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Аннотация
Цифровая ПЦР является одним из наиболее перспективных методов оценки эффективности терапевтических вмеша-

тельств, направленных на элиминацию провирусных резервуаров и излечение ВИЧ-инфекции. В нашей работе мы адаптиро-
вали метод для его реализации среди геновариантов ВИЧ-1, циркулирующих на территории Российской Федерации.

Abstract
Digital PCR is one of the most promising methods for assessing the effectiveness of therapeutic interventions aimed at elimi-

nating proviral reservoirs and curing HIV infection. In our work, we adapted the method for its implementation among HIV-1 genovar-
iants circulating in the Russian Federation.

Введение
Персистенция провирусных резервуаров ВИЧ-1 в организме инфицированного человека является глав-

ной проблемой на пути к излечению ВИЧ-инфекции [1]. Разрабатываемые терапевтические вмешательства, 
направленные на элиминацию провирусных резервуаров, требуют точных методов их количественной оцен-
ки [2]. Одним из таких методов является Intact Proviral DNA Assay (IPDA), изначально разработанный для суб-
типа B [3].

В связи с критической важностью учета генетического разнообразия ВИЧ-1 для точной количественной 
оценки провирусных резервуаров целью работы стала разработка и валидация метода на основе IPDA для оцен-
ки представленности и интактности провирусных резервуаров в мононуклеарах периферической крови (МПК) 
у наивных лиц, живущих с ВИЧ (ЛЖВ), инфицированных наиболее распространенными геновариантами ВИЧ-1 
на территории РФ: субтипами A6, B и CRF63_02A6.

Материалы и методы
Цифровая ПЦР проводилась на приборе Qiagen QIAcuity dPCR. Праймеры и зонды для провирусных ми-

шеней были сконструированы с учетом циркулирующих геновариантов ВИЧ-1 на территории РФ. Консерватив-
ность праймеров и зондов оценивалась с помощью интегрального показателя:

Консервативность = Полная гомология (%) × α + Гомология 3´-конца (%) × β,

где α = 0,3 для праймеров и 1,0 для зондов, β = 0,7 для праймеров и 0,0 для зондов.
Для  предварительной валидации использовались плазмида, содержащая полный геном ВИЧ-1, а  также 

«дефектные» плазмиды, имитирующие дефекты в выбранных участках-мишенях. Для валидации на биологиче-
ских образцах использовалась геномная ДНК (гДНК), выделенная из МПК, которые были выделены из цельной 
крови 104 наивных ЛЖВ из Красноярского и Приморского краев. Первичный анализ данных проводился с ис-
пользованием QIAcuity Software Suite Ver. 3.0.0.0. Статистические анализы проводились с помощью GraphPad 
Prism version 10.4.2 for Windows.

 *  © А. И. Мурзин, К. А. Елфимов, А. В. Тотменин, Н. М. Гашникова, Д. П. Зырянова, Л. Г. Готфрид, В. Е. Екушов, М. Р. Ха
ликов, 2025



Вирусология 431

Результаты и обсуждение
Первым шагом для достижения цели была разработка праймеров и зондов с высокой степенью консерва-

тивности среди наиболее распространенных геновариантов ВИЧ-1 на территории РФ (см. таблицу).

Интегральный показатель консервативности наборов  
праймеров и зондов для целевых участков-мишеней

Наборы 5´LTR/Gag 3´Pol Env
Геновариант F P R F P R F P R

A6 (n = 197) 95,7 93,4 99,7 99,4 86,3 95,1 92,2 86,3 97,7
B (n = 52) 95,4 82,6 100,0 97,2 63,0 96,7 65,4 60,9 96,1
CRF63_02A6 (n = 30) 100,0 93,3 100,0 100,0 96,7 99,0 92,7 83,3 99,0
Всего (n = 279) 96,1 91,6 99,8 99,1 83,5 95,8 87,7 81,7 97,6

Затем был проведен ряд тестовых анализов на плазмидах, чтобы оценить формирование кластеров для де-
фектных и интактных провирусов. Полученные нами результаты совпали с ожидаемым формированием класте-
ров. Поэтому следующим этапом стал расчет Limit of Blank (LoB), Limit of Detection (LoD) и DNA Shearing Index 
(DSI) нашего метода. Для расчета LoB были проанализировали 40 образцов гДНК от ВИЧ-отрицательных доно-
ров. При анализе были зарегистрированы только единичные сигналы флуоресценции из кластеров, характерных 
для дефектных провирусов, что привело к LoBдеф. = 6,72 и LoBинт. = 0. Для расчета LoD были проанализировали 
8 последовательных 2-кратных разведений полногеномной плазмиды от 128 до 1 копии в 20 повторах для каждого 
разведения. LoD был определен на уровне 8 копий (SD = 2,964), что в совокупности с рассчитанными LoB приве-
ло к LoDдеф. = 11,6 и LoDинт. = 4,876. Рассчитанный медианный DSI составил 0,37 (МКР: 0,35–0,40).

При анализе биологических образцов от наивных ЛЖВ медианные значения количества дефектных и ин-
тактных провирусных резервуаров составили 2532 копии/106 МПК (МКР: 917–7207) и  153,3 копии/106 МПК 
(МКР: 0–841,2) соответственно. Потеря сигнала наблюдалась в 12 из 104 случаев (11,5 %), причем все случаи 
были связаны с набором праймеров и зондов на участок 3´Pol.

Полученные нами результаты продемонстрировали эффективность представленного метода для исследо-
вания провирусных резервуаров в МПК у ЛЖВ, инфицированных геновариантами, циркулирующими на терри-
тории РФ.
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