма-
териала и обратную транскрипцию для получения 
кДНК проводили с использованием коммерческих 
наборов «РИБО-золь-E» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва). 
Определение субтипов ВИЧ-1 проводили на ос-
нове анализа нуклеотидных последовательностей 
участка гена полимеразы (pol) протяженностью 
1285 нт., кодирующего ген протеазы (PR) протя-
женностью 465 нт. и участок гена обратной транс-
криптазы (RT) протяженностью 820 нт. Для обрат-
ной транскрипции и амплификации использовали 
коммерческие наборы «ОТ-ПЦР-комплект-Pro/
Rev» и «ПЦР-комплект-Pro/Rev» (ФБУН ЦНИИЭ, 
Москва) в трех повторностях, согласно инструк-
ции производителя. 

Продукты первичной амплификации и секве-
нирующей реакции очищали с помощью набора 
реагентов «Ампли-Сорб». Для контроля качества 
очищения продуктов амплификации проводили 
оценку в 1,5% агарозном геле с добавлением рас-
твора бромистого этидия (0,5 мкг/мл), визуали-
зировали в ультрафиолетовом свете на трансил-

люминаторе. Концентрацию НК дополнительно 
измеряли на флюориметре Qubit 2.0 по стандарт-
ной методике, рекомендованной производителем. 
Очищенный фрагмент достаточной концентрации 
использовали для постановки секвенирующих ре-
акций. 

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

Обработка данных, полученных в ходе секве-
нирования фрагментов, и получение консенсус-
ной нуклеотидной последовательности проводили 
с помощью программного обеспечения ДЕОНА 
(ООО «МедАйтиГрупп», Россия). Первичный 
анализ полученных консенсусных нуклеотидных 
последовательностей проводили с помощью про-
граммы NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными 
последовательностями, представленными в меж-
дународной базе данных GenBank. Выравнивание 
нуклеотидных последовательностей проводили в 
программе MEGA версия 5, используя алгоритм 
ClustalW. В связи с тем, что для исследуемого реги-
она ВИЧ-1 показана высокая скорость эволюции, 
а скорости фиксации нуклеотидных замен в ходе 
молекулярной эволюции при АРВТ неравномерны, 
оценку эволюционного расстояния между после-
довательностями проводили по модифицирован-
ной формуле Тамуры-Ней, для построения фило-
генетических деревьев и последующего филогене-
тического анализа применяли алгоритм Neighbor-
joining, позволяющий оптимизировать деревья в 
соответствии с критерием «сбалансированной ми-
нимальной эволюции», при оценке достоверности 
филогенетических связей использовали бутстреп 
(bootstrap) анализ для 500 независимых построе-
ний каждого филогенетического древа [9].

Результаты и обсуждение

По результатам эпидемиологического анамне-
за: родители состояли на первичном учете с 2008 г., 
отец выявлен по коду обследований 112, мать по 
коду обследований 109, 120 (по контакту), в 2014–
2015 гг. у обоих родителей выявлены АТ к ВГС, 
внутривенное употребление наркотиков у муж-
чины с 2004 г., у женщины с 2008 г. Оба родителя 
не работают, мужчина неоднократно был в местах 
лишения свободы. Антиретровирусную терапию 
не получают. Состоят в гражданском браке, име-
ют трех детей. Старший и средний ребенок в ИФА 
к АТ/АГ ВИЧ отрицательны.

К моменту взятия клинических образцов для на-
стоящего анализа у отца диагностирована клиниче-
ская категория 4Б, количество CD4+ клеток менее 
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39% от нормы, у матери клиническая категория 3, 
количество CD4+ клеток не превышало 50% от нор-
мы, у ребенка клиническая категория 2В, количество 
CD4+ клеток 31% от нормы. Вирусная нагрузка, кото-
рая, как известно, строго коррелирует с количеством 
продуктивно инфицированных клеток и может слу-
жить одним из показателей прогрессирования ВИЧ-
инфекции, составила 4,1×105 копий/мл у отца, 4,3×103 
копий/мл у матери, 2,7×106 копий/мл у ребенка.

Очевидно пренебрежительное отношение 
к собственному здоровью: мужчина трижды начи-
нал АРВТ и каждый раз прерывал терапию спустя 
2–3 недели. Женщина с 2008 по 2015 г. на прием 
врача инфекциониста не являлась и терапию не 
получала, встала на учет по беременности в 26 не-
дель. Проведена профилактика вертикального пути 
заражения ВИЧ матери с 26 недель, в родах и ре-
бенку в роддоме. При рождении оценка по шкале 
Апгар 7/8 баллов, состояние средней тяжести, от-
ечный синдром, цианотичность кожи, дистония. 
Выписан с DS: «ВУИ. Гипербилирубинемия. Дву-
сторонняя пневмония. Перинатальное поражение 
ЦНС смешанного генеза. Задержка внутриутроб-
ного развития». Вскармливание искусственное. 
На первом году жизни диагностирована задержка 
психомоторного развития. С 2008 г. – ферменто-
патия, целиакия, полигиповитаминоз, анемия, дис-
трофия по типу гипотрофии. По перинатальному 
контакту ребенок поставлен на учет 06.08.2008 г., 
мать у инфекциониста, педиатра с ребенком не 
наблюдалась. С 2008 по 2010 г. документация на 
ребенка отсутствует. 06.02.2010 г. ребенок об-
следован: ИФА(-) 03.11.2010 г., ИБ(-) 03.11.2010 г., 
ПЦР к ВИЧ (-) 03.11.2010 г. – снят с учета по пе-
ринатальному контакту 26.11.2010 г. ИФА ВИЧ (-) 
от 24.01.2013 г., от 24.01.2014 г. На первичном уче-
те по В-23 с 12.11.2015 г., на диспансерном учете 
с 16.11.2015 г. Обследован для стационарного лече-
ния в психиатрической больнице (для оформления 
инвалидности). 

Проведенное исследование позволило иденти-
фицировать вирус ВИЧ в клинических образцах, 
отправленных на экспертизу. Для всех образцов 
была получена нуклеотидная последовательность 
искомого региона удовлетворительного качества, 
пригодная для дальнейшего анализа. Для опре-
деления филогенетических связей был проведен 
филогенетический анализ изолятов, полученных 
от пациентов, относительно которых проводилось 
расследование, и от контрольных образцов (check 
sample), полученных ранее Научно-исследова-
тельским институтом эпидемиологии и микробио-
логии им. Пастера из Новгородского центра по 
профилактике и борьбе со СПИД и инфекцион-
ными заболеваниями «Хелпер». Результаты фило-
генетического анализа с применением алгоритма 
Neighbor-joining представлены на рисунке. 

При анализе результатов можно выделить 
сгруппированные в отдельный кластер образцы, 
полученные от матери, отца и ребенка, что указы-
вает на тесные родственные связи изолятов виру-
са, выделенного из клинического материала этих 
пациентов, между собой. На рисунке этот кластер 
обведен сплошной линией. Остальные проана-
лизированные изоляты ВИЧ-1 кластеризуются в 
отдельные от вышеописанных образцов группы. 
Это позволяет достоверно утверждать, что между 
вышеописанной группой и группой контроля от-
сутствует тесная филогенетическая связь, что дает 
возможность сделать вывод о внутрисемейном ин-
фицировании ВИЧ ребенка одним из родителей.

Применение молекулярно-биологических ме-
тодов для расследования случаев инфицирования 
осложняется тем, что анализ изолятов проводится 
в относительно гомогенной группе с неизвестным 
промежутком времени между заражением и вре-
менем проведения анализа, а также с возможнос-
тью множественного взаимного инфицирования 
между родителями как до, так и после случая за-
ражения ребенка, в то время как эволюция вируса 
зависит в том числе от индивидуальных особенно-
стей хозяина и от стадии заболевания [10].

При анализе общая нуклеотидная идентичность 
в семье составила 96,1%±2,3%, однако образцы, 
полученные от матери и ребенка, показали более 
высокий процент сходства – 98,4%, в то время как 
процент нуклеотидной идентичности между от-
цом и матерью составил 96,2%, а между отцом и ре-
бенком – 94,2% соответственно. Таким образом, 
мать, отец и ребенок заражены изолятом ВИЧ-1, 
происходящим из одного источника, при этом ре-

Рис. Дендрограмма, характеризующая 
филогенетические отношения изолятов ВИЧ-1, 
выделенных на территории Новгородской области  
в 2014–2016 гг. Выделена семья, относительно которой 
проводили анализ
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бенок был инфицирован матерью, что подтверж-
дается высокой гомологией нуклеотидных после-
довательностей ВИЧ-1, полученных в результате 
анализа из клинического материала пациентов. 

ВИЧ-1 в обследованной семье принадлежит к 
субтипу А1 вариант IDU-A, наиболее распростра-
ненному в Российской Федерации. Ни в одном из 
образцов не были выявлены мутации лекарствен-
ной устойчивости, однако показан ряд полиморф-
ных вариантов в проанализированных регионах 
генов протеазы и обратной транскриптазы, как 
сходных у всех членов семьи (PR: M36I, R41K, 
H69K, L89M, I93L; RT: V35T, T39K, S68G, K122E, 
K173L, Q207A, R211S, E248D), так и отличающих-
ся. Особенно интересно при этом отметить, что у 
ребенка были выявлены варианты родительских 
мутаций, например, у матери и отца в гене протеа-
зы присутствует мутация K14R, которая у ребенка 
трансформировалась в вариант K14KR, или поли-
морфный вариант у отца G16A, у матери G16E, а у 
ребенка G16EG. При этом у ребенка не выявлены 
новые, по сравнению с родительскими, мутации 
изолята ВИЧ-1, однако показана утеря полиморф-
ных вариантов. Так, не была выявлена мутация, 
представленная в гене обратной транскриптазы у 
отца в варианте Q174KR, у матери Q174KQR.

Установлено, со слов матери, что инфицирова-
ние могло произойти летом 2015 г., когда ребенок, 
катаясь на роликовых коньках, получил травму 
острым предметом. При падении ребенку глубоко 
под ноготь попал осколок стекла, серьезно травми-
ровав палец (следы травмы в виде шрама у ребен-
ка зафиксированы врачом при осмотре). Во время 
попытки вытащить стекло из раны при оказании 
помощи ребенку мать также травмировалась. Та-
ким образом, вероятно, был достаточно продолжи-
тельный контакт раневой поверхности ребенка с 
вируссодержащей кровью инфицированной ма-
тери. Однако ребенок не был доставлен на прием 
к инфекционисту для экстренной профилактики 
ВИЧ-инфицирования. 

 Полученные данные анамнеза подтверждают 
результаты молекулярно-филогенетического ана-
лиза, а также свидетельствуют о низкой привер-
женности не только к АРВТ, но и к обследованию 
здоровья в целом лиц с низким социальным стату-
сом.

Заключение

В результате анализа филогенетических свя-
зей изолятов ВИЧ показано, что источником ин-
фицирования ребенка 8 лет, рожденного и про-
живающего в социально неблагополучной семье с 
ВИЧ-инфицированными родителями, является его 
мать. Путь передачи инфекции парентеральный, 
посредством случайной единовременной травмы 
матери и ребенка.

Молекулярно-филогенетический анализ с ис-
пользованием рутинных методов определения ре-
зистентности ВИЧ к антиретровирусным препара-
там позволяет расследовать случаи инфицирова-
ния ВИЧ, определяя источник заражения. 
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