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МОДИФИЦИРОВАННАЯ ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ КЛАССА IgM К CORE-АНТИГЕНУ ВИРУСНОГО ГЕПАТИТА В в СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА «ИФА-анти-НВс-М-скрин»
    Вирус гепатита В (ВГВ) вызывает острую и хроническую инфекцию человека и является одной из главных причин развития цирроза и гепатоцеллюлярной карциномы [6,4]. В мире зарегистрировано около 300 млн носителей ВГВ и каждый год 1,1 млн человек умирает от последствий ВГВ инфекции [6]. Независимо от источника инфекции механизм заражения ГВ исключительно парентеральный. Для дифференциальной диагностики гепатита В, контроля банков донорской крови и решения многих задач эпидемиологии в настоящее время широко применяются методы иммуноферментного анализа.

    Одним из важнейших иммунологических маркеров данной инфекции, выявляемого

методом иммуноферментного анализа (ИФА) в сыворотке крови больных, являются антитела класса IgM к коровому антигену ВГВ (анти-НВc-IgM). Определение данных антител в сыворотке крови больных  необходимо для диагностики инфекционной фазы ВГВ [1] и выбора стратегии лечения этого заболевания. При хроническом гепатите В с активной вирусной репликацией анти-НВс-IgM, как правило, определяют у всех больных. Для хронического гепатита В без активной репликации характерно транзиторное появление анти-НВс IgM, а их изчезновение указывает на благоприятный прогноз.

    Также установлено, что отсутствие НBsAg у донора не исключает возможности

посттранфузионного заражения, поэтому при отборе доноров важным дополнительным

тестом является индикация анти-НВс IgM [3]. Антитела класса IgM против НВсАg являются одним из ранних маркеров острого гепатита В и могут быть обнаружены при отсутствии положительной реакции на НВsAg [5].

Целью данной работы явилось создание новой тест-системы для детекции анти-

HBc IgM и сравнительная характеристика ее диагностического потенциала.

Материалы и методы. Для произодства новой тест-системы были использованы
планшеты иммунологические («Nunc» PolySorp), покрытые рекомбинантным антигеном

(AHBV 101, НПО "Диагностические системы"); моноклональные анти-IgM, меченные пероксидазой хрена («Сорбент-сервис», Москва).

Процедура проведения ИФА. В лунки планшета вносили по 45 мкл блок-раствора и по 
5 мкл образцов сывороток, далее во все лунки вносили по 100 мкл разведенного блок-раствором конъюгата. Планшет выдерживали 30 мин при температуре 37°С, промывали 
8 раз, заливая в каждую лунку 380-400 мкл промывочного раствора. По окончании отмывки во все лунки стрипов вносили по 100 мкл субстратно-буферной смеси. Учет результатов проводили через 30 мин при длине волны 450-620 нм. Критическую оптическую плотность (ОП) рассчитывали по формуле: ОПкрит.= К с. знач. + 0,150, 
где 0,150-коэффициент, определяемый методом статистической обработки результатов ИФА.

    Для сравнительной оценки чувствительности и специфичности тест-системы «ИФА-

НВс-М-скрин» были использованы следующие диагностические препараты: «Monolisa HBc IgM» («BIO-RAD», Франция); «Hepanostica HBc IgM» («Organon Technica», Нидерланды); «Corzyme-M (rDNA)» («Abbott», США).

Панели сывороток: коллекция из 333 образцов сывороток крови; 384 образца сывороток крови здоровых доноров; 14 образцов сывороток крови больных, предоставленные инфекционной клинической больницей №2 Нижнего Новгорода, с клиническим диагнозом вирусный гепатит В.
    Все образцы сывороток крови не подвергались замораживанию и оттаиванию,

предварительно проверены на наличие НВsAg, иммуноглобулинов класса M и G к НВсАg,

анти-НВs с помощью соответствующих тест-систем производства НПО «Диагностические

системы»; контрольные панели, производства Boston Biomedical Inc. (BBI): «Anti-НВс IgM Low Titer Perfomance Panel» (PHE 102), «Anti-HBs Mixed Titer Performance panel» (PHC 201), «Anti-НВс IgM Mixed Titer Perfomance Panel» (PHE 202).

Результаты и обсуждение. Новая тест-система отличается от выпускаемой раннее одностадийной постановкой, что значительно сокращает время проведения анализа (1час). В данной системе образец используется без предварительного разведения.

    Для оценки специфичности тест-системы «ИФА-анти-HBc-M-скрин» был проведен

анализ образцов сывороток крови здоровых доноров (192) и образцов сывороток крови

больных (141). Распределение показателей оптической плотности образцов сывороток

представлены на рисунке. 
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Рис.1. Распределение ОП исследуемых отрицательных и положительных образцов сывороток.
По оси абсцисс - ОП; по оси ординат – количество сывороток,%

Основной пик ОП для сывороток, взятых от здоровых доноров, находился в пределах от 0,011 до 0,031; для образцов сывороток крови, взятых у больных, показатели ОП распределялись в пределах от 0,43 до 2,83.

    Были проведены лабораторные сравнения тест-системы «ИФА-анти-НВс-М-скрин»

(НПО «Диагностические системы») и набора «Monolisa HBc IgM» («BIO-RAD», Франция). В первом эксперименте использовали коллекцию, состоящую из 70 образцов сывороток крови.
Таблица 1 
Результаты сравнительных испытаний тест-систем «ИФА-анти-НВс М-скрин» и «Monolisa HBc IgM» на панельных сыворотках, тестированных на НВsAg
	  Исследуемые

      образцы


	        «ИФА-анти-НВс М-скрин»


	            «Monolisa HBc IgM»



	
	                                         Количество исследованных образцов



	
	      всего
	анти-НВс IgМ

положительных


	      всего
	анти-НВс IgМ

положительных

	НВs-Ag-

положительные


	         55
	            29
	         55
	            27

	НВs-Ag-

отрицательные


	         15
	              1
	         15
	              0


    Из результатов, представленных в табл. 1, видно, что с помощью тест-системы «ИФА-анти-НВс-М-скрин» было дополнительно выявлено 2 сыворотки среди НВsAg-

положительных образцов по сравнению с набором «Monolisa HBc IgM».

    Среди НВsAg отрицательных образцов (см. табл.1) в тест-системе «ИФА-НВс-М-скрин» была выявлена одна положительная сыворотка. По данным предварительного тестирования в данной сыворотке было отмечено наличие антител к HВsAg и антитела класса IgG к НВсAg с помощью соответствующих тест-систем производства НПО «Диагностические системы», что указывает на состояние после перенесенного гепатита В.

    Во втором исследовании использовали 14 сывороток от больных с клиническим

диагнозом вирусный гепатит В. Данные представлены в табл. 2.

                                                                                                                               Таблица 2.

 Сравнительный анализ тест-систем «ИФА-анти-НВс М-скрин» и «Monolisa HBc IgM»
	  Исследуемые

      сыворотки

	        «ИФА-анти-НВс-М-скрин»


	            «Monolisa HBc IgM»



	
	                                         Количество исследованных образцов



	
	      всего
	положительных


	      всего
	положительных

	Больных острым

гепатитом В

	         7
	            6
	         7
	            6

	Реконвалесцентов
	         7
	              1
	         7
	              0


    Анализ 7 образцов сывороток крови пациентов с подозрением на гепатит,

взятых при поступлении в инфекционную больницу №2 Нижнего Новгорода, подтвердил наличие анти-НВс-IgМ в шести случаях (см. табл. 2), как с помощью тест- системы «ИФА-анти-НВс М-скрин», так и тест-системы «Monolisa HBc IgM». У данной группы больных методом ИФА выявлены HВsAg, HВеAg, анти-НВс IgG. Антитела класса IgМ к HВсAg в крови больных вирусным гепатитом В появляются очень рано, иногда в начале острой фазы болезни, еще до пика появления аланинаминотрансферазы, до появления желтухи, даже в инкубационном периоде, подтверждая процесс активной репликации вируса[3]. Максимальных значений концентрация анти-НВс IgМ достигает в разгар желтушного периода, а затем снижается. В некоторых случаях эти антитела могут обнаруживаться лишь в течение первых 1-2 нед [2]. Вероятно, этим объясняется отсутствие анти-НВс IgМ в сыворотке крови одного из больных.

При исследовании 7 сывороток пациентов, взятых на стадии реконвалесценции,

анти-НВс IgМ зафиксированы в одном случае и только при использовании тест-системы «ИФА-анти-НВс-М-скрин».

                                                                                                               Таблица 3
Исследование сывороток крови больных гепатитом В в динамике

	№ на-

блю-

дения
	   Забор крови
	НПО «Диагностические системы»
	«Bio-Rad»
	   НПО

«Диагно-

стические 
системы»

	
	
	HBcAg
	анти-

HBc
	анти-

HBc IgM
	«Monolisa HBc IgM»
	анти-

HBc IgG

	  1
	Первичный
	       +
	      -
	      +
	       +
	        +

	
	На 22-й день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +

	
	На 30-й день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +

	
	На 40-й день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +

	
	На 45 день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +

	   2
	Первичный
	       +
	      -
	      -
	       -
	        -

	
	На 28-й день
	       +
	      -
	      +
	       +
	        +

	
	На 38-й день
	       +
	      -
	      +
	       +
	        +

	   3
	Первичный
	       -
	      +
	      -
	       -
	        +

	
	На 21-й день
	       -
	      +
	      -
	       -
	        +

	   4
	Первичный
	       +
	      -
	      +
	       +
	        +

	
	На 16-й день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +

	   5
	Первичный
	       +
	      -
	      +
	       +
	        +

	
	На 31-й день
	       -
	      +
	      +
	       +
	        +


В табл. 3 представлены результаты серологического исследования сывороток от 5
больных гепатитом В в динамике. У всех больных на протяжении срока исследования в крови постоянно присутствовал HBsAg.
   Как видно из табл.3, результаты выявления анти-HВc IgM, полученные с помощью

тест систем «ИФА-НВс-М-скрин» (НПО «Диагностические системы») и «Monolisa HBc IgM» («BIO-RAD», Франция), полностью совпадают.
    В центре по контролю заболеваемости (CDC, г. Атланта, С ША) в отделе,

занимающемся проблемами вирусных гепатитов, была проведена сравнительная оценка

чувствительности тест-систем «ИФА-анти-НВс-М-скрин» и «Corzyme-M(rDNA)» на

коммерческих панелях (Boston Biomedica Inc.).

Данные испытаний представлены в табл. 4.
                                                                                                                                 Таблица 4
Сравнительная оценка тест-систем «ИФА-анти- HBc-M-скрин» (НПО «Диагностические системы», Россия) и «Corzyme-M (rDNA)» (“Abbott”, США)
	№ сыворотки
	                                                                    Панель

	
	            PHE 102 (BBI)
	            PHC 201 (BBI)
	           PHE 202 (BBI)

	
	                                                                  тест-система

	
	«ИФА-анти- HBc-M-скрин»
	«Corzyme-M (rDNA)»
	«ИФА-анти- HBc-M-скрин»
	«Corzyme-M (rDNA)»
	«ИФА-анти- HBc-M-скрин»
	«Corzyme-M (rDNA)»

	1
	2,7
	5,9
	21,2
	9
	8,3
	9

	2
	5,8
	9
	6,7
	9
	17
	9

	3
	4,4
	7,8
	20,3
	9
	18,7
	9

	4
	7,2
	4,3
	1,5
	1,8
	22,5
	9

	5
	22
	7
	9,2
	9
	21
	5,4

	6
	12
	9
	2,7
	9
	0,4
	0,2

	7
	0,4
	0,238
	5,2
	9
	22,5
	9

	8
	1,5
	5,6
	5,2
	9
	17,6
	9

	9
	16,7
	9
	7,1
	9
	2,2
	9

	10
	6,2
	6,4
	14,7
	9
	1,2
	2,1

	11
	4,8
	4,3
	11,1
	2,2
	22,5
	9

	12
	22,4
	8,9
	11,2
	9
	7,7
	9

	13
	1,6
	8,5
	21
	9
	15
	7,7

	14
	4
	5,2
	22,5
	9
	21
	6,4

	15
	13,9
	9
	18,4
	9
	21,8
	9

	16
	
	
	12,7
	9
	22,5
	8,5

	17
	
	
	8,9
	9
	22,5
	5

	18
	
	
	7,4
	9
	21
	9

	19
	
	
	15,3
	9
	0,825
	0,5

	20
	
	
	13
	6,6
	11,9
	9

	21
	
	
	10
	7,9
	22,5
	8,4

	22
	
	
	20
	9
	9,6
	9

	23
	
	
	22,5
	6,04
	3
	4,7

	24
	
	
	14
	9
	10
	9

	25
	
	
	14
	9
	10
	9


    Полученные результаты подтверждают достаточно высокую чувствительность 

диагностикума «ИФА-анти-HBc-M-скрин».

    Для определения уровня чувствительности разработанного теста определяли титр

антител класса М в 4-х анти-НВс IgM-положительных сыворотках больных гепатитом В.

Эксперимент проводили с использованием тест-системы «ИФА-анти-HBc-M-скрин» и тест-системы «Hepanostica HBc IgM» («Organon Technica», Нидерланды).
                                                                                  Таблица 5
Сравнительный анализ чувствительности тест-систем, 

выявляющих анти-HBc IgM
	№ сыворотки
	    Максимальные разведения сывороток, дающие положительную реакцию на

                 анти-HBc IgM

	
	«ИФА-анти- HBc- M-скрин»
	«Hepanostica HBc IgM»

	1
	          1:1024
	             1:512

	2
	          1:512
	             1:256

	3
	          1:1024
	             1:1024

	4
	          1:1024
	             1:1024


  Из данных, представленных в табл. 5, видно, что обе системы имеют сравнимую

чувствительность, различающуюся не более чем на один титр.

    С помощью тест-системы «ИФА-анти-НВс-М-скрин» было исследовано 384 образца

сывороток крови здоровых доноров. В четырех из них (0,3%) обнаружены анти-НВс IgМ , анти-HBc IgG и не выявлен HBsAg , что может свидетельствовать о возможной инфекции.

    Таким образом, новый вариант тест-системы «ИФА-НВс-М-скрин» позволяет выявлять

анти-НВс IgМ в сыворотке крови с высокой чувствительностью и специфичностью, удобен в применении и может быть использован для массового скрининга населения.
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