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НОВАЯ ИММУНОФЕРМЕНТНАЯ ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИГЕНА р24 ВИЧ-1 С ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ 0,5 пг/мл 
 A "DS-EIA-HIV-AG-Screen" enzyme immunoassay system has been devised to detect HIV-1 p24 antigen with a sensitivity of 0.5 pg/ml the use of which permits reduction of a seronegative window phase as compared with the tests showing a lower sensitivity threshold. The "DS-EIA-HIV-AG-Screen" system developed may be used to screen donor blood and to examine risk-group individuals for the early diagnosis of HIV infection. 
    Проблема ранней диагностики ВИЧ инфекции по-прежнему является актуальной и может быть решена внедрением в лабораторную практику не только методов ПЦР для обнаружения РНК, но и высокочувствительных тестов для выявления антигена р24 ВИЧ-1 [3]. После заражения ВИЧ последовательность появления в сыворотке маркеров, идентифицирующих инфекцию, является следующей: вирусная РНК, антиген р24 и антитела к вирусным белкам [1,2]. Точный момент времени, когда могут быть выявлены РНК ВИЧ, антиген р24 или антитела, зависит от нескольких факторов: методики исследования, индивидуального ответа организма и т.д. Считается, что выявление вирусной РНК методом ПЦР является «золотым стандартом», позволяющим обнаруживать инфекцию в наиболее ранние сроки [4]. В то же время, у этого метода есть некоторые ограничения, связанные с использованием для анализа только плазмы с высокой степенью чистоты и предварительной обработкой. При определении антигена р24 методом иммуноферментного анализа (ИФА) используют плазму или сыворотку крови без предварительной обработки. Преимуществом определения антигена р24 является и то, что он очень стабилен по сравнению с РНК ВИЧ. 

    В настоящее время большинство коммерческих тестов для определения антигена р24 имеет чувствительность 3-8 пг/мл. Использование таких тестов сокращает фазу серонегативного окна по сравнению с тестами 4-го поколения, чувствительность которых при выявлении антигена в среднем составляет 25-50 пг/мл. Мнение о том, что чувствительность современных иммуноферментных тестов, выявляющих антиген р24, достигла своего предела, не имеет достаточных оснований, о чем свидетельствуют наши исследования. 

Целью настоящей работы явилась разработка иммуноферментной тест-системы 
«ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» для выявления и подтверждения антигена р24 ВИЧ-1 с чувствительностью 0,5 пг/мл, применение которой позволит сократить фазу серонегативного окна по сравнению с тестами, имеющими более низкий порог чувствительности. 

Материалы и методы. 
Иммуноферментный анализ. Мышиные моноклональные антитела к р24 ВИЧ-1 в 0,05М карбонатном буфере (КРБ) рН 9,6 сорбируют на планшеты Maxy Sorp («Nalgen Nunc Internetional», Дания) в течение ночи при комнатной температуре. После отмывки фосфатным буфером планшеты инкубируют 1 ч при комнатной температуре с 1% раствором казеина в КБР. 

    При постановке ИФА в лунки планшета вносят по 50 мкл мышиных моноклональных антител к р24, меченых биотином. Далее в каждую лунку добавляют по 100 мкл исследуемого образца. Смесь инкубируют 1 ч на шейкере при 500 об/мин и температуре 37,0+0,5С. Не удаляя содержимого лунок и не промывая планшет, во все лунки вносят по 50 мкл стрептавидина, меченого пероксидазой. Смесь инкубируют 30 мин на шейкере при 500 об/мин и температуре 37,0+0,5С. Присутствующий в исследуемом образце антиген р24 связывается за время инкубации с моноклональными антителами к р24, сорбированными на планшете, образуя на твердой фазе иммунный комплекс, и с моноклональными антителами к антигену р24, мечеными биотином. Биотин в составе иммунных комплексов проявляется вторым конъюгатом - стрептавидином, меченым пероксидазой, с последующей детекцией субстратной смесью. Учет результатов проводят спектрофотометрически при длине волны 450 нм и референс - светофильтре 620-680 нм. Допустим учет результатов при одной длине волны 450 нм. Общее время реакции 1 ч 55 мин.
Панели, стандарты, образцы сывороток. Для оценки аналитической чувствительности  новой тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» использовали стандарт «HIV-1 Antigen Standart», («Bio Rad», Франция) и «HIV Antigen Sensitivity Panel» № 801 («Boston Biomedica Ink» BBI, США). Оценку чувствительности и диагностической эффективности проводили также на 10 сероконверсионных панелях HIV6243, HIV9022, HIV6246, HIV9079, HIV12008, HIV9077 «ZeptoMetrix Corp». (ZMC, США) и PRB931, PRB939, PRB942, PRB948 (BBI, США).  Выявление антигена р24 ВИЧ-1 было исследовано также в 2050 образцах сывороток от ВИЧ - инфицированных пациентов.
Оценка специфичности тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» проведена на 
5030 образцах сывороток здоровых доноров, 500 образцах сывороток беременных женщин, 632 образцах сывороток больных инфекционными заболеваниями, не связанными с ВИЧ, 421 образце сывороток больных соматическими заболеваниями. 

Результаты и обсуждение. Разработанная тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» представляет собой набор, позволяющий в течение 1 ч 55 мин выявлять антиген р24 ВИЧ 1 в концентрации от 0,5 пг/мл в 100 мкл образца. Применение одностадийного сэндвич-варианта постановки с поэтапным внесением конъюгатов позволило достигнуть высокого уровня чувствительности анализа за счет процесса амплификации сигнала при взаимодействии биотина со стрептавидин - пероксидазой. В табл.1 приведены данные тестирования образцов панели №801 (BBI, США). Каждый из образцов панели охарактеризован по 4 международным стандартам антигена р24 ВИЧ-1. 
                                                                                                                                 Таблица 1
Результаты тестирования HIV Antigen Sensitivity Panel №801 

	Номер образца
	Содержание антигена р24 по калибровочной кривой 

с использованием четырех стандартов
	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин*

ОП/ОП крит.

	
	W.H.O ** Standard  МЕ/мл
	DuPont** Standard пг/мл
	Sanofi ** Standard пг/мл
	Bio-Rad * Standard

пг/мл
	

	1
	>2000
	>200
	>200
	1024
	40,7

	2
	1600
	140
	>200
	512
	42,7

	3
	970
	85
	>200
	256
	39,0

	4
	483
	42
	145
	128
	40,6

	5
	250
	21
	75
	64
	41,0

	6
	125
	10
	38
	32
	41,5

	7
	60
	5
	16
	16
	27,9

	8
	25
	2
	8
	8
	17,0

	9
	<10
	<2
	<2
	4
	8,3

	10
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative
	0,6


Примечание. Здесь и в табл. 2,3: * данные ООО НПО «Диагностические системы»; 

** паспортные данные панели

    Как видно из таблицы, определяемое количество антигена р24 в образцах этой панели зависит от используемого стандарта. Именно поэтому очень важно, чтобы информация о чувствительности той или иной тест-системы всегда сопровождалась данными о том, по какому стандарту определена минимальная выявляемая концентрация. Оценка порога чувствительности тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» проведена с использованием «HIV-1 Antigen Standart» («Bio Rad», Франция). Наименьшее количество выявляемого антигена принято за критерий чувствительности тест-системы. Чувствительность тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» составила 0,5 пг/мл. 

    Кроме того, чувствительность теста оценивали на образцах 10 сероконверсионных панелей производства ZMС и BBI (США). Диагностическую эффективность нового теста оценивали в сравнении с иммуноферментными тестами, выявляющими р24 в концентрации 3-8 пг/мл, и тестами, определяющими вирусную РНК методом ПЦР. 
Как показали исследования сероконверсионной панели HIV9077 (ZMС), новая тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» выявляет антиген р24 на 4 дня раньше тестов с более низкой чувствительностью и на 4 дня раньше, чем  определение вирусной РНК методом ПЦР. Результаты представлены в табл. 2. 
  Таблица 2
                                                                    Сероконверсионная панель HIV9077
	Номер образца
	Дни с первого забора крови
	Vendor** 

HIV PCR
	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин* ОП/ОПкрит. 
	ZeptoMetrix p24 Ag**

пг/мл
	Genetic Systems

HIV 1 Ag * ОП/ОПкрит

	9077-(01-10)
	0-33
	Neg
	Neg
	<3
	Neg

	9077-11
	40
	Neg
	1,7
	<3
	0,5

	9077-12
	44
	Pos
	49,9
	6,3
	4,5

	9077-13
	49
	Pos
	45,9
	105,5
	28,7

	9077-14
	52
	Pos
	44,1
	>125
	30,1

	9077-15
	57
	Pos
	46,4
	29,3
	12,0

	9077-16
	59
	Pos
	46,3
	4,8
	3,3

	9077-17
	64
	Pos
	18,6
	<3
	0,8

	9077-18
	67
	Pos
	12,4
	<3
	0,7

	9077-19
	71
	Pos
	5,1
	<3
	0,6

	9077-20
	73
	Pos
	3,3
	<3
	0,5

	9077-21
	77
	Pos
	1,8
	<3
	0,5

	9077-22
	80
	Pos
	0,6
	<3
	0,5

	9077-24
	87
	Neg
	0,4
	<3
	0,5

	9077-25
	91
	Pos
	0,3
	<3
	0,5

	9077-26
	94
	Neg
	0,2
	<3
	0,5

	9077-27
	98
	Pos
	0,3
	<3
	0,5

	9077-28
	101
	Pos
	0,2
	<3
	0,5

	9077-29
	104
	Pos
	0,2
	<3
	0,5


Таблица 3
Сероконверсионная панель HIV12008 
	Номер образца
	Дни с первого забора крови
	Gen-Probe Procleix**

HIV-1 Assay
	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН*

ОП/ОПкрит
	ZeptoMetrix p24 Ag**

пг/мл
	Genetic Systems

HIV-1 Ag* ОП/ОПкрит.

	12008- (01-06)
	0-17
	Neg
	Neg
	<3
	Neg

	12008-07
	22
	Pos
	1,3
	<3
	0,4

	12008-08
	24
	Pos
	16,9
	<3
	1,0

	12008-09
	29
	Pos
	43,3
	>125
	29,1

	12008-10
	34
	Pos
	42,6
	>125
	30,2

	12008-11
	36
	Pos
	49,4
	122,3
	31,9

	12008-12
	40
	Pos
	42,5
	<3
	1,4

	12008-13
	42
	Pos
	12,3
	<3
	0,7


    Исследования сероконверсионных панелей производства ZMС HIV12008 (табл. 3), HIV9079, HIV6246, HIV9022 и производства BBI PRB931, PRB942, PRB948, PRB939 показали, что тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» выявляет антиген р24 одновременно с выявлением вирусной РНК и опережает выявление р24 в тестах с более низкой чувствительностью на 2-7 дней. 

    В результате исследования сероконверсионной панели HIV6243(ZMС) показано, что тест «Roche HIV PCR» выявляет  вирусную РНК на 17 день (1180 копий/мл), а тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» выявляет антиген р24 на 19 день, когда вирусная нагрузка еще невысока (3930  копий/мл). Образцы №7-10 этой панели выявляются в новом тесте с высоким коэффициентом позитивности (>35), в то время как тест «Coulter HIV1p24 Ag» выявляет антиген р24 только на 24 день с очень низким коэффициентом позитивности. 

    При исследовании образцов панелей HIV9077, HIV12008, HIV9079, HIV6246 (ZMС), полученных от одного донора в динамике на протяжении от 42 до 104 дней в период сероконверсии, выявлено, что тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» продолжает определять антиген р24 в более поздние сроки от первого забора крови по сравнению с другими тестами, выявляющими р24. Таким образом, период с позитивным результатом по выявлению р24 увеличивается на 6 - 18 дней. 

    Из 133 образцов исследованных сероконверсионных панелей тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» выявила 58 образцов (43,6 %) как позитивные, в то время как тесты сравнения с более низкой чувствительностью выявляют р24 в 40 (30,1 %) образцах.

Антиген р24 может выявляться не только на ранней стадии инфекции, но и служить дополнительным маркером ВИЧ и показателем активности репликации вируса на разных стадиях заболевания. При исследовании 2050 образцов сывороток крови от ВИЧ инфицированных пациентов на разных стадиях заболевания антиген р24 выявлен у 18,5% при использовании тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» и у 7,5% - при использовании тестов с более низкой чувствительностью. 

Выводы. Полученные результаты свидетельствуют о высокой диагностической эффективности разработанной тест-системы для выявления антигена р24 ВИЧ-1 
«ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин». Исследование 10 сероконверсионных панелей показало, что эффективность выявления ранней ВИЧ инфекции с помощью нового теста значительно выше, чем у тестов, выявляющих антиген р24 с более низкой чувствительностью и сравнима с тестами, выявляющими вирусную РНК методом ПЦР. Преимуществом данного теста, наряду с высокой чувствительностью, является возможность одновременного выявления антигена р24 и подтверждения полученных результатов, одностадийный вариант постановки, непродолжительное время анализа – 1 ч 55 мин. Разработанная тест-система «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-Скрин» может быть использована при проведении скрининга донорской крови, обследовании лиц из групп риска с целью ранней диагностики ВИЧ-инфекции. 
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