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Цель настоящей работы — проведение сравнительной оценки рабочих характеристик тест-систем, предназначенных для подтверждения положительных результатов, полученных при скрининговых исследованиях на ВИЧ-инфекцию — твердофазного иммуноферментного теста "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР " (НПО "Диагностические системы", Нижний Новгород) и тестов на основе метода иммунного блоттинга (ИБ). В работе были исследованы 15 сероконверсионных панелей производства компаний ZeptoMetrix (США) и BBI (США). При использовании тест-системы "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" 88 из 167 образцов сероконверсионных панелей определяются как ВИЧ-позитивные. Тесты на основе ИБ выявляют лишь 45 из 167 образцов как позитивные. Следовательно, на стадии ранней ВИЧ-инфекции использование "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" более эффективно, чем тестов на основе ИБ.
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The purpose of the present investigation was to comparatively evaluate the performance characteristics of the test systems designed to verify the positive results of screening survey for HIV infection, such as the solid-phase immunoassay DS-EIA-HIV-AB/AG-SPECTR (Diagnosticheskiye Sistemy (Diagnostic Systems) Research-and-Production Association, Nizhni Novgorod) and tests based on immune blotting (IB). The investigation examined 15 seroconversion panels produced by ZeptoMetrix (USA) and BBI (USA). The use of the DS-EIA-HIV-AB/AG-SPECTR test system determined 88 of the 167 seroconversion panels as HIV positive. The IB-based tests revealed only 45 of the 167 samples as positive. Consequently, the application of the DS-EIA-HIV-AB/AG-SPECTR test system is more effective than the IB-based tests In early HIV infection.
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    В России в настоящее время стандартной процедурой лабораторной диагностики ВИЧ-инфекции является определение суммарного спектра антител к ВИЧ, либо одновременное обнаружение антител к ВИЧ и антигена ВИЧ-1 р24. Для подтверждения положительных результатов используют метод иммунного блоттинга (ИБ). Однако при использовании такого алгоритма существует ряд недостатков:
1) невозможность подтверждения в ИБ выявления антигена р24 ВИЧ-1 в случае использования тестов, определяющих одновременно антиген и антитела к ВИЧ;
2) выявление в ИБ антител только класса IgG, что не позволяет использовать этот тест для подтверждения результатов, полученных при использовании скрининговых тестов, выявляющих все классы и субклассы иммуноглобулинов;
3) более низкий уровень чувствительности ИБ по сравнению с иммуноферментными тест-системами за счет большего разведения образца.
    Совершенно ясно, что необходимо создание простого, более чувствительного и специфичного подтверждающего теста. Иммуноферментные тест-системы, в том числе применяемые и для диагностики ВИЧ-инфекции, постоянно совершенствуются с использованием последних научных достижений, а технология тестов на основе ИБ так и осталась на уровне середины 80-х годов прошлого века. Требования по чувствительности и специфичности, предъявляемые к скрининговым тест-системам, параллельно не предъявляются к тестам, предназначенным для подтверждения результатов скрининга.
    Основные трудности при использовании ИБ связаны именно с ранней стадией сероконверсии. В работе G. van Doornum и соавт. [18] было показано, что часть "неопределенных" результатов, полученных при использовании ИБ, может быть успешно разрешена при дополнительном тестировании на наличие антигена р24. На сегодняшний день единственным путем для разрешения вопроса о том, была ли причиной "неопределенного" результата ранняя стадия сероконверсии, является тестирование образцов от данного донора в динамике.
    С целью совершенствования алгоритмов подтверждения результатов скрининга, полученных при использовании тест-систем, одновременно выявляющих антитела и антиген р24 ВИЧ-1, нами была разработана тест-система на основе иммуноферментного анализа (ИФА) "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/ АГ-СПЕКТР", предназначенная для определения антител к отдельным белкам ВИЧ 1-го и 2-го типа (ВИЧ-1 и ВИЧ-2) и антигена р24 
ВИЧ-1. Ранее уже была показана высокая диагностическая эффективность этого теста [1].
Целью настоящей работы было провести сравнительную оценку рабочих характеристик теста "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" и тестов на основе метода ИБ при тестировании образцов сероконверсионных панелей.
Материалы и методы. 
Сероконверсионные панели. В работе были использованы 15 сероконверсионных панелей (п = 167 образцов) производства компании ZeptoMetrix Corporation (ZMC, 872 Main Street Buffalo NY 14202, США) и BBI (SeraCare Life Sciences, 375 West St., West Bridgewater,  MA 02379, США (табл. 1, 2). Подсчитывали общее количество реактивных образцов во всех панелях, выявленных каждым тестом. Помимо этого определяли суммарное время (в сутках) с момента выявления первого позитивного результата с подсчетом медианы. Медиана является одним из точных показателей при оценке чувствительности теста на сероконверсионных панелях.
Тесты сравнения. Постановку образцов панелей производили на тестах "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР", "ДС-ИФА-ВИЧ-АГАТ-СКРИН", Gen-screen Ultra HIV-1, 2 Ag-Ab. Результаты постановок на других тест-системах были взяты из инструкций и паспортов к сероконверсионным панелям. Полученные данные представлены на рисунке.
Результаты и обсуждение. Высокочувствительные тесты для одновременного выявления антител и антигена р24 ВИЧ (уровень чувствительности не ниже 10 пг/мл) реально позволяют существенно сократить "диагностическое окно". Однако, несмотря на внедрение в практику высокочувствительных диагностических скрининговых препаратов, проблема выявления ВИЧ-инфекции на ранних стадиях остается чрезвычайно актуальной. При использовании для подтверждения результатов скринингового анализа существующих тест-систем на основе ИБ случаи ранней, острой ВИЧ-инфекции могут быть пропущены [7]. Поэтому появление высокочувствительных скрининговых тестов влечет за собой и необходимость совершенствования тестов, предназначенных для подтверждения полученных результатов.
    Полученные в данной работе результаты показывают, что первым маркером ВИЧ-инфекции при ранней сероконверсии является антиген р24. При использовании тест-системы "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/ АГ-СПЕКТР" для подтверждения результатов ИФА 88 из 167 образцов сероконверсионных панелей определяются как ВИЧ-позитивные. Отставание по времени от детекции вирусной РНК в сумме составляет 1, 2 дня. Медиана составила 14 дней. Детальный анализ соотношения во времени моментов первого выявления р24 тест-системой "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" и обнаружения вирусной РНК по каждой сероконверсионной панели показал, что в образцах панелей BBI № 931, 939, 930, 940, 934, 951 и образцах панелей ZMC № 9079, 6246 и 9077 время первой детекции антигена р24 ВИЧ-1 и вирусной РНК совпадает.
Таблица 1 

Характеристика образцов сероконверсионных панелей
	Номер панели
	Коли
чество
образ-
цов
	Период

забора образ-
цов, дни
	       День получения       позитивного  результата

	
	
	
	 ПЦР
	    анти-ВИЧ
	комби​ниро-
ванный
  тест
АГАТ

	ZeptoMetrix:
	
	
	
	
	

	9079
	25
	0-95
	41
	48
	41

	6246
	21
	0-78
	48
	55
	51

	12008
	13
	0-42
	22
	34
	29

	9077
	29
	0-104
	44
	Не тестировали
	44

	6243
	10
	0-33
	17
	Не тестировали
	24

	BBI Diagnostic:
	
	
	
	
	

	931
	9
	0-42
	15
	33
	15

	939
	9
	0-103
	14
	103
	16

	949
	5
	0-20
	6
	20
	18

	930
	4
	0-10
	0
	7
	0

	916
	6
	0-35
	9
	30
	15

	941
	6
	0-25
	9
	18
	9

	940
	8
	0-29
	0
	11
	0

	947
	4
	0-20
	0
	9
	9

	934
	3
	0-11
	0
	7
	0

	951
	6
	0-19
	8
	19
	8


    При использовании тестов на основе ИБ лишь 45 из 167 образцов определяются как позитивные, а отставание по времени от детекции вирусной РНК в сумме составляет 
18—19 дней в зависимости от чувствительности используемого теста. Медиана составила 46 дней.
    Кроме повышения уровня чувствительности подтверждающих тестов, необходимо решить проблему так называемых "неопределенных" результатов. В ряде работ показано, что от 4 до 20% повторно реактивных в скрининговых тестах образцов сывороток могут давать "неопределенные" результаты при дополнительном тестировании в ИБ [5, 6, 11, 16]. Некоторые авторы называют цифры от 30,4 до 85% в зависимости от тестируемой популяции [10, 14]. Пациенты с "неопределенными" результатами должны быть тестированы повторно через 2—3 мес. Однако, как показывает практика, часть пациентов с "неопределенными" результатами недоступна для дальнейших исследований. "Неопределенные" результаты создают дополнительный барьер и для банков крови, не позволяя проводить правомерную отбраковку донаций.
    При тестировании образцов сероконверсионных панелей ZMC № 6243 и BBI № 949, 930, 941, 947, 934 в тестах на основе ИБ окончательный результат по критериям ASTPHLD/CDC был отнесен к категории "неопределенных", несмотря на наличие в образцах вирусной РНК и антигена ВИЧ-1 р24. А образцы панели BBI № 951, также, несмотря на наличие в тестируемой плазме антигена р24 и вирусной РНК, были квалифицированы как отрицательные. В работе J. Rich и соавт. [17] было показано, что 74% пациентов с "неопределенными" результатами тестирования в ИБ в последующем имеют сероконверсию.
    Среди вирусных белков, используемых в тестах на основе ИБ, диагностически значимыми считаются продукты гена gag - р17, р24 и р55, продукты гена pol — р 31, р51 и р66, и поверхностные гликопротеины BUR (env) gp41, gp120 и gp160. В настоящее время известно, что наибольшей диагностической значимостью обладают белки ВИЧ-1 gp41, p24, р31 и ВИЧ-2 gp36 [12-14, 19]. В большинстве случаев образцы от хронически инфицированных бессимптомных носителей будут демонстрировать присутствие антител к каждому из вышеперечисленных вирусных белков. Результаты подтверждающего теста в данном случае будут однозначны. Однако на ранних стадиях формирования иммунного ответа (или при ряде других обстоятельств), часто можно наблюдать лишь частичный паттерн иммунореактивности. Накопленный опыт свидетельствует о том, что ранними антителами, детектируемыми большинством блотов, являются антитела к поверхностным гликопротеинам, а затем и к р24 [3].
Таблица 2
Срок (день) получения первого позитивного результата при исследовании сероконверсионных панелей
	Номер панели 


	ПЦР*
	Иммуноферментные тесты
	ДС-ИФА-ВИЧ АТ/АГ-СПЕКТР**
	Блот*

	Критерии 
позитивности 
результатов блота


	
	
	Тесты 3-го поколения*
	Тесты 4-го поколения**
	At gp41

	 At 

gp120
	14
At P24
	At p31
	Agp24
	
	

	Zeptometrix:
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9079
	41
	48
	41
	48

	
	60

	
	41

	58-60
	Не указаны

	6246
	48
	55
	51
	55

	
	65

	
	48
	62-65
	"        u

	12 008
	22
	34
	29
	34

	
	42

	
	24

	34-36
	"        u

	9077
	44
	Не тестировали
	44
	57

	
	57

	85
	44

	57
	"        "

	6243
	17
	Не тестировали
	24
	31

	
	
	
	24

	33 ind***
	"        u

	BBI Diagnostic:
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	931
	15
	33
	15
	28
	
	35

	
	15

	35
	ASTPHLD/CDC

	939
	14
	103
	16
	103
	103
	103
	103
	14
	103
	ASTPHLD/CDC

	949
	 6
	 20
	18
	18

	
	
	
	 9

	20 ind***
	ASTPHLD/CDC

	930
	 0
	 7
	 0
	 7

	
	
	10
	 0
	10 ind***
	ASTPHLD/CDC

	916
	 9
	 30
	15
	30
	30
	30
	35
	15
	30
	ASTPHLD/CDC

	941
	 9
	 18
	 9
	18
	
	21
	
	 9
	25 ind***
	ASTPHLD/CDC

	940
	 0
	 11
	 0
	11
	
	22
	
	 0
	29
	ASTPHLD/CDC

	947
	 0
	 9
	 9
	 9
	
	 9
	
	 0
	20 ind***
	ASTPHLD/CDC

	934
	 0
	 7
	 0
	 0
	
	
	
	 0
	11 ind***
	ASTPHLD/CDC

	951
	 8
	 19
	 8
	15
	
	
	
	 8
	No band****
	ASTPHLD/CDC


Примечание. * — данные паспорта панелей; ** — данные исследований НПО "Диагностические системы"; *** — ind — не​определенный результат; **** — No band — отрицательный результат.
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Сроки выявления маркеров ВИЧ-инфекции разными тестами при исследовании 
15 сероконверсионных панелей (п — 167). 
По оси абсцисс — суммарное время (в сутках) с момента выявления 1-го позитивного образца.
    В ряде работ показано, что антитела к gp41 содержатся во всех позитивных образцах, и теоретически реактивность с одним этим белком может служить критерием позитивности образца [2, 15].
    Полученные нами данные при тестировании образцов сероконверсионых панелей четко показывают, что вначале сероконверсии первыми появляются антитела к поверхностному гликопротеину gp41. Это согласуется с данными М. Ravanshad и соавт. [15], D. Burke и соавт. [2] и рядом других исследователей. Антитела к антигену р24 начинают выявляться после снижения концентрации антигена. Выявление антител к вирусным белкам при тестировании образцов сероконверсионных панелей в тесте "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" в сумме отстает по времени от детекции вирусной РНК на 9,4 дня, а от выявления антигена р24 — на 7,2 дня (см. рисунок). Возможность более раннего выявления анти-ВИЧ по сравнению с тестами на основе ИБ объясняется тем, что при дизайне тест-системы "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" были использованы специально сконструированные рекомбинантные антигены, содержащие диагностически значимые участки белков ВИЧ-1 и ВИЧ-2.
    Многочисленные исследования показали, что при использовании ИБ на основе рекомбинантных антигенов повышается чувствительность тестов, существенным образом снижается количество "неопределенных" результатов при тестировании как доноров, так и инфицированных пациентов, появляется возможность дифференциальной диагностики (инфекций) ВИЧ-1 и ВИЧ-2 [4, 8, 9, 12, 14, 19].
    Таким образом, полученные результаты показывают, что использование тест-системы "ДС-ИФА-ВИЧ-АТ/АГ-СПЕКТР" позволяет своевременно подтверждать результаты, полученные при использовании высокочувствительных скрининговых тест-систем, предназначенных для одновременного выявления антител к белкам вируса ВИЧ-1 и 
ВИЧ-2, а также вирусного антигена р24.
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