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РАЗРАБОТКА И ОЦЕНКА НОВОГО ТЕСТА ДЛЯ ВЕРИФИКАЦИИ ИССЛЕДОВАНИЙ НА МАРКЕРЫ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ 

    The OOO "Research-and-Production Association "Diagnostic Systems" has developed a "DC-EIA-HIV-AT/AG-SPECTRUM" screening enzyme immunoassay system designed to detect separately antibodies to certain HIV-1 and HIV-2 proteins, as well as antigen p24. The determination of antibodies of all classes and the marker of early-stage infection antigen p24 with a high (5 pg/ml) sensitivity substantially reduces the number of void results obtained in the use of immunoblots. The developed "DC-EIA-HIV-AT/AG-SPECTRUM" plate system is an effective tool to support positive screening results and may be used at the final stage of laboratory diagnosis of HIV infection.
    Основным методом лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции в России является обнаружение суммарного спектра антител к антигенам ВИЧ, либо одновременное выявление антител и вирусного антигена р24 с помощью твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА). Точный момент времени, когда могут быть выявлены серологические маркеры ВИЧ-инфекции, зависит от нескольких факторов, включая чувствительность теста, индивидуальный ответ организма.
При использовании высокочувствительных тест-систем (3–10 пг/мл) антиген может выявляться уже через 2 недели после заражения и детектироваться в течение 3-5 месяцев. Антитела к вирусу могут выявляться через 3-4 недели после заражения. В терминальной фазе СПИДа количество антител может значительно снижаться, вплоть до полного их исчезновения, а концентрация р24 вновь возрастает. 

    Для верификации результатов ИФА в России используют метод иммунного блоттинга (ИБ), который позволяет выявлять антитела к отдельным белкам ВИЧ. Существуют ИБ, основанные на применении инактивированных белков вируса или на рекомбинантных и синтетических полипептидах, аналогах антигенов ВИЧ. 

    Одной из основных проблем лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции является интерпретация результатов анализа образцов, серопозитивных в ИФА, и отрицательных или «неопределенных» в ИБ. Число таких образцов может достигать 20-30%. На сегодняшний день в мире нет единых критериев для интерпретации результатов ИБ (1,4,6). Особенно сложной для интерпретации является стадия сероконверсии, когда определяется неполный спектр антител и образец считается по одним критериям положительным, по другим неопределенным. Причинами неопределенных или отрицательных результатов могут быть: 

- ранняя и поздняя стадии ВИЧ-инфекции, когда уровень антител низкий, в ИБ выявляются антитела только класса G , а подтверждение наличия антигена р24 не предусмотрено; 

- кросс-реактивность между ВИЧ-1 и ВИЧ-2; 

- кросс-реактивность c другими антигенами, не связанными с ВИЧ, аутоиммунные заболевания, другие причины.
    При получении неопределенного результата в ИБ пациента ставят на диспансерный учет и обследуют на наличие антител в динамике. Это удлиняет общее время и стоимость тестирования. Таким образом, сокращение числа неопределенных результатов - одна из основных проблем лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции.
    С целью совершенствования алгоритма подтверждения ВИЧ-инфекции в ООО «НПО «Диагностические системы»» была разработана новая иммуноферментная тест-система планшетного формата «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР», предназначенная для раздельного выявления антител к отдельным белкам ВИЧ 1-го и 2-го типов и антигена р24 в анализируемом образце. 

Материалы и методы. В процессе разработки для оценки специфичности тест-системы были использованы образцы сывороток крови здоровых доноров (n=2020), образцы сывороток крови больных различными инфекционными заболеваниями, не связанными с ВИЧ (n=302), образцы сывороток крови больных различными неинфекционными заболеваниями (n=421), образцы сывороток крови беременных женщин (n=500), стандартная отрицательная панель сывороток ОСО 42-28-214-02П (ЗАО «Медико-биологический Союз», Новосибирск). Для оценки чувствительности  тест-системы при выявлении антигена р24 использовали стандарт «HIV 1 ANTIGEN STANDARD» («Bio Rad», Франция); стандартную панель сывороток ОСО 42-28-375-05 (ЗАО «Медико-биологический Союз», Новосибирск), содержащих антиген р24 ВИЧ-1 в различных концентрациях. Для оценки чувствительности тест-системы при выявлении антител использовали стандартные панели сывороток, содержащие антитела к ВИЧ-1 и ВИЧ-2 ОСО 42-28-212-02П, ОСО 42-28-216-02 (ЗАО «Медико-биологический Союз», Новосибирск), образцы сывороток крови ВИЧ инфицированных (n=800), образцы сывороток ВИЧ - позитивных в ИФА и неопределенных или отрицательных в ИБ, исследованных в динамике (n = 20).

    Скрининг исследуемых образцов проводили с помощью иммуноферментных тест-систем «Genscreen  Plus HIV Ag-Ab» («Bio-Rad», Франция), «Vironostica HIV Uni-Form II Ag/Ab» («Biomerieux», Голландия). В качестве тестов сравнения использовали «Блот-ВИЧ» (ЗАО «Биосервис», Россия) и «New Lav Blot 1» («Bio-Rad», Франция). 
Результаты и обсуждение. Действующим началом разработанной тест-системы являются: рекомбинантные антигены, аналогичные структурным белкам ВИЧ-1 – gp120 (env), p24 (gag), p31 (pol), gp41 (env) ВИЧ-1 и ВИЧ-1 группы О, ВИЧ-2 – gp36 (env) производства ООО «НПО «Диагностические системы»» (www.npods.ru); моноклональные антитела мыши к антигену ВИЧ-1 р24 gag, сорбированные раздельно на стрипах полистиролового разборного планшета; конъюгаты – рекомбинантные антигены и моноклональные антитела, меченные биотином и стрептавидин, меченый пероксидазой. При разработке теста выбраны антигены ВИЧ-1 и ВИЧ-2, обладающие наибольшей диагностической значимостью: gp41, gp120, p24, p31, gp36 (2,7). В дизайне современных ИБ, основанных на рекомбинантных антигенах или синтетических пептидах, используют эпитопы именно этих белков. В некоторых ИБ используют эпитопы белков р17, gp105. Однако многочисленные данные свидетельствуют о том, что при использовании диагностически значимых эпитопов вирусных белков gp41, gp120, p24, p31, gp36 уровень чувствительности тестов не уступает уровню чувствительности ИБ, основанных на полном вирусном лизате (3,8). Исследования также показали, что использование рекомбинантных антигенов или синтетических пептидов позволяют достигнуть более высокого уровня специфичности тестирования, чем при использовании вирусных лизатов (5,8). 
    Схема проведения анализа в тест-системе «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» представляет собой одностадийный «сандвич» - вариант с поэтапным внесением конъюгатов, что позволило значительно увеличить чувствительность анализа за счет процесса амплификации сигнала при взаимодействии биотина со стрептавидин-пероксидазой. Разработана система визуальной оценки внесения всех компонентов и образцов. Отсутствие этапа промывания планшета между двумя стадиями позволило сделать постановку анализа более удобной и сократить общее время анализа до 1 ч 25 мин.

Анализ тестирования исследуемых образцов позволил разработать критерии для интерпретации результатов, полученных с помощью тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР». Необходимым и достаточным условием для положительного результата является определение антител к gp41 в сочетании с антителами к любому другому антигену ВИЧ-1 либо выявление антигена р24. Рекомендуемые критерии оценки результатов приведены в таблице 1.

                                                                                                                                   Таблица 1. 

Рекомендуемые критерии для интерпретации результатов «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР»

	АТ

gp41
	АТ

gp120
	АТ

p24
	АТ

p31
	АГ

р24
	АТ

gp36
	Результат

	+
	+ 1 любой
	-
	положительный по ВИЧ 1

	   + (-) 1 любой
	+
	-
	положительный по ВИЧ 1

	-
	-
	+ (-)
	+ (-)
	-
	+
	положительный по ВИЧ 2

	+
	+
	+
	+
	+ (-)
	+
	положительный по ВИЧ 1 или 

ВИЧ 1 и ВИЧ 2 

	другие профили
	неопределенный

	-
	-
	-
	-
	-
	-
	отрицательный


Примечание: при выявлении АГ р24 рекомендуется подтверждение р24 в «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ»

    Проведенные исследования показали, что специфичность тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» на стандартной панели негативных образцов составила 100 %, при исследовании образцов сывороток крови здоровых доноров и больных различными инфекционными и неинфекционными заболеваниями - 99,5%. Чувствительность тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» при детекции антигена р24 - 5 пг/мл. Чувствительность при выявлении антител на стандартных панелях сывороток, содержащих антитела к ВИЧ-1 и ВИЧ-2, составила 100 %. При исследовании образцов крови пациентов (n=800), подтвержденных в ИБ как ВИЧ-1-позитивные, аналогичные результаты были получены и при использовании тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР».
    Для исследования в тест-системе «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» были отобраны 20 сывороток, положительных в ИФА и неопределенных (n=18) или отрицательных (n=2) при первичном тестировании в ИБ. 

    При исследовании в динамике 18 образцов (№ 1–18) продемонстрировали в ИБ позитивный результат, образец №19 - отрицательный результат, № 20 остался «неопределенным». 
Таблица 2.(вставить таблицу, см ниже)

    В табл. 2 представлены результаты первичного тестирования этих образцов в иммуноферментных тест-системах, иммуноблотах и «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР».

    В результате исследований этих образцов при первичном тестировании в тест-системе «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» 17 сразу были определены как позитивные (№1-17), 1 как неопределенный (№18), 2 (№19,20) как отрицательные. Неопределенный результат образцов №19, 20, полученный при первичном тестировании в ИБ, может свидетельствовать о неспецифической реакции, не связанной с ВИЧ. В 4 образцах (№ 5, 16, 17, 18) выявлены только антитела, в 14 образцах (№1- 4, 6 -15) - антиген р24 в сочетании с антителами или без них. Важно отметить, что в 2 образцах (№12, 13), имеющих отрицательный результат в ИБ, определяется только антиген р24 с низким содержанием – менее 
20 пг/мл. Высокий процент (77,8 %) выявления р24 в образцах с неопределенным результатом доказывает необходимость использования маркера ранней стадии ВИЧ-инфекции при подтверждении положительных результатов скрининга. Кроме того, тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» выявляет антитела всех классов, в отличие от ИБ, где определяются антитела только класса IgG. Выявление ранней стадии инфекции позволяет свести к минимуму передачу заболевания и своевременно начать лечение. 

    Таким образом, полученные нами данные показывают высокую диагностическую эффективность тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР». Введение в тест-систему маркера ранней стадии инфекции - антигена р24 с высокой чувствительностью и выявление антител всех классов позволило значительно сократить количество «неопределенных» результатов, полученных при использовании ИБ. 

Приведенные нами данные показывают, что разработанная тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР» является эффективным инструментом для подтверждения положительных результатов скрининга и может быть использована на заключительном этапе лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции.

Таблица 2.

Результаты первичного тестирования образцов с неопределенным или отрицательным результатом в ИБ*

	№ образца
	Наименование 
ИБ
	Антитела, 
выявляемые в ИБ
	Результат ИБ
	Антитела, 
выявляемые 
в СПЕКТРЕ
	Выявление 

Аг р24 в 

СПЕКТРЕ
	Результат 
СПЕКТРА

	1
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41, gp120, p24
	+
	положит.

	2
	Блот-ВИЧ
	env±, gag±
	неопред.
	gp41, gp120, p24
	+
	положит.

	3
	Блот-ВИЧ
	env
	неопред.
	gp41, gp120, p31
	+
	положит.

	4
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41, gp120, p31
	+
	положит.

	5
	Блот-ВИЧ
	env±, gag
	неопред.
	gp41, gp120, p24, р31
	-
	положит.

	6
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41
	+
	положит.

	7
	Блот-ВИЧ
	gag±
	неопред.
	gp41
	+
	положит.

	8
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41
	+
	положит.

	9
	Блот-ВИЧ
	gag±
	неопред.
	gp41, gp120
	+
	положит.

	10
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41
	+
	положит.

	11
	Блот-ВИЧ
	env±
	неопред.
	gp41, gp120
	+
	положит.

	12
	Блот-ВИЧ
	не выявлены
	отрицат.
	не выявлены
	+
	положит.

	13
	Блот-ВИЧ
	не выявлены
	отрицат.
	не выявлены
	+
	положит.

	14
	New Lav Blot1
	gp160±,  р24, р55, р18±, р34±
	неопред.
	gp41, p24
	+
	положит.

	15
	New Lav Blot1
	p55±, p24±
	неопред.
	gp41
	+
	положит.

	16
	New Lav Blot1
	gp160, gp120±, р24, р55±
	неопред.
	gp41, gp120, p24
	-
	положит.

	17
	New Lav Blot1
	p55, p24
	неопред.
	gp41, gp120, p24
	-
	положит.

	18
	New Lav Blot1
	p55±, p24±
	неопред.
	gp41
	-
	неопред.

	19
	New Lav Blot1
	p55±, p24±
	неопред.
	не выявлены
	-
	отрицат.

	20
	New Lav Blot1
	р18
	неопред.
	не выявлены
	-
	отрицат.


Примечание ± полоса слабой интенсивности в ИБ
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