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1 Введение

Врачам-клиницистам при тестировании пациентов на ВИЧ-инфекцию и при ведении ВИЧ-инфицированных пациентов постоянно приходится сталкиваться с вопросами назначения и интерпретации лабораторных тестов. Это может вызвать затруднения у врачей, имеющих небольшой опыт работы в данной проблеме.
В настоящем пособии рассмотрены клинические аспекты лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции, касающиеся постановки диагноза, слежения за ее течением, назначения и мониторинга эффективности антиретровирусной терапии (АРТ). Вопросы лабораторной диагностики оппортунистических инфекций оставлены за рамками настоящего пособия.
1.1 Задачи лабораторной диагностики при ВИЧ-инфекции
Лабораторная диагностика при ВИЧ-инфекции направлена на решение двух основных задач:

1) определить ВИЧ-статус пациента (инфицирован /не инфицирован ВИЧ);
2) следить за течением ВИЧ-инфекции и выбирать тактику ведения ВИЧ-позитивного пациента (путем определения стадии ВИЧ-инфекции и прогноза ее течения, формулировки показаний к назначению медикаментозной профилактики оппортунистических инфекций и АРТ, а также проведения контроля эффективности АРТ).
1.2 Строение ВИЧ: что же мы определяем лабораторно?
ВИЧ – сложный РНК-содержащий вирус. Как видно из рис. 1, ВИЧ состоит из нуклеокапсида (включающего 2 нити минус РНК, вирусные ферменты и структурные оболочечные белки) и суперкапсида (липидная оболочка с включенными в нее гликопротеидами).
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Рис. 1. Строение ВИЧ
ВИЧ относится к семейству ретровирусов, подсемейству лентивирусов, имеет 2 типа (распространенный ВИЧ-1 и более редкий ВИЧ-2) и субтипы, объединенные в группы, – М-группа (суптипы от А до К) и редкие О- и N- группы. 
В клинической практике доступны тесты для выявления:

· нуклеиновых кислот ВИЧ: РНК вирусов, находящихся в плазме, и ДНК ВИЧ, интегрированной в геном клетки хозяина, а также определение последовательности нуклеотидов в нуклеиновой кислоте ВИЧ;

· вирусных белков, например, р24 антигена;

· антител к ВИЧ: общих и антител к отдельным белкам вируса.

Кроме того, к понятию лабораторной диагностики ВИЧ традиционно относят определение количества CD4 лимфоцитов плазмы крови, как основной клетки-мишени, поражаемой ВИЧ.

Исследование генетической однородности субтипов ВИЧ, выделенных от различных источников, использует иммуноэпидемиология для слежения за циркуляцией штаммов ВИЧ в популяциях. В Беларуси циркулирует главным образом ВИЧ-1 субтипов А, В и рекомбинантного А/В.
1.3 Естественное течение ВИЧ-инфекции: клинико-лабораторные параллели
Схема естественного течения ВИЧ-инфекции представлена на рис. 2.
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Рис. 2. Естественное течение ВИЧ-инфекции
После заражения ВИЧ вирус разносится макрофагами лимфогенным путем по организму и уже на 1-5 сутки от момента заражения определяется в крови. С этого времени вновь инфицированный ВИЧ человек становится заразным для окружающих. Вирус активно размножается в крови и вскоре отмечается максимальный пик виремии (VL, красная линия на графике). 

В среднем через 10-14 дней от заражения (у некоторых пациентов – через 3–4 недели, а в отдельных случаях – через период до 6 месяцев) организм в ответ на внедрение вируса развивает специфический иммунный ответ, и в крови появляются антитела к ВИЧ (Ab, голубая пунктирная линия на графике). Антитела нейтрализуют большую часть вирусов, и виремия резко снижается. Период от появления виремии до появления специфических антител называется «серологическим окном». В этот период человек представляет высокую заразность (т.к. виремия максимальна), а диагностировать у него ВИЧ можно только с помощью тестов, определяющих антигены или нуклеиновую кислоту ВИЧ (т.к. антитела отсутствуют).

В период максимальной виремии у ВИЧ-инфицированного пациента могут появится клинические проявления острой ВИЧ-инфекции (острый ретровирусный синдром), чаще в виде гриппоподобного или мононуклеозоподобного синдромов.

После снижения виремии и исчезновения симптомов острой ВИЧ-инфекции наступает обычно длительная асимптомная стадия. Клинических симптомов ВИЧ-инфекции нет или они минимальны (например, лимфаденопатия). Вместе с тем, в организме ежедневно образуются миллиарды новых вирусов и иммунная система напряженно работает, удаляя их. Виремия в этот период минимальна (вплоть до неопределяемой), может незначительно повышаться на фоне общего ослабления организма (например, во время острой респираторной инфекции или вакцинации), но затем снова снижается. Количество CD4 лимфоцитов плазмы крови (основная клетка-мишень, поражаемая ВИЧ) в пределах нормальных значений.
Через годы клинической латенции наступает момент срыва компенсаторного механизма удаления вновь синтезируемых вирусов их организма, и количество вируса в крови растет. Неконтролируемое поражение вирусами CD4 лимфоцитов в конечном итоге приводит к снижению количества CD4 лимфоцитов в плазме крови – развитию Т-клеточного иммунодефицита. Появляются клинические проявления иммунодефицита, то есть наступают симптомные стадии ВИЧ инфекции (на графике обозначены как пре-СПИД и СПИД). Определение момента начала прогрессирования ВИЧ-инфекции (по клиническим и иммунологическим критериям) важно для своевременного старта лечения АРТ.
1.4 Лекарственная резистентность ВИЧ
Под лекарственной резистентностью понимают устойчивость ВИЧ к АРВ препаратам. 
Причинами формирования резистентности являются: 1) высокая генетическая вариабельность популяции ВИЧ и относительная подвижность этих вариантов в присутствии одного или более АРВ препаратов и 2) присутствие АРВ препаратов в субоптимальной концентрации, создающей селективное давление. Лекарственная резистентность формируется только при сочетании двух этих факторов (репликации вируса при наличии субоптимального лекарственного пресса), что обычно наблюдается в условиях некачественного проведения АРТ при низкой приверженности пациента к лечению.
Резистентность подразделяют на первичную, которая определяется у АРТ-наивных пациентов (т.е. вирус имеет резистентность уже к моменту инфицирования человека), и вторичную, которая развивается в процессе применения АРТ у данного конкретного пациента. Частота первичной резистентности зависит от интенсивности предшествующего применения АРТ в отдельном регионе, в развитых странах в среднем составляя 10-20%. Частота первичной резистентности более 5% считается высокой.
Главная причина формирования резистентности ВИЧ к АРВ препаратам в процессе АРТ – это неадекватная приверженность пациента к лечению. 

Клиническими последствиями развития резистентности в процессе АРТ являются констатация вирусологической неэффективности текущей схемы АРТ, появление ограничений в последующем выборе препаратов и возможность передачи резистентных штаммов в популяции.

Развитие резистентности в процессе АРТ зависит от генетического барьера препаратов (числа мутаций, необходимых для развития резистентности) и коэффициента ингибирования ВИЧ препаратами (показателя, отражающего насколько легко при снижении концентрации препарата происходит вхождение в зону селективного давления, где развиваются мутации резистентности). Число мутаций, необходимых для развития резистентности, составляет: для всех ННИОТ и 3TC – единичная мутация (быстрое развитие резистентности), для большинства НИОТ и некоторых ИП – 2-4 мутации (среднее развитие), для многих ИП (LPV/r, ATV, DRV) – 5 и более мутаций (медленное развитие). Низкий генетический барьер имеют препараты ННИОТ, высокий – ИП, очень высокий – бустированные ритонавиром ИП.

Стартовая схема АРТ должна иметь максимальную эффективность, в том числе и с позиций возможного развития резистентности.
При отмене АРВ препарата, к которому развилась резистентность, мутантный штамм ВИЧ перестает быть доминантным, поэтому при лабораторном исследовании может перестать определяться. Но это наблюдаемое «восстановление чувствительности к препарату» является весьма относительным, поскольку при возобновлении приема данного препарата сохраняющиеся в департментах мутантные штаммы могут получить конкурентное преимущество и снова перейти в доминантное состояние. Вероятно поэтому повторное назначение того же АРВ препарата значительно менее эффективно, чем первое назначение.

1.5 Тесты для лабораторной диагностики при ВИЧ-инфекции

К тестам для лабораторной диагностики при ВИЧ-инфекции можно отнести:

1) тесты для постановки диагноза ВИЧ-инфекции:

· скрининговые для определения антител к ВИЧ (антител и антигенов ВИЧ): иммуноферментный анализ (ИФА), быстрые тесты;
· подтверждающие для определения антител к ВИЧ: иммунный блотинг (ИБ);

· методы амплификации нуклеиновых кислот ВИЧ: качественная ПЦР (ДНК-ПЦР) в культуре лимфоцитов крови;
2) тесты для слежения за течением ВИЧ-инфекции:

· методы амплификации нуклеиновых кислот ВИЧ: количественная ПЦР (РНК-ПЦР, вирусная нагрузка) в плазме;
· определение иммунного статуса: CD4 лимфоциты в плазме крови;
3) тесты для определения лекарственной резистентности.
Выделение культуры вируса в клинической практике практически не используется (применяется обычно в исследовательских целях), поэтому в данную классификацию данный метод не включен.
Ниже будут более подробно рассмотрены указанные тесты для лабораторной диагностики при ВИЧ-инфекции, а затем – их клиническое применение.
2 Лабораторные тесты 

2.1 Иммуноферментный анализ
Иммуноферментный анализ (ИФА, англ. – EIA или ELISA) подразумевает определение суммарных антител и/или антигенов ВИЧ в биологических жидкостях. 
Биологические жидкости, в которых можно определять антитела к ВИЧ:
· сыворотка крови, полученная путем центрифугирования цельной крови, – наиболее распространено определение антител именно в сыворотке крови;
· цельная капиллярная кровь, взятая из пальца;
· транссудат слизистой полости рта, собранный с помощью специальной пластинки (тесты OraSure, Oral Fluid, OMT-EIA);
· моча (быстрый тест Calypte HIV-1 Test  для постановки врачом);

· вагинальные выделения (быстрый тест Wellcozyme для определения IgG у жертв изнасилования).
Принцип метода ИФА-диагностики представлен на рис. 3.
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Рис. 3. Принцип постановки иммуноферментного анализа (ИФА)

Существуют несколько поколений тестов для ИФА (табл. 1). Тесты всех поколений выявляют общие (суммарные) антитела к ВИЧ, а тесты 4 поколения – еще и р24 антиген ВИЧ («комбинированный тест»).
Таблица 1 – Характеристика тестов для ИФА различных поколений 
	поколение тестов
	определение Ab
	определение Ag

	первое
	основаны на нативном вирусе
	нет

	второе
	основаны на рекомбинантных белках или синтетических пептидах
	нет

	третье
	в качестве конъюгата меченные белки ВИЧ
	нет

	четвертое
	в качестве конъюгата меченные белки ВИЧ
	определяют р24 антиген


В Беларуси в последнее время применяются ИФА тесты 3 и 4 поколений. Они обладают высокой чувствительностью – приближающейся к 100% (то есть вероятность получения ложноотрицательного результата практически исключается) и чуть более низкой специфичностью – около 98-99% (то есть у небольшой части обследованных, до 2%,   результат будет ложноположительным). Поэтому ИФА считается не диагностическим, а скрининговым тестом, и при получении положительного результата ИФА-теста  следует провести подтверждающий тест (иммуноблотинг). 

ИФА тесты 4 поколения позволяют выявить кровь ВИЧ-позитивного человека уже вскоре после появления виремии, включая большую часть периода «серологического окна», когда антитела еще не наработаны, но в крови уже имеется р24 антиген (рис. 4). Поэтому в Беларуси ИФА тесты 4 поколения используются при тестировании донорской крови.
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Рис. 4. Возможности различных тестов в раннем выявлении ВИЧ-инфекции [цит. по Р.Торстенссону, Шведский институт по контролю за инфекционными заболеваниями, 2005]
Определение р24 антигена ранее (до появления ДНК ПЦР) применяли также для диагностики ВИЧ-инфекции у детей, рожденных ВИЧ-позитивными матерями, поскольку у таких детей в первые месяцы жизни (до 18 месяцев) могут циркулировать как собственные, так и материнские антитела, следовательно, определение антител не имеет большой информативности. Также определение р24 антигена использовали в качестве экономичного способа определения вирусной нагрузки в условиях ограниченных ресурсов.

2.2 Иммуноблотинг
Иммуноблотинг (ИБ, англ. – western blot, WB) подразумевает определение антител к отдельным белкам ВИЧ в биологических жидкостях.
По своей сути метод ИБ схож с ИФА. Отличие состоит в том, что сыворотку пациента добавляют не в лунку с адсорбированным «общим» антигеном ВИЧ, а вносят на панель с отдельными вирусными белками, которые предварительно были электрофоретически «разогнаны» на отдельные фракции сообразно их молекулярной массе. То есть в результате постановки ИБ мы получаем заключение о наличии в образце не общих антител к ВИЧ, а антител к отдельным белкам ВИЧ-1, в том числе к белкам сердцевины вируса (p17, p24, p55), гликопротеинам оболочки (gp41, gp120, gp160) и ферментам (p31, p51, p66).
Принцип метода ИБ представлен на рис. 5.
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	1. Электрофоретическое разделение белков ВИЧ-1 (стандартный реагент) по их молекулярной массе

2. Инкубация с добавлением исследуемой сыворотки – специфическое соединение белков ВИЧ с соответствующими отдельными антителами к ВИЧ из добавленной сыворотки

3. Инкубация с добавлением меченных ферментом антител к человеческим Ig
4. Детекция окрашенных полос




Рис. 5. Принцип постановки иммуноблотинга (ИБ) [цит. по Э. Фаучи, К. Лэйн, 2003]
Критериями положительного результата ИБ являются:

· по ВОЗ: сочетание 2 полос, соответствующих gp41 и gp120/gp160;
· по CDC/APHL: сочетание 2 полос, соответствующих любым 2 из 3 антигенов ВИЧ – p24, gp41, gp120/gp160.
Критерием отрицательного ИБ является отсутствие полос.
Критерием неопределенного ИБ является наличие любых полос, сочетание которых не удовлетворяет критериям положительного результата.
Трактовку результатов ИБ осуществляет врач-лаборант, который выдает клиницисту заключение «ИБ положительный» или «ИБ отрицательный». Примеры интерпретации результатов ИБ приведены на рис. 6.
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	1. Положительный ИБ к ВИЧ-1

2. Отрицательный ИБ (у здорового человека, иммунизированного белками внешней оболочки ВИЧ-1)

3. Сомнительный ИБ (у инфицированного ВИЧ-2)

4. Сомнительный ИБ (наличие антител, перекрестно реагирующих с p24 Ag)

5. Отрицательный ИБ




Рис. 6. Трактовка результатов иммуноблотинга (ИБ) [цит. по Э. Фаучи, К. Лэйн, 2003]

Тесты для ИБ более дороги, чем для ИФА, но обладают значительно более высокой специфичностью. Поэтому ИБ не применяется для скрининга, а является подтверждающим тестом при получении положительного результата в ИФА. При проведении обследования пациента, от момента заражения которого прошло (3 месяцев, по стандартной методике с двукратным тестированием в ИФА и подтверждением в ИБ чувствительность составляет 99,5% (95%CI 98-99,9%), а специфичность – 99,994%. 
Ложноотрицательные результаты определения антител к ВИЧ в ИФА/ИБ у некоторых пациентов (около 0,3% в популяциях с высокой распространенностью ВИЧ-инфекции и <0,001% в популяциях с низкой распространенностью) обусловлены возможностью затягивания периода «серологического окна» до 6 месяцев, появления серореверсии на поздних стадиях ВИЧ-инфекции или у длительно получающих АРТ пациентов, идиопатической «атипичной иммунной реакцией», агаммаглобулинемией, инфицированием штаммом ВИЧ-2 или ВИЧ-1 О- или N- групп, а также возможностью технической или канцелярской ошибки.
Ложноположительные результаты определения антител к ВИЧ в ИФА/ИБ являются казуистикой (частота встречаемости 0,0004-0,0007%) и могут быть обусловлены появлением аутоантител, обнаружением поствакцинальных антител (у пациентов, участвующих в клинических испытаниях вакцин против ВИЧ), а также возможностью технической или канцелярской ошибки. Ложноположительный результат можно заподозрить, если у пациента отсутствуют факторы риска инфицирования ВИЧ, не определяется вирусная нагрузка и показатели количества CD4 лимфоцитов в пределах нормы. В этом случае серологическое обследование следует провести повторно.
Кроме всего прочего, пациенты могут сообщать врачу ложные сведения о якобы отрицательных результатах теста на ВИЧ (что наблюдается достаточно часто при фиксировании пациента на «стадии отрицания» нормальной реакции принятия диагноза) или о якобы положительных результатах теста (пациенты с синдромом Мюнхгаузена).
Неопределенные результаты ИБ получают достаточно часто – в 4-20% случаев. Неопределенный результат ИБ может быть обусловлен обследованием во время сероконверсии (обычно первыми появляются антитела к р24, затем – другие) или на поздних стадиях ВИЧ-инфекции (когда обычно исчезают антитела к белкам сердцевины), при наличии перекрестно реагирующих неспецифических антител (при коллагенозах, васкулитах, других аутоиммунных заболеваниях, лимфомах, заболеваниях печени, инъекционном потреблении наркотиков, рассеянном склерозе, во время беременности и после недавней иммунизации), при инфицировании штаммом ВИЧ-2 или ВИЧ-1 О- или N- групп, при обнаружении поствакцинальных антител (у пациентов, участвующих в клинических испытаниях вакцин против ВИЧ), а также возможностью технической или канцелярской ошибки.
При получении неопределенного результата ИБ рекомендуется оценить риск инфицирования ВИЧ у данного пациента, провести повторное серологическое тестирование (у не имеющих риска инфицирования пациентов – через 3 месяца, у имеющих риск инфицирования пациентов – через 1, 2 и 6 месяцев) и предложить пациенту принимать меры по профилактике передачи вируса вплоть до подтверждения его отсутствия. В спорных случаях возможно тестирование на наличие ДНК ВИЧ в качественной ПЦР (см. ниже).
2.3 Быстрые тесты
Быстрые тесты (или экспресс тесты) позволяют выявлять антитела к ВИЧ быстро (за 10-30 минут) и без использования специальной лабораторной техники.

Быстрые тесты выявляют антитела к ВИЧ, методики их постановки разнятся. 
В табл. 2 приведена информация об экспресс-тестах на ВИЧ, на рис. 7 – пример использования наиболее распространенного теста OraQuick.
Таблица 2 – Экспресс-тесты на ВИЧ, одобренные FDA [цит. по Дж. Бартлетту, 2006]
	тест
	производитель
	образец 
	требования к лаборатории (CILA)
	чувствительность, %
	специфичность, %
	что определяет
	время постановки

	OraQuick
	OraSure Technologies 
	Кровь *
Плазма

Транссудат слизистой ротовой полости
	Простые (не требуют сертификации) **
	99,6

99,6

99,6
	99,8

99,8

99,7
	ВИЧ-1 и 2
	20 мин

20-40 мин

	UniGold Recombigen
	Trinity Biotech
	Кровь *
Плазма

Сыворотка


	Простые (не требуют сертификации) **
	100

100

100
	99,7

99,8

99,8
	ВИЧ-1
	10 мин



	Reveal G2
	MedMira Inc.
	Плазма

Сыворотка


	Средней сложности
	99,8

99,8
	99,1

98,6
	ВИЧ-1
	5 мин



	Multispot HIV-1/HIV-2

HIV-2
	Bio-Rad Labs
	Сыворотка

Сыворотка
	Средней сложности
	100

100
	99,9
	Различает ВИЧ-1 и ВИЧ-2
	15 мин


* при исследовании образца крови не требуется проводить центрифугирование или использовать другое лабораторное оборудование
** не требуется наличия специального образования у медицинского персонала, контроля качества проведения тестов и профессионального уровня персонала, могут проводиться в лабораториях, клиниках, машинах медслужб, кабинетах врачей и т. п.
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	Тестполоска OraQuick® 

методика использования:

· специальным скарификатором взять из пальца каплю цельной капиллярной крови, 

· перенести во флакон c буфером и перемешать,

· через 20 минут в окошке можно считывать результат.




Рис. 7. Принцип постановки быстрого теста OraQuick [цит. по A.M. Khalsa, Pacific AIDS Education and Training Center KECK School of Medicine, 2003]

Чувствительность и специфичность быстрых тестов составляют 99-100%, то есть эти показатели сопоставимы с получаемыми в ИФА. Отрицательный результат тестирования свидетельствует об отсутствии антител к ВИЧ и не нуждается в подтверждении другими тестами. При положительном результате быстрого теста диагноз ВИЧ-инфекции должен быть обязательно подтвержден по стандартной методике (с использованием ИФА и ИБ). При получении неопределенного результата тестирование следует провести повторно через месяц.
Быстрые тесты применяют:

· для экстренного уточнения ВИЧ-статуса в медучреждениях (обследование беременных, поступивших рожать с неизвестным ВИЧ-статусом, и обследование биоматериала при профессиональных контактах);
· для обследования пациентов, которые с малой вероятностью придут за результатами тестирования, в том числе посетителей венерологических клиник и пациентов, которым оказывается неотложная помощь;
· для домашнего использования (неоднозначное отношение в мире).
Методикой постановки быстрого теста должен владеть любой медработник, оказывающий экстренную помощь, работающий с беременными или вступающий в контакт с кровью пациента – например, акушер дежурной бригады или врач приемного покоя.
В комплект теста для домашнего использования входит информационный буклет для пациентов, где разъяснена техника постановки теста.

2.4 Полимеразная цепная реакция
Полимеразная цепная реакция (ПЦР, англ. – PCR) подразумевает определение нуклеиновых кислот (РНК или ДНК) ВИЧ в биологических жидкостях.
Принцип метода ПЦР-диагностики представлен на рис. 8.
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Рис. 8. Принцип постановки полимеразной цепной реакции (ПЦР)
При ВИЧ-инфекции используются два варианта ПЦР: качественная и количественная, или вирусная нагрузка (табл.3). 
Таблица 3 – Характеристики качественной и количественной ПЦР, используемых для диагностики ВИЧ
	
	что определяет
	материал для исследования
	клиническое использование

	качественная
	«ДНК-ПЦР»: наличие ДНК ВИЧ, интегрированного в геном клетки-мишени (лимфоцита) – резервуара инфекции
	культура лимфоцитов крови
	- определение ВИЧ-статуса в случаях, когда использование для этих целей ИФА/ИБ некорректно


	количественная 

(вирусная нагрузка)
	«РНК-ПЦР»: наличие РНК свободных вирионов ВИЧ, находящихся в плазме
	плазма крови
	- прогнозирование течения ВИЧ-инфекции у пациентов без терапии;

- контроль эффективности АРТ (стартовая VL и в динамике); 

- выбор тактики ведения ВИЧ-позитивных беременных



Качественная ПЦР проводится с целью определения ДНК ВИЧ в лимфоцитах крови для установления ВИЧ-статуса пациента.

Порог чувствительности выявления ДНК ВИЧ методом качественной ПЦР составляет около 5 копий на 106 клеток. Метод тем не менее считается несколько менее точным для диагностики ВИЧ-инфекции, чем ИФА/ИБ, и используется в следующих случаях:

1) когда использование ИФА/ИБ для установления ВИЧ-статуса некорректно:

· у ВИЧ-экспонированных детей (если у ребенка первых 18 месяцев жизни выявляются антитела к ВИЧ, то неясно чьи они – собственные или материнские); 

· в период «серологического окна» (т.е. когда у инфицированного ВИЧ пациента антитела еще отсутствуют или субопределяемы – см. рис. 4): после профессиональных контактов, при наличии клиники острого ретровирусного синдрома, при тестировании донорской крови (исследование пулированных образцов);
2) для уточнения неопределенных результатов тестирования в ИФА/ИБ.
Для постановки качественной ПЦР с целью установления ВИЧ-статуса ребенка, рожденного ВИЧ-позитивной матерью, не используют пуповинную кровь, так как она может содержать материнскую кровь, а исследуют только кровь ребенка.
Положительный результат ПЦР-определения ДНК ВИЧ в первые 48 часов жизни ребенка позволяет предположить внутриутробное заражение. Вероятность обнаружения ДНК ВИЧ в первые 48 часов жизни ребенка составляет всего 17-38%. Если на первой неделе жизни ПЦР-определение ДНК ВИЧ дает отрицательный результат, а впоследствии – положительный, то считается, что заражение ребенка произошло во время родов. К возрасту 1 месяца ДНК ВИЧ обнаруживается практически у всех инфицированных детей: чувствительность составляет 98%, а специфичность – 99%.

Для постановки диагноза ВИЧ-инфекции ребенку, рожденному ВИЧ-позитивной матерью, обычно проводится двукратное ПЦР-исследование с интервалом 2-3 месяца. Получение отрицательного результата свидетельствует об отсутствии ВИЧ-инфекции, но требует подтверждения путем параллельного получения отрицательного результата в ИФА/ ИБ.
Вирусная нагрузка (ВН, англ. – VL), или количественная ПЦР, проводится с целью определения количества вирусов (РНК ВИЧ) в плазме крови пациента. 
Определение вирусной нагрузки имеет значение для:

· прогноза течения ВИЧ-инфекции (вирусная нагрузка позволяет предсказать скорость снижения количества CD4 лимфоцитов);
· контроля эффективности проводимой АРТ в динамике (вирусологическая эффективность), вирусная нагрузка – самый важный тест для оценки эффективности терапии;
· прогноза вероятности передачи ВИЧ (она выше при высокой вирусной нагрузке) как при профессиональных и половых контактах, так и при передаче ВИЧ от матери ребенку, и, соответственно, для выбора схемы медикаментозной постконтактной профилактики и выбора тактики ведения ВИЧ-позитивных беременных;
· для постановки предварительного диагноза ВИЧ-инфекции пациенту, имеющему симптомы острой ВИЧ-инфекции (диагноз можно предполагать только при обнаружении высокой вирусной нагрузки – выше 100 тысяч копий/мл, и в последующем диагноз следует подтвердить стандартными методами – ИФА/ИБ).
Характеристика используемых для измерения уровня вирусной нагрузки тест-систем представлена в табл. 4.

Таблица 4 – Тест-системы для измерения уровня вирусной нагрузки, одобренные FDA [цит. по Дж. Бартлетту, 2006]
	Торговое название
	Amplicor

HIV Monitor 1.5
	Versant

HIV-1 RNA3.0
	NucliSens

HIV-1 QT

	Производитель 
	Roche
	Bayer
	bioMerieux

	Техника
	ОТ-ПЦР
	рДНК
	NASBA

	Сравнение результатов
	Результаты, получаемые методом ОТ-ПЦР, сравнимы с результатами, получаемыми методом рДНК (Versant) с использованием тест-систем 2.0 и 3.0
	Результаты, получаемые методом рДНК, сравнимы с результатами, получаемыми методом ОТ-ПЦР (Amplicor)
	Результаты, по-видимому, сравнимы с результатами, получаемыми методами ОТ-ПЦР и рДНК, но пока не получе​но достаточно данных

	Преимущества / недостатки
	• Меньше ложноположительных результатов у ВИЧ-отрицательных пациентов по сравнению с тест-системами фирмы Bayer.
	• Занимает меньше времени.

• Хороший динамический диапазон, но выше порог неопределяемой вирусной нагрузки.
	• Может применяться для обнару​жения вируса в тканях и биологи​ческих жидкостях, например, выделениях половых путей.

• Самый большой динамический диапазон.

	Динамический диапазон
	• Стандартный: (Amplicor 1.5) 400-750 000 копий/мл
• Суперчувствительный: (Ultra-Direct 1.5) 50-100 000 копий/мл
	рДНК 3.0: 75-500 000 копий/мл*
	Количественный тест на ВИЧ-1 NucliSens: 176-3 500 000 копий/мл; динами​ческий диапазон зависит от объема

	Подтип вируса
	Тест-система 1.5: от А до G
	от А до G
	от А до G

	Необходимый объем материала для исследования
	• Amplicor: 0,2 мл

• Суперчувствительный: 0,5 мл
	1 мл
	От 10 мкл до 2 мл

	Пробирки
	ЭДТА (пробирка с сиреневой крышкой)
	ЭДТА (пробирка с сиреневой крышкой)
	ЭДТА, гепарин, цельная кровь, лю​бая биологическая жидкость, МКПК, семенная жидкость, ткани и т. д.

	Требования
	Отделить плазму не позже чем через 6 часов после забора крови, перед транспорти​ровкой заморозить при температуре -20°С или -70°С.
	Отделить плазму не позже чем через 4 часа после забора крови, перед транспортировкой заморозить при темпера​туре -20°С или -70°С.
	Отделить сыворотку или плазму не позже чем через 4 часа после забора крови, перед транспорти​ровкой заморозить при температуре -20°С или -70°С.


* нижний порог измерений, установленный FDA, равен 50 копий/мл
Используемые для определения вирусной нагрузки тесты обычно определяют наличие РНК ВИЧ-1 субтипов В или А-G (группа М). Тесты недостаточно точны для выявления ВИЧ-1 групп N или О, а также ВИЧ-2.

Вирусная нагрузка определяется обычно в плазме крови, но некоторыми тестами ее можно определять и в других биологических жидкостях, например, в семенной жидкости, вагинальных выделениях, спинномозговой жидкости, грудном молоке, слюне.

Диапазон определяемых значений вирусной нагрузки различен для разных тест-систем. Минимальный порог определения для используемых в настоящее время в Беларуси тестов составляет 1 500 копий/мл, то есть термин «неопределяемая вирусная нагрузка» не означает отсутствия вируса в крови, а говорит о том, что его количество составляет менее порога определения для данной тест-системы (в нашем случае < 1 500 копий/мл).

Чувствительность теста составляет около 100% при острой ВИЧ-инфекции; специфичность в среднем 97%, но при вирусной нагрузке >10 000 копий/мл приближается к 100%.

Специфичность теста составляет 91-98%, поэтому тест не используется для диагностики ВИЧ-инфекции. Ложноположительные результаты у неинфицированных пациентов регистрируются в 2-9%, обычно показывая низкую концентрацию вируса (<10 000 копий/мл). Диагноз ВИЧ-инфекции, выставленный при обнаружении РНК ВИЧ в крови, должен быть подтвержден стандартными тестами – постановкой качественной ПЦР (определение ДНК ВИЧ) или постановкой ИБ (с повтором ИБ спустя 2-4 месяца после начального сомнительного или отрицательного теста).

Приведенная в табл. 5 градация уровней вирусной нагрузки является в определенной степени условной, но позволяет выделять порог возможного старта прогрессирования ВИЧ-инфекции, при регистрации которого требуется дополнительная оценка клинического статуса и количества CD4 лимфоцитов для решения вопроса о начале АРТ. Вирусная нагрузка в пределах до 5 тысяч копий/мл говорит о низком риске прогрессирования ВИЧ, порог возможного старта прогрессирования составляет > 55 тысяч копий/мл для подростков и взрослых и > 100 тысяч копий/мл (или даже более высокие значения) для детей.
Таблица 5 – Условная градация уровней вирусной нагрузки
	градация уровней
	VL, копий/мл (методом RT-PCR)

	порог определения
	< 50 *

< 1 500 **

	очень низкий уровень
	1 500 - 7 тысяч

	низкий уровень
	7 - 20 тысяч

	умеренный уровень
	20 - 55 тысяч

	порог возможного старта прогрессирования ВИЧ-инфекции
	> 55 тысяч у подростков и взрослых
> 100 тысяч у детей

	высокая вирусная нагрузка
	> 80 - 100 тысяч


* порог определения, достигаемый при использовании некоторых тест-систем и принятый в клинических рекомендациях по оценке эффективности АРТ 

** порог определения для используемых в настоящее время в Беларуси тест-систем
Вирусная нагрузка у мужчин на фоне сохранного иммунитета может быть несколько выше, чем у женщин (до 2 раз), но при снижении количества CD4 лимфоцитов (<300 клеток/мкл) эти различия исчезают. Поэтому при оценке уровня вирусной нагрузки при принятии лечения о начале АРТ пол пациента не учитывают.

Клиническая трактовка результатов определения вирусной нагрузки сложна, так как:

· возможны естественные колебания VL в условиях полного благополучия;
· транзиторное повышение уровня VL могут вызвать появление острого эпизода оппортунистической инфекции или вакцинация;

· определяемый уровень вирусной нагрузки в крови может не отражать уровень вирусной нагрузки в других тканях (например, в эпителии и выделениях из половых путей, в лимфатических узлах, в ЦНС, в ЖКТ).
Поэтому при трактовке результатов определения вирусной нагрузки следует учитывать следующее:
· забор крови на VL следует проводить не ранее чем через 2-4 недели после исчезновения симптомов острой инфекции (если невозможно – то все заборы проводить в примерно схожем клиническом состоянии пациента) или вакцинации;

· исследование крови следует проводить всегда одним и тем же методом в одной и той же лаборатории;
· значимыми колебаниями VL следует считать колебания более чем в 2-3 раза (поскольку 95%CI для результатов теста составляет 0,3-0,5 lg) – например, повышение с 20 тысяч до более чем 40-60 тысяч копий/мл; при сомнениях, выросла ли VL или осталась на прежнем уровне, следует повторить анализ;
· результаты определения VL должны заново перепроверяться перед стартом или изменением АРТ.
Существуют особенности вирусной нагрузки у детей:

· в целом дети имеют более высокие уровни VL, высокой считается VL > 100 тысяч копий/мл;
· при перинатальной ВИЧ-инфекции: при рождении VL обычно не определяется или низкая (до 10 тысяч копий/мл), ко 2 месяцу жизни достигает высоких значений (более 100 тысяч копий/мл), а затем в течение нескольких лет медленно снижается (в течение первых 2 лет в среднем на 0,6 lg в год, в течение следующих 4-5 лет – на 0,3 lg в год).

На основании уровня вирусной нагрузки нельзя судить о степени повреждения функции иммунной системы и о чувствительности вируса к АРВ препаратам.

2.5 Определение количества CD4 лимфоцитов
Определение количества CD4 лимфоцитов проводится методом проточной цитофлюориметрии. Принцип метода:
· в проточном цитометре клетки крови разделяются по их размеру (объему);
· добавленные меченные красителем моноклоновые антитела, соединяясь с комплементарными им CD4 рецепторами лимфоцитов/ моноцитов, вызывают изменение окраски рабочего раствора, что определяется флюориметрически.
Метод является дорогостоящим, стоимость одного исследования в Европе составляет около 50-100 €.
Результаты определения количества CD4 лимфоцитов позволяют судить о степени Т-клеточного иммунодефицита, что необходимо для:
· установления иммунологической категории (стадии) ВИЧ-инфекции (табл. 6), количество CD4 лимфоцитов – это самый надежный показатель констатации прогрессирования заболевания;
· установления показаний для начала и отмены профилактического лечения оппортунистических инфекций; 

· установления показаний для начала АРТ;
· слежения за иммунологическим ответом на АРТ (восстановление количества CD4 лимфоцитов на фоне эффективного лечения).
Таблица 6 – Классификация иммуносупрессии по ВОЗ, 2006 г. 
	иммунологическая категория
	CD4, % от лимфоцитов
	CD4, копий/мл

	
	≤ 12 месяцев
	> 13 месяцев
	≤ 1 года
	1-5 лет
	≥ 6 лет и взрослые

	отсутствие значимой иммуносупрессии
	≥ 30
	≥ 25
	( 1500
	( 1000
	≥ 500

	легкая иммуносупрессия
	25-29
	20-24
	1000-1500
	750-1000
	350-500

	умеренная («продвинутая») иммуносупрессия
	20-24
	15-19
	750-1000
	500-750
	200-350

	выраженная иммуносупрессия
	< 20
	< 15
	< 750
	< 500
	< 200


У подростков и взрослых количество CD4 лимфоцитов традиционно выражают в клетках/мкл. У детей до наступления второго лейкоцитарного перекреста абсолютное количество CD4 лимфоцитов меняется в зависимости от возраста, снижаясь до «нормальных взрослых» значений только примерно к 6 годам. Так у детей первых 5 лет количество CD4 лимфоцитов выражают не в абсолютных значениях, а в процентах от лимфоцитов, поскольку этот показатель относительно стабилен. 
При проточной цитофлюориметрии определяется процентное содержание CD4 лимфоцитов, а затем, располагая данными о количестве лимфоцитов и лейкоцитов в крови, производят пересчет в абсолютные значения. Пример пересчета. Результаты обследования ребенка 2-х лет: лейкоциты – 8 х 109/л, лимфоциты – 50%, CD4 клетки – 25%. Абсолютное количество CD4 лимфоцитов = 8 х 109/л х 50% х 25% = 1 х 109/л, или 1000 х 106/л (1000 клеток/мкл). То есть ребенок имеет нижнюю границу нормальных значений CD4 лимфоцитов, как по процентному содержанию (25%), так и по абсолютным значениям (1000 клеток/мкл). Данный пересчет обычно производят уже сотрудники лаборатории, и клиницист получает результат анализа, выраженный как в процентах, так и в абсолютных значениях.
Процентное содержание CD4 лимфоцитов более точно отражает уровень иммуносупрессии, поскольку не происходит суммирования погрешностей, возникающих при измерении трех различных показателей, требующихся для подсчета абсолютного количества CD4 лимфоцитов. По данным лабораторий, проводящих исследования ACTG, результаты определения процентного содержания лимфоцитов CD4 в одном и том же образце крови различались на 18%, а результаты определения абсолютного количества лимфоцитов CD4 – на 25%.
Количество CD4 лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных пациентов, не получающих АРТ, с течением времени снижается. Это снижение происходит в среднем на 4% в год на каждый lg РНК ВИЧ. То есть очень усредненно можно предполагать, что при вирусной нагрузке менее 1,5 тысяч копий/мл количество CD4 лимфоцитов будет снижаться не более чем на 12% в год, а при вирусной нагрузке 100 тысяч копий/мл следует ожидать снижения количества CD4 лимфоцитов на 20% в год.
Клиническая трактовка результатов определения количества CD4 лимфоцитов сложна, так как:

· диапазон нормальных значений CD4 лимфоцитов весьма широкий (табл. 7), в большинстве лабораторий за норму принято количество CD4 лимфоцитов 800-1050 клеток/мкл; диапазон в два стандартных отклонения составляет приблизительно 500–1400 клеток/мкл;

· на уровень CD4 влияет масса посторонних факторов: время суток при заборе (минимальный уровень наблюдается в 12:30, а максимальный – в 20:30), наличие острых заболеваний, операций или вакцинации, прием вызывающих лейкопению лекарств (например, прием интерферона-α для лечения ко-инфекций вирусами гепатитов, прием глюкокортикостероидов) и пр.;
· практически не влияют на количество CD4 лимфоцитов пол, возраст (у взрослых), принадлежность к группам риска, психическое и физическое перенапряжение, беременность;

· количество CD4 лимфоцитов в сыворотке не равно количеству CD4 лимфоцитов в организме (исследуемый нами сывороточный пул составляет около 20% всех CD4 лимфоцитов, находящихся в организме), и резкие изменения могут быть обусловлены перераспределением лейкоцитов между периферической кровью и костным мозгом, селезенкой и лимфоузлами;
· ложнозавышенное количество CD4 лимфоцитов может определяться у пациентов после спленэктомии и при ко-инфекции ВИЧ и HTLV-1;
· при определении CD4 лимфоцитов нет учета их функциональной активности (например, при ВИЧ-инфекции преимущественно поражаются наивные Т-лимфоциты при относительной сохранности клеток памяти);
· лимфоцитарные перекресты у детей затрудняют трактовку абсолютных значений количества CD4 лимфоцитов.

Таблица 7 – Субпопуляции лимфоцитов: диапазоны нормальных значений
	лимфоциты
	ед. измер.
	возраст

	
	
	5 дней –3 мес
	4-8 мес
	1-2 года
	2-5 лет
	>5 лет и взрослые

	общие
	%
	55-78
	45-79
	44-72
	38-64
	-

	
	х 109/л
	2,9-8,8
	3,6-8,8
	2,1-8,3
	2,4-5,9
	1,1-5,9

	CD3
	%
	60-87
	57-84
	53-81
	62-80
	66-76

	
	х 109/л
	2,0-6,5
	2,2-6,5
	1,4-5,4
	1,6-4,2
	0,7-4,2

	CD4
	%
	41-64
	36-61
	31-54
	35-51
	33-41

	
	х 109/л
	1,4-5,1
	1,6-4,6
	1,02-3,6
	0,9-2,9
	0,3-2,0

	CD8
	%
	16-35
	16-34
	16-38
	22-38
	27-35

	
	х 109/л
	0,6-2,4
	0,7-2,5
	0,5-2,2
	0,6-1,9
	0,3-1,8

	B
	%
	12-22

	
	х 109/л
	0,2-1,6

	CD16
	%
	9-16

	
	х 109/л
	0,09-0,9


В связи с вышеизложенным, при трактовке результатов определения количества CD4 лимфоцитов следует учитывать следующее:
· забор крови следует проводить в одно и то же время суток, не ранее чем через 1 неделю после исчезновения симптомов острой инфекции (если невозможно – то все заборы проводить в примерно схожем клиническом состоянии пациента) и не ранее чем через 1 неделю после вакцинации;
· исследование крови следует проводить всегда одним и тем же методом в одной и той же лаборатории;
· и лечащие врачи, и пациенты должны быть осведомлены о вариабельности результатов определения количестваCD4 лимфоцитов (например, если у пациента количество CD4 лимфоцитов составляет 200 клеток/мкл, то 95%CI составляет 118–337 клеток/мкл);

· при принятии клинических решений (например, о начале медикаментозной профилактики оппортунистической инфекции или АРТ) следует оценивать комплексно клиническую картину и результаты определения  количества CD4 лимфоцитов;
· при принятии клинических решений, основанных на результатах определения  количества CD4 лимфоцитов, нельзя делать заключений на основании единственного результата, а следует проводить повторное определение количества CD4 лимфоцитов (через 1-3-6 месяцев в зависимости от состояния пациента) с клинической интерпретацией при получении сходных или объяснимо изменяющихся результатов;
· у детей первых 5 лет следует ориентироваться на процентное содержание CD4 лимфоцитов, а не на абсолютные значения.
На основании обнаружения сниженного количества CD4 лимфоцитов нельзя диагностировать ВИЧ-инфекцию, так как снижение CD4 лимфоцитов возможно при других болезнях (туберкулез, синдром Шегрена, саркоидоз, лучевая болезнь, атопический дерматит, системные заболевания соединительной ткани и васкулиты, прием кортикостероидов, лимфомы и пр.) или даже у относительно здоровых людей (идиопатическая CD4 лимфоцитопения).

В условиях ограниченных ресурсов иногда вместо количества CD4 лимфоцитов определяют общее количество лимфоцитов. DHHS рекомендует рассматривать снижение общего количества лимфоцитов до <1200 клеток/мкл в сочетании с клиническими симптомами ВИЧ-инфекции как показание к началу АРТ, аналогичное снижению CD4 лимфоцитов до <200 клеток/мкл. Если общее количество лимфоцитов находится в пределах 1200–2000 клеток/мкл, то снижение количества CD4 лимфоцитов до <200 клеток/мкл можно заподозрить у пациентов с низким уровнем гемоглобина (≤120 г/л).
2.6 Определение лекарственной резистентности

С помощью существующих тестов возможно определение фенотипической и генотипической лекарственной резистентности.

Определение фенотипической лекарственной резистентности предполагает установление способности ВИЧ выживать при различных концентрациях АРВ препаратов in vitro (резистентность констатируется, если IC50 мутантного вируса превышает IC50 дикого вируса более чем в 5-7 раз). 
Определение генотипической лекарственной резистентности предполагает регистрацию присутствия в геноме ВИЧ мутантных генов, наличие которых сопряжено с формированием фенотипической лекарственной резистентности.

Обычно в научно-исследовательских лабораториях определяют фенотипическую резистентность ВИЧ к АРВ препаратам, а затем устанавливают сопряженные с ее развитием мутации резистентности. Полученные данные накапливаются в банке данных и публикуются для последующего их использования в практике.

В клинической практике методами генетического анализа (секвенирование или гибридизация) определяют мутации в геноме ВИЧ и, владея данными о сопряженности той или иной мутации с развитием фенотипической резистентности, проводят так называемое «виртуальное фенотипирование» с выдачей заключения о резистентности ВИЧ к известным АРВ препаратам. Приблизительно в 20% случаев результат получить не удается из-за отсутствия в банке данных достаточного количества пар «генотип-фенотип», необходимых для виртуального фенотипирования исследуемого штамма.
В Беларуси определение генотипической лекарственной осуществляется с помощью метода секвенирования (от англ. sequence – последовательность) – т.е. определения последовательности нуклеотидов в исследуемом участке генома ВИЧ. Этапами постановки метода являются:

· выделение РНК ВИЧ из образца плазмы крови пациента и накопление РНК ВИЧ с помощью ПЦР;
· электрофоретическое разделение нуклеотидов РНК ВИЧ и их детекция с помощью различных меток;
· определение мутаций путем сравнения полученной последовательности нуклеотидов с референс-образцом при помощи компьютерной программы;
· клиническая трактовка сопряженности выявленных мутаций с развитием резистентности методом «виртуального фенотипирования» при помощи прилагаемой к прибору компьютерной программы или web-ресурсов (доступных на http://www.hopkins-hivguide.org/ или http://hiv-4.stanford.edu/).
Описание мутации включает название аминокислоты дикого вируса, номер кодона мутации и название аминокислоты мутантного вируса. Например, мутация гена обратной транскриптазы К103N означает, что последовательность нуклеотидов в кодоне 103 после мутации соответствует не лизину (К), как у вируса дикого типа, а аспарагину (N). Вирус по отношению к каждому из препаратов классифицируется как чувствительный, умеренно или высоко устойчивый, также возможно применение и более тонкой градации.
Многие специалисты считают, что и методики тестирования, и интерпретация результатов все еще нуждаются в существенном улучшении. Так в клинических испытаниях, в которых сравнивалась эффективность схем «спасения» (то есть назначаемых пациентам, ранее имевшим многократные изменения схем терапии из-за развития их неэффективности), назначенных с учетом результатов исследований резистентности вируса (исследуемая группа) и подобранных в соответствии со стандартными рекомендациями (контрольная группа), были получены разные результаты. В табл. 8 приведены данные о сложностях в проведении и интерпретации тестов для определения резистентности.

Таблица 8 – Сложности в проведении и интерпретации тестов для определения резистентности
	проблема
	комментарии

	определяются только доминантные мутации
	доля мутантных вирусов в популяции ВИЧ для их детекции должна быть более 20%;
не обнаруживаются резистентные вирусы, которые находятся в крови в виде минорных штаммов (менее 20%) и которые сохраняются в «скрытых резервуарах» (ЦНС, латентные CD4 клетки, половой тракт и т.д.)

	определяется наличие мутаций только на данный конкретный момент времени
	обследование не может быть плановым, а приурочивается к моменту наступления вирусологической неэффективности АРТ и проводится обязательно или на фоне приема препаратов, или в первые 2-3 недели от отмены АРТ

	необходим определенный минимальный уровень VL у пациента 
	аналитическая чувствительность теста составляет (500-1 000 копий/мл;

в клинической практике обычно обследование проводится при VL не менее 10 тысяч копий/мл

	имеющиеся тест-системы стандартизованы только для ВИЧ субтипа B
	возможности применения данных тестов для исследования резистентности штаммов ВИЧ других подтипов неизвестны

	сложности в интерпретации генотипических тестов
	обычно требуется доказательство наличия множественных мутаций (исключая резистентность к ламивудину и ННИОТ)

	сложности в интерпретации фенотипических тестов
	пороговые значения чувствительности, определяемые на основании результатов клинических исследований, установлены не для всех препаратов; пороговые значения, установленные для усиленных ритонавиром ИП, справедливы не во всех случаях; фенотипирование менее чувствительно для выявления формирующейся резистентности (смесь
штаммов)

	высокая стоимость
	стоимость определения генетической резистентности в Европе составляет около 250-350 €, фенотипической резистентности – около 600-750 €


Для клинической практики предпочтительнее определение генотипической резистентности, чем фенотипической, поскольку информативность этих двух исследований сопоставима, но генотипирование имеет более низкую стоимость и более короткое время получения результатов теста (обычно до 1-2 недель). В Беларуси определение генотипической резистентности проводится с 2007 года.
Предпочтительнее, чтобы интерпретацию теста на резистентность проводил постоянно этим занимающийся специалист, а не лечащий врач – это значимо повышает клиническую ценность использования тестов.
При установлении мутаций резистентности можно констатировать неэффективность отдельных АРВ препаратов и провести изменение АРТ. Но следует помнить, что по результатам теста можно точно сказать, какие препараты назначать в дальнейшем не следует, но сложнее определить оптимальные препараты для последующего лечения. 

При повторном назначении АРВ препарата ранее леченному им пациенту следует учитывать не только данные определения резистентности (ведь тест может констатировать «ложную чувствительность» ВИЧ к препарату, который имеет мутации резистентности, но на момент исследования находится в минорном состоянии или сохраняется в департментах), но и данные о клинической эффективности данного препарата при предыдущем его использовании. Повторное назначение препарата, к которому ранее была сформирована резистентность, приведет к переходу мутантных штаммов из минорного состояния в доминирующее и развитию неэффективности лечения.
Не все приводящие к формированию резистентности ВИЧ мутации известны, постоянно появляются новые мутации. Следовательно, результаты генотипирования могут не совпадать с фенотипическими свойствами вируса. Поэтому при необнаружении мутаций резистентности к текущим препаратам у пациента с неэффективностью АРТ, развившейся на фоне высокой приверженности к лечению, по возможности следует определять фенотипическую резистентность.

2.7 Забор, хранение и транспортировка материала 
В табл. 9 суммированы данные о заборе, хранении и транспортировке крови для определения вирусологических и иммунологических показателей при ВИЧ-инфекции.
Таблица 9 – Данные о заборе, хранении и транспортировке крови для исследований
	исследование
	объем крови
	анти-коагулянт
	подготовка пробы
	хранение и транспортировка

	Количество  CD4 лимфоцитов
	3-5 мл
	ЭДТА
	перемешать**  и закрыть
	до 4 часов при комнатной tо (не в холодильнике!)

	Качественное определение ВИЧ
	1-2 мл
	ЭДТА *
	перемешать**  и закрыть
	до 4 суток при +2+8оС (не замораживать!)

	Вирусная нагрузка или определение лекарственной резистентности
	2-3 мл
	ЭДТА *
	перемешать и закрыть
	до 6 ч при +2+8оС 



	
	
	
	выделить плазму – центрифугирование со скоростью 80-100 оборотов/мин в течение 20 мин
	до 1 суток при +2+8оС, 

при заморозке: 

-20оС – 1 месяц 

-80оС – 6 месяцев


* нельзя добавлять такие антикоагулянты как гепарин и цитрат натрия, так как они ингибируют ПЦР

** перемешивание необходимо для недопущения образования сгустка, но оно должно быть аккуратным, чтобы не привести к разрушению клеток крови
Оптимально, когда забор крови происходит непосредственно рядом с лабораторией, которая будет выполнять исследования, поскольку длительность и условия хранения и транспортировки материала могут повлиять на результат. Длительность и условия хранения наиболее лимитированы при исследовании образцов крови на количество CD4 лимфоцитов и вирусную нагрузку. 

Хранить кровь для определения количества CD4 лимфоцитов допустимо до 4 часов при комнатной температуре, поскольку при более длительном хранении или при хранении при более низкой температуре происходит разрушение клеток крови, и результат теста будет искусственно занижен. Имеется методика пересчета результатов теста с использованием поправочных коэффициентов на «старение крови» при ее хранении, но все же более достоверный результат будет получен при постановке теста в те сроки от забора крови, которые оговорены инструкцией. Клетки крови могут быть также разрушены при неаккуратном перемешивании и небрежной транспортировке.
Хранить цельную кровь для определения вирусной нагрузки можно также недолго – до 6 часов при температуре холодильника, поскольку содержащиеся в плазме человека РНК-азы будут постепенно разрушать РНК ВИЧ, и вирусная нагрузка при длительном хранении крови будет снижаться. При необходимости более длительного хранения следует отцентрифугировать кровь, отделить плазму и заморозить ее.
Кровь, забранную для качественного определения ВИЧ (в ДНК ПЦР), не следует замораживать, поскольку будут разрушены лимфоциты, в которых и находится интегрированная ДНК ВИЧ. При необходимости длительного хранения крови следует отцентрифугировать ее, отделить монослой лимфоцитов и заморозить.
3 Клиническое использование результатов тестов  

3.1 Определение ВИЧ-статуса

В настоящее время в Беларуси обеспечена широкая доступность тестирования на ВИЧ. В приложении №4 к приказу МЗ РБ от 16.12.1998 г. № 351 определено, что «Право на анонимное и добровольное обследование на наличие антител к вирусу иммунодефицита человека предоставлено любому гражданину, независимо от места жительства, в любом лечебно-профилактическом учреждении, имеющем процедурный кабинет».
Добровольность тестирования на ВИЧ подразумевает либо добровольное включение в тестирование (при наличии желания/ запроса самого пациента), либо добровольное исключение (предложение о тестировании исходит от врача, а пациент имеет  возможность согласиться или отказаться). 
Кроме того, в приложении 8 к приказу МЗ РБ от 16.12.1998 г. № 351 определен «Перечень контингентов, подлежащих обследованию на наличие антител к вирусу иммунодефицита человека», то есть подлежащих обязательному тестированию на ВИЧ. В кратком изложении данный перечень может быть представлен следующим образом:

· доноры;
· иностранные граждане;
· лица из очагов: бывшие в половом контакте с ВИЧ-позитивным или в сходных условиях по риску заражения ВИЧ;
· по клиническим показаниям (при наличии проявлений некоторых оппортунистических инфекций или ряда возможных признаков иммунодефицита) – обследуются как пациенты, так и аутопсийный материал;
· получающие частые гемотрансфузии;
· плацентарная кровь, поступающая на переработку;
· дети ВИЧ-позитивных матерей или оформляющиеся в госучреждения;
· пациенты с инфекциями, передающимися половым путем;
· потребители инъекционных наркотиков, мужчины имеющие секс с мужчинами, женщины секс бизнеса;
· поступившие в следственный изолятор или приемник-распределитель;
· медработники в случае профессионального контакта;
· а также все изъявившие пройти обследование, в том числе анонимно.
Руководство IDSA по оказанию первичной медицинской помощи приводит следующие показания к тестированию на ВИЧ:

· взрослые из групп риска, частота выявления ВИЧ-инфицированных в которых составляет >1%;
· беременные;
· жертвы сексуального насилия;
· контакт с ВИЧ на рабочем месте;
· личное желание пройти тестирование на ВИЧ.
При постановке теста на ВИЧ проводится до- и послетестовое консультирование пациентов, согласно приказу МЗ РБ от 13.12.2001 №712-А «О проведении консультирования по вопросам ВИЧ-инфекции пациентов лечебно-профилактических учреждений». 
Рекомендуемая частота обследования на ВИЧ-инфекцию зависит от конкретной ситуации. Так, пациентам из групп высокого риска обычно рекомендуют обследоваться ежегодно, поскольку они имеют высокие показатели частоты ежегодной сероконверсии (если для населения в целом этот показатель составляет 0,001%, для военнослужащих срочной службы – 0,04%, то для мужчин имеющих секс с мужчинами – 0,5–2% с более высоким риском у молодых, а для потребителей инъекционных наркотиков в регионах с высокой распространенностью ВИЧ-инфекции – 0,7–6%).
Рутинно используемый диагностический алгоритм обследования на ВИЧ-инфекцию включает определение антител в ИФА, выполненном двукратно, с последующим подтверждением в ИБ. 
Обобщенная диагностическая схема представлена на рис. 9, детали наблюдения при различных результатах первичного тестирования в ИФА и ИБ описаны в приложении 12 к приказу МЗ РБ от 16.12.1998 г. № 351 «Организация диспансерного наблюдения за ВИЧ-инфицированными и подозрительными на заражение ВИЧ лицами».
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Рис. 9. Диагностический алгоритм обследования на ВИЧ-инфекцию
Диагноз ВИЧ-инфекции подтверждается при получении положительных результатов двух ИФА и одного ИБ. Если получены отрицательные результаты ИФА или ИБ, но при консультировании установлено, что пациент имел риск заражения ВИЧ в недавнем прошлом (в последние 6 месяцев), то через некоторое время (обычно через 1-3-6 месяцев) проводится повторное обследование в ИФА/ ИБ или проводится качественная ПЦР. Если получены отрицательные результаты ИФА или ИБ, и при консультировании установлено, что пациент не имел риска заражения ВИЧ в недавнем прошлом, диагноз ВИЧ-инфекции исключается.
Диагностический алгоритм обследования на ВИЧ-инфекцию детей, рожденных ВИЧ-позитивными матерями, включает определение ДНК ВИЧ (качественная ПЦР) и антител к ВИЧ (ИФА и ИБ). 
«Инструкция по медицинскому наблюдению за ВИЧ-экспонированными/ инфицированными детьми», утвержденная приказом МЗ РБ от 05.09.2003 г. № 147, регламентирует проведение качественной ПЦР в 2 и 4 месячном возрасте и определение антител к ВИЧ в ИФА/ ИБ в возрасте 6, 12 и 18 месяцев. Получение двух отрицательных результатов качественной ПЦР позволяет исключить диагноз ВИЧ-инфекции, но снятие ребенка с диспансерного учета по ВИЧ-экспоненции происходит после получения двух отрицательных результатов определения антител в ИФА/ ИБ (обычно в 18-месячном возрасте).
Рекомендации ВОЗ 2006 г. определяют проведение качественной ПЦР детям в возрасте 48 часов после рождения, затем в 1,5 и 3 месяца. Причем отрицательный результат первого ПЦР-теста, выполненного в возрасте 48 часов после рождения, клинически не трактуется, поскольку при интранатальном заражении вирус появляется в крови позже.
3.2 Снижение порога доступа к тестированию на ВИЧ

Существующие в мировой практике проблемы доступности тестирования на ВИЧ главным образом касаются вопросов повышения мотивации населения к прохождению теста, и особенно мотивации лиц из групп риска, приближения сервиса тестирования непосредственно к потребителю данной услуги, а также контроля качества предоставления услуг по тестированию.
В табл. 10 приведены возможные варианты решения проблемы приближения сервиса к потребителю.
Таблица 10 – Возможности приближения сервиса к потребителю и их слабые стороны
	варианты решения проблемы приближения сервиса к потребителю
	слабые стороны вариантов решений

	Возможность анонимного обследования практически в каждом медучреждении
	пациенты групп риска (например, потребители инъекционных наркотиков) не всегда мотивированы придти и сдать кровь в поликлинике

	Возможность сдать кровь на анонимном консультативном пункте (пункте обмена шприцев), в том числе после консультации равный-равному
	за получением результата обращаются не более двух третей сдавших кровь

	Возможность купить в аптеке быстрый тест
	отсутствие консультирования (в том числе кризисного в случае получения положительного результата теста), пациент может напутать даже в простой методике постановке быстрого теста и получить ложный результат

	Возможность взять кровь дома самостоятельно и отослать на анализ в лабораторию
	отсутствие консультирования (в том числе кризисного в случае получения положительного результата теста)


В Беларуси обеспечена возможность анонимного обследования в каждом медучреждении, имеющем процедурный кабинет. 
Самостоятельный забор материала пациентом и отсылка его в лабораторию с последующим получением результата пока не практикуется в Беларуси, на рис. 10 представлены два наиболее частых варианта – определение антител в капле высушенной на фильтровальной бумаге крови и определение антител в транссудате слизистых полости рта. В лаборатории кровь тестируется по обычной методике (с постановкой ИФА и ИБ).
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	определение антител в крови

· прилагаемым скарификатором проколоть палец и капнуть каплю крови на бумагу,
· запомнить персональный номер данного теста и телефон, запечатать бумагу в защищенный конверт и отослать в лабораторию (заполненный конверт прилагается) и 
· узнать результат теста и получить консультацию по телефону, сообщив персональный номер данного теста
	определение антител в транссудате слизистых полости рта (не в слюне)

· подержать пластинку между щекой и десной несколько минут, 
· отослать ее в лабораторию и 
· через 2 недели получить результат


Рис. 10. Методики самостоятельного забора пациентом материала для тестирования на ВИЧ и отсылки его в лабораторию [цит. по A.M. Khalsa, Pacific AIDS Education and Training Center KECK School of Medicine, 2003]
В Беларуси регламентирована возможность доставки в лабораторию высушенной крови при тестировании детей («Инструкция по подготовке к исследованию проб крови у детей на наличие антител к вирусу иммунодефицита человека методом высушенной капли», в приложении 15 к приказу МЗ РБ от 16.12.1998 г. № 351).

Говоря об обеспечении качества предоставления услуг по тестированию, следует подчеркнуть необходимость правильного хранения и доставки крови в лабораторию, в том числе при ее заборе вне лечебного учреждения, необходимость постановки подтверждающего теста (ИБ) при получении положительного результата быстрого теста, а также снижение доступа к консультированию – как дотестовому, так и послетестовому, включая использование «горячих линий» для консультирования.
3.3 Определение лабораторных маркеров у пациентов, не получающих АРТ
Рекомендуемая частота определения лабораторных маркеров несколько разнится в зависимости от руководства, приведенные ниже рекомендации основаны протоколах ВОЗ по лечению ВИЧ-инфекции для европейского региона от 2006 года.

Количество CD4 лимфоцитов следует определять:

· рутинно каждые 6 месяцев;

· более часто при быстром снижении количества CD4 лимфоцитов или при появлении клинических признаков оппортунистических инфекций;

· при снижении количества CD4 лимфоцитов до 350 клеток/мкл – каждые 3 месяца (в среднем пациент должен терять около 50 клеток/год, но в каждом конкретном случае скорость снижения CD4 лимфоцитов может быть разной, в том числе стремительной).

Вирусную нагрузку следует определять:

· рутинно каждые 6 месяцев.
При назначении обследований пациента на количество CD4 лимфоцитов и вирусную нагрузку следует учитывать доступность в конкретный момент в лаборатории тест-систем для данных дорогостоящих исследований.

3.4 Лабораторные данные в определении показаний к АРТ
Показанием к АРТ является констатация выраженной иммуносупрессии, что определяется на основании двух критериев – клинического статуса и количества CD4 лимфоцитов. 
Вирусная нагрузка формально не используется при определении показаний к АРТ. Но она является прогнозным показателем – при подъеме вирусной нагрузки до высоких значений следует в ближайшем будущем ожидать снижения количества CD4 лимфоцитов и появления клинических проявлений иммуносупрессии (рис. 11).
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	CD4 (иммунный статус) –

это «расстояние, оставшееся до пропасти» = констатация стадии

VL (вирусная нагрузка) – 

это скорость, с которой движется поезд = прогноз


Рис. 11. Образное изображение сущности лабораторных показателей при ВИЧ-инфекции
При формулировке показаний к АРТ сначала оценивается клинический статус пациента, и в случае отсутствия клиники выраженной иммуносупрессии следует ориентироваться на количество CD4 лимфоцитов. Следует помнить, что не всегда существует корреляция клинической картины и количества CD4 лимфоцитов – возможно появление клинической симптоматики выраженной иммуносупрессии при нормальном/ некритично сниженном количестве CD4 лимфоцитов, и наоборот.

Критерии для начала АРТ, основанные на показателях количества CD4 лимфоцитов, приведены в табл. 11 и 12.

Таблица 11 – Критерии для начала АРТ у взрослых (ВОЗ, 2006 г.)
	клиническая категория
	количество CD4 лимфоцитов, клеток/мкл
	тактика

	1 или 2
	<200
	показана АРТ 

	
	200-350
	рассмотреть необходимость АРТ *, **

	3
	200-350
	показана АРТ 

	4
	независимо от количества CD4
	показана АРТ 


* при снижении количества CD4 лимфоцитов до 350 клеток/мкл следует обсудить с пациентом необходимость назначения АРТ, которая появится в ближайшем будущем, и планируемую схему лечения; 
** при снижении количества CD4 лимфоцитов до 350 клеток/мкл и уровне вирусной нагрузки > 100 тысяч копий/мл рекомендуется начать АРТ
Таблица 12 – Критерии для начала АРТ у детей, основанные на показателях количества CD4 лимфоцитов (ВОЗ, 2006 г.)
	
	возраст ребенка

	
	≤ 11 месяцев
	12-35 месяцев
	36-59 месяцев
	≥5 лет

	Доля или количество CD4 лимфоцитов, при которых рекомендуется начать АРТ *
	≤ 25%

(≤ 1500 кл/мкл)
	≤ 20%

(≤ 750 кл/мкл)
	≤ 15%

(≤ 350 кл/мкл)
	≤ 200 кл/мкл

(≤ 15%)


* для детей до 5 лет преимущественно следует использовать долю (%) CD4 лимфоцитов, для детей 5 лет и старше – количество CD4 лимфоцитов
3.5 Лабораторные данные в контроле эффективности АРТ
АРВ препараты угнетают продукцию новых вирусов ВИЧ в организме. То есть при эффективной АРТ вирусная нагрузка должна снизиться и в течение всего времени лечения находится на низком уровне (что и является первейшей целью лечения). И наоборот, при развитии неэффективности АРТ ранее низкая вирусная нагрузка должна вырасти. То есть именно вирусная нагрузка является главным критерием эффективности лечения (рис. 12).
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Рис. 12. Вирусная нагрузка в контроле эффективности лечения
Вирусную нагрузку следует измерять непосредственно перед началом лечения, через 4-8 недель от начала лечения, через 4-6 месяцев от начала лечения, и далее каждые 3-4 месяца на фоне проводимого лечения.
Начальный вирусологический эффект АРТ определяется как снижение VL >1,0 lg (т.е. более чем в 10 раз) через 4-8 недель от начала лечения.
Максимальный вирусологический эффект АРТ определяется как снижение VL ниже порога определения < 50 копий/мл через 4-6 месяцев от начала лечения.
Время достижения максимального снижения вирусной нагрузки может варьировать и зависит от ее исходного уровня (чем он выше, тем медленнее снижается), а также от мощности противовирусного действия входящих в схему лечения препаратов, степени соблюдения пациентом режима лечения, особенностей фармакокинетики и фармакодинамики препаратов и резистентных свойств вируса. 
Уровень вирусной нагрузки и количество CD4 лимфоцитов, определенные через 6 месяцев от начала терапии, являются наиболее значимыми прогностическими показателями клинических результатов проводимого лечения.

У пациентов, имеющих уровень РНК ВИЧ <20–50 копий/мл (что свидетельствует о крайне низкой репликации вируса на фоне АРТ), формирования резистентных штаммов ВИЧ не обнаруживается.

Оптимально сохранение максимального вирусологического эффекта и в последующем, в течение всего времени проведения АРТ. На фоне эффективной АРТ возможно появление эпизодов транзиторной виремии до 200 копий/мл, которые не сопровождаются выработкой мутаций резистентности. Стабильно низкие уровни виремии, которые тем не менее выше порогового (например, 50-400 копий/мл), уже могут сопровождаться выработкой резистентности. Появление более высоких подъемов вирусной нагрузки свидетельствует о недостаточной приверженности пациента к лечению и/или выработке мутаций резистентности.
Вирусологическими критериями неэффективности АРТ являются недостижение начального и максимального эффектов, а также повторное появление определяемого уровня вирусной нагрузки у ранее имевших неопределяемый уровень на АРТ.

Дети имеют особенности оценки вирусной нагрузки на фоне АРТ:
· начальный эффект оценивается как достигнутый при снижении VL более чем в 3 раза (>0,5 lg) у детей старше 2 лет и более чем в 5 раз (>0,7 lg) у детей до 2 лет;
· сохранение VL в ходе дальнейшего лечения на уровне до 50 тысяч копий/мл не всегда свидетельствуют о неэффективности терапии;

· вирусологическим критерием неэффективности АРТ является повторное повышение уровня вирусной нагрузки у детей, развивших весомый ответ по ее снижению, но сохраняющих низкие сывороточные уровни РНК ВИЧ, если достигнутый пик вирусной нагрузки превышает начальный ее уровень более чем в 3 раза (>0,5 lg) у детей старше 2 лет и более чем в 5 раз (>0,7 lg) у детей до 2 лет;
· решение о переходе на схему АРТ второго ряда следует принимать при наличии клинических и иммунологических критериев неэффективности лечения.
На фоне эффективной АРТ в результате подавления репликации вируса в последующем происходит повышение количества CD4 лимфоцитов и исчезновение клинических признаков иммунодефицита. Поскольку эти показатели изменяются вслед за вирусной нагрузкой и более медленно, они имеют вторичное значение в оценке эффективности АРТ.
Именно длительность подавления вирусной нагрузки служит наиболее важным фактором, определяющим иммунологический ответ на АРТ. И обычно повышение количества лимфоцитов CD4 соответствует степени подавления вирусной нагрузки, но иногда наблюдается дискордантность показателей.
Прирост количества CD4 лимфоцитов на фоне эффективной АРТ через 4-8 недель после максимального снижения вирусной нагрузки составляет более 50 клеток/мкл и далее 50-100-150 клеток/мкл в год. Несмотря на хороший вирусологический ответ на терапию, повышение количества CD4 лимфоцитов может начаться лишь спустя некоторое время.

Первоначальное повышение количества CD4 лимфоцитов на фоне лечения обусловлено в основном выходом CD4 лимфоцитов из лимфатической системы в кровь. Вторая стадия характеризуется притоком CD4 клеток памяти со сниженной способностью к активации и улучшенным иммунным ответом при повторном контакте с антигеном. На третьей стадии, не менее чем через 12 недель АРТ, происходит повышение уровня наивных CD4 клеток. Через 6 месяцев АРТ восстанавливаются все разновидности CD4 лимфоцитов.

С восстановлением иммунитета коррелирует и нормализация клинической картины, что в первую очередь проявляется уходом оппортунистических инфекций. Но у некоторых пациентов, несмотря на восстановление количества CD4 клеток, сохраняется функциональная недостаточность специфического цитотоксического иммунного ответа, поэтому у них могут наблюдаться рецидивы пневмоцистной пневмонии или ЦМВ ретинита при количество CD4 лимфоцитов даже превышающем 300 клеток/мкл.

Иммунологическим критерием неэффективности АРТ является стойкое снижение количества CD4 лимфоцитов на фоне лечения. Не определена стратегия ведения пациентов, у которых на фоне АРТ достигнуто снижение вирусной нагрузки, но не происходит роста количества CD4 лимфоцитов.

У детей иммунологическими критериями неэффективности АРТ (по рекомендациям DHHS) являются изменение иммунологической категории на более продвинутую, быстрое и значительное снижение количества CD4 лимфоцитов (т.е. снижение более чем на треть от изначального уровня за период менее 6 месяцев), для детей, которые на старте АРТ имели выраженную иммуносупрессию, – сохраняющееся снижение количества CD4 лимфоцитов на 5% и больше (например, с 15% до 10%).

После прекращения АРТ количество CD4 лимфоцитов обычно быстро снижается, через 3-4 месяца оно может уменьшиться на 100-150 клеток/мкл.
3.6 Определение лекарственной резистентности в выборе схемы АРТ
Определение резистентности рекомендовано в следующих случаях:
1) до начала терапии, если существует вероятность того, что пациент заражен изначально лекарственно-резистентными штаммами ВИЧ: 

· если пациент заражен лицом, длительно находящимся на АРТ, особенно ранее развившим неэффективность АРТ;
· при высокой, более 5%, циркуляции первично-резистентных штаммов в регионе (учитывая высокую частоту циркуляции резистентных штаммов в развитых странах многие исследователи рекомендуют при наличии финансовых возможностей проводить определение лекарственной резистентности всем пациентам до начала АРТ);
2) при неэффективности АРТ: субоптимальном подавлении вирусной нагрузки после начала АРТ или повышении вирусной нагрузки на фоне продолжающейся АРТ при условии адекватной приверженности к лечению (>95%).
В табл. 13 суммированы показания к проведению теста на резистентность, предложенные различными организациями.

Таблица 13 – Показания к проведению теста на резистентность [цит. по Ю.А. Фомину и соавт., 2006]
	 
	IAS-USA, 2000
	DHHS, 2002
	EuroGuidelines Group, 2001

	Острая ВИЧ-инфекция, если решено начать АРТ
	возможно
	возможно
	возможно

	Хроническая ВИЧ-инфекция, 

если решено начать АРТ
	возможно
	возможно
	возможно

	Неэффективность АРТ


	рекомендуется
	рекомендуется
	рекомендуется

	Беременность (при определяемой VL)
	рекомендуется
	—
	рекомендуется


	Перинатально инфицированные дети (если мать на момент рождения получала АРВ препараты и у нее была определяемая VL)
	—
	—
	рекомендуется


	Постконтактная профилактика

	—
	—
	рекомендуется


Констатация неэффективности текущей схемы АРТ на сегодня является наиболее частым показанием к определению резистентности ВИЧ. 
Определение резистентности обычно не рекомендовано после прекращения АРТ (т.к. уже через 2 недели после прекращения терапии количество мутантных вирусов резко уменьшается) и при низкой VL <1 000 копий/мл (т.к. это ниже порога аналитической чувствительности теста).

Поскольку определение резистентности – дорогостоящее исследование, то при его назначении у пациента с вирусологической неэффективностью текущей схемы АРТ следует еще раз убедится в том, что неэффективность лечения не связана с плохой приверженностью пациента.

Определение резистентности ВИЧ до начала АРТ в последние годы становится также все более часто назначаемым тестом.
В регионах, где частота первичной резистентности ВИЧ составляет менее 5%, а также в условиях ограниченных ресурсов (с учетом дороговизны теста на резистентность) считается допустимым назначение АРТ без определения лекарственной резистентности. При развитии неэффективности схемы первого ряда также допустим переход на схему второго ряда в соответствии с рекомендациями национальных протоколов без определения лекарственной резистентности. При необходимости же в последующем перехода на другие схемы терапии настоятельно рекомендовано определение лекарственной резистентности и изменение схемы терапии только с учетом чувствительности вируса к ним.

Если принято решение об определении резистентности ВИЧ до начала АРТ – то оптимально это сделать в период острой ВИЧ-инфекции или в течение 1–2 лет после нее, так как позже вирусная нагрузка снизится, и мутантные штаммы могут стать минорными или уйти в департменты, хотя отдельные мутации резистентности (например, мутация K103N к ННИОТ) могут выявляться в течение двух и более лет.

Пациентам, у которых с момента инфицирования прошло более двух лет, можно провести тестирование ВИЧ на резистентность через 4-6 недель от начала терапии (по рекомендации IAS-USA – через 8-12 недель), если изменения вирусологических показателей недостаточны. При таком подходе резистентные штаммы, ранее составлявшие меньшинство, успевают размножиться до определяемого уровня.

Рекомендации по рутинному определению резистентности ВИЧ у беременных и перинатально инфицированных детей разноречивы. Вероятно, при принятии решения об определении резистентности у данных пациентов следует руководствоваться приведенными выше общими рекомендациями.

3.7 Лабораторные данные в выборе тактики ведения ВИЧ-позитивных беременных
Для определения тактики медикаментозной профилактики передачи ВИЧ от матери ребенку (ПМР) проводится обследование беременной на количество СD4 лимфоцитов и вирусную нагрузку непосредственно после постановки диагноза ВИЧ-инфекции, желательно до срока 28 недель гестации. 
ВИЧ-инфицированным беременным, которые не нуждаются в АРТ, при уровне вирусной нагрузки <10 000 копий/мл назначается монопрофилактика ПМР зидовудином, при уровне вирусной нагрузки (10 000 копий/мл назначается тройная схема профилактики ПМР.
ВИЧ-инфицированным беременным, которые нуждаются в АРТ, при количестве CD4 лимфоцитов <200 клеток/мкл назначается схема АРТ, основанная на ННИОТ (невирапин), а при количестве CD4 лимфоцитов 200-350 клеток/мкл назначается схема АРТ, основанная на ИП (саквиновир/ритонавир, лопинавир/ритонавир или иной).
Для определения тактики родоразрешения проводится определение вирусной нагрузки беременной в срок 34-36 недель.

Естественные роды рекомендуются при вирусной нагрузке в крови беременной <1 000 копий/мл. При сохранении вирусной нагрузки >1 000 копий/мл или невозможности ее определения рекомендуется проведение планового кесарева сечения.

При принятии решения о способе родоразрешения учитываются как уровень вирусной нагрузки, так и акушерские показания. Окончательное решение о способе родоразрешения принимается совместно с самой беременной после консультирования ее по вопросу риска и преимуществ кесарева сечения и естественных родов применительно к конкретной клинической ситуации. Проведение кесарева сечения требует информированного согласия беременной.

Заключение
Клиническая работа по разделу ВИЧ-инфекции на настоящее время немыслима без использования целого ряда определяемых лабораторно показателей, которые служат как для постановки диагноза ВИЧ-инфекции, так и для слежения за течением ВИЧ-инфекции и эффективностью проводимого антиретровирусного лечения. Умение интерпретации результатов лабораторных тестов – необходимое условие качественной работы клинического врача.
Ниже приводим ряд ключевых позиций, изложенных в данном пособии, которые должны быть усвоены курсантами:
· Рутинно диагноз ВИЧ-инфекции устанавливают при серологическом обследовании, тестирование включает получение положительных результатов двух тестов ИФА и одного подтверждающего теста ИБ.

· Для тестирования детей, рожденных ВИЧ-позитивными матерями, а также при обследовании медработников, имевших профессиональные контакты с контаминированным ВИЧ материалом, диагностика ВИЧ-инфекции проводится с помощью качественной (ДНК) ПЦР (двукратное определение).

· При тестировании донорской крови повысить выявление ВИЧ в период «серологического окна» можно применяя ИФА тест-системы 4 поколения (определяющие как антитела, так и антиген ВИЧ) или качественную (ДНК) ПЦР.

· Быстрые тесты позволяют предварительно заподозрить диагноз ВИЧ инфекции и применяются в первую очередь в экстренных ситуациях (обследование беременных, поступивших рожать с неизвестным ВИЧ-статусом, и обследование биоматериала при профессиональных контактах).

· Количество CD4 лимфоцитов, наряду с клинической картиной, используется для определения стадии ВИЧ-инфекции – и это отражено в классификациях ВИЧ-инфекции, выделяющих клиническую и иммунологическую стадии (категории) ВИЧ-инфекции.

· Подъем вирусной нагрузки может указывать на начало прогрессирования ВИЧ-инфекции (прогноз течения), но не является констатирующим стадию ВИЧ-инфекции показателем. Вирусная нагрузка – главный показатель эффективности АРТ, обязательно контролируемый на фоне проведения лечения.

· Уровень CD4 и вирусная нагрузка – весьма нестабильные показатели, их клиническая интерпретация обычно проводится при получении двух согласующихся результатов в динамике (взятых с интервалом ~ 1-3-6 месяцев, в зависимости от состояния пациента), а также с учетом возможного влияния прочих факторов на результаты их определения.
· При констатации неэффективности АРТ первая смена схемы лечения может быть осуществлена эмпирически (переход на схему второго ряда согласно национальным протоколам), а при необходимости последующих смен схемы АРТ следует ориентироваться на результаты определения резистентности ВИЧ к используемым препаратам. Назначая определение резистентности, следует еще раз убедиться в том, что неэффективность АРТ не связана с плохой приверженностью пациента.

· Качество лабораторных исследований напрямую зависит от соблюдения правил забора и транспортировки материала, которыми должен владеть клиницист.

Приложение
Классификация АРВ препаратов
	Класс препаратов
	Аббревиатура
	Химическое название
	Торговые названия 

	НИОТ

(нуклеозидные/ нуклеотидные ингибиторы обратной транскриптазы)
	AZT (или ZDV)
	азидотимидин (зидовудин) 
	ретровир *, азидотимидин **, тимазид ***

	
	3ТС (или LMV)
	ламивудин
	эпивир *, ламивир **

	
	ddI
	диданозин
	видекс *, дивир **

	
	ddC
	зальцитабин
	хивид *, замицит ***

	
	d4Т
	ставудин
	зерит *, ставир **

	
	ABC
	абакавир
	зиаген *

	
	TDF
	тенофовир
	виреад *

	
	FTC
	имтрицитабин
	эмтрива *

	
	(AZT+3TC)
	(комбинированные НИОТ)
	комбивир *, дуовир **

	
	(AZT+3TC+ABC)
	(комбинированные НИОТ)
	тризивир *

	
	(3TC+ABC)
	(комбинированные НИОТ)
	кивекса *, эпзиком *

	
	(FTC+TDF)
	(комбинированные НИОТ)
	трувада *

	ННИОТ

(ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы)
	NVP
	невирапин
	вирамун *, невимун **

	
	DLV
	делавердин
	рескриптор *

	
	EFV (или EFZ)
	ифавиренц
	сустива, стокрин *, эфавир **

	
	(AZT+3TC+NVP)
	(комбинация ННИОТ+2НИОТ)
	дуовир-N **

	
	(AZT+d4Т+NVP)
	(комбинация ННИОТ+2НИОТ)
	триомун **

	
	(TDF+FTC+EFV)
	(комбинация ННИОТ+2НИОТ)
	атрипла *

	ИП 

(ингибиторы протеазы)
	SQV-HGC
	саквинавир твердые капсулы
	инвираза *

	
	SQV-SGC
	саквинавир мягкие капсулы
	фортоваза *

	
	/r (или RTV)
	ритонавир 
	норвир *

	
	IDV
	индинавир 
	криксиван *

	
	NFV
	нельфинавир 
	вирасепт *, нелвир **

	
	LPV/r
	лопинавир/ ритонавир
	калетра *

	
	APV
	ампренавир
	агенераза *

	
	FPV (или f-APV)
	фосампренавир
	лексива *

	
	ATV (или ATZ)
	атазанавир
	рейатаз *

	
	TPV
	типранавир
	аптивус *

	
	TMC114
	дарунавир
	презиста *

	ИС (ингибиторы входа и слияния)
	ENF (или T-20)
	инфувиртид
	фьюжн *

	
	MVC
	maraviroc
	selzentry *


В рамках классов отдельные препараты приведены в порядке их появления в клинической практике. 

Торговые названия  используемых / использовавшихся в Беларуси препаратов отмечены жирным шрифтом. 

Звездочками отмечены: (*) – брэндовые (выпускаемые непосредственно разработчиком) препараты, (**) – дженерические аналоги с установленной биоэквивалентностью брэндовым препаратам (прошедшие преквалификацию ВОЗ), (***) – дженерические аналоги, не прошедшие преквалификацию ВОЗ
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