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ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИГЕНА ВИЧ р24 ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИ ТЕСТ-СИСТЕМ С ПОВЫШЕННОЙ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ 
    Актуальность выявления ВИЧ-инфицированных лиц на ранних стадиях инфекции

обусловливается необходимостью проведения более эффективного эпидемиологического обследования, своевременной организации необходимых профилактических мероприятий среди контактных лиц [2, 5, 7, 8], а также возможным применением короткого цикла антиретровирусной терапии с целью снижения вирусной нагрузки для улучшения прогноза течения заболевания.

    Своевременное информирование пациента об инфицированности способствует снижению риска в передаче заболевания и его возможного участия в донорстве [2, 4, 5].

Диагноз ВИЧ-инфекции до появления позитивного результата иммунного блоттинга (И Б)

подтверждается при обнаружении в сыворотке крови пациента антигена р24 или (и) нуклеиновой кислоты ВИЧ [2, 7, 8].

    Определение антигена р24 с помощью иммуноферментного анализа (ИФА) — простой и

экономный способ для демонстрации наличия вирусного белка в крови больного за счет интенсивной репликации вируса в первые недели после инфицирования [2, 7, 8]. Тест на антиген p24 доступен лабораториям, располагающим обычными возможностями для проведения ИФА. По сравнению с определением вирусной нагрузки методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), он менее затратен и трудоемок [6]. Несмотря на то, что стратегия определения инфекции в серонегативный период известна, до сих пор данный тест не включен в алгоритм постановки диагноза ВИЧ [3]. Известно, что наибольший процент выявления р24 наблюдается в сыворотках с сомнительный результатом ИБ [3]. Однако было показано[2], что тест-системы со стандартным аналитическим порогом чувствительности 
(10 пг/мл) обладают недостаточной диагностической чувствительностью и прогностической значимостью выявленного р24 для включения в рутинный диагностический процесс. В связи с этим большой интерес вызывают разработка и внедрение тест-системы к антигену р24 с повышенной аналитической чувствительностью.

Цель работы — оценить прогностическую значимость выявления антигена р24 ВИЧ при

исспользовании тест-систем с различным порогом аналитической чувствительности у лиц с

сомнительным результатом ИБ.

Материалы и методы. Работу провели на базе КГУЗ «Красноярский Краевой центр СПИД».

Из хранящихся в архиве лаборатории образцов сывороток за период 2004—2007 гг. (температура хранения -60°С), имеющих сомнительный (неопределенный) результат ИБ отобрали 183 сыворотки, которые разделили на 2 пула: в 1-ом пуле собрали сыворотки пациентов, которые при последующих исследованиях перешли в иммуноблотположительную группу (ИБ+/- → ИБ+), т. е. ВИЧ-инфекция у них была впоследствии подтверждена 
(48 сывороток); во 2-м пуле собрали сыворотки пациентов, которые впоследствии перешли в ИФА в иммуноблотоотрицательную группу (ИБ+/- → ИБ-). Таким образом, показали, что эти сыворотки принадлежат пациентам, не инфицированным на момент первого обследования (135 сывороток).
    В эксперименте использовали следующее иммуноферментные тест-системы: 1) "ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН" (производитель НПО "Диагностические системы", Нижний Новгород), 
чувствительность 0,5 пг/мл; 2) набор для разрушения иммунного комплекса (ИК), предназначенный для совместного использования с «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН"; 3) "Genetic Systems H1V-1 Ag EIА" (производитель "BioRad"), чувствительность 8 пг/мл.

В работе использовали вошер фирмы "BioRad" (PW40), спектрофотометр фирмы "Labsystems Multiscan Multisoft, автоматические поверенные дозаторы ("Ленпипет"), одноразовые

наконечники Thermo Electron.

    Все постановки проводили параллельно на двух тест-системах в ручном режиме. Первично
позитивные сыворотки в дальнейшем подтверждали в реакции нейтрализации антигена р24

согласно инструкции, прилагаемой к соответствующей тест-системе. Сыворотки из пула ИБ+/- →ИБ+ с невыявленным антигеном дополнительно тестировали с использованием набора реагентов для разрушения ИК. После деструкции комплекса антиген-антитело во вспомогательном планшете полученную пробу сыворотки тестировали в стандартном режиме в тест-системе "ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН". 
                                                                                                                                  Таблица 1

                            Результаты тестирования сывороток двух пулов

	Тест-система


	                                 Исследуемый образец



	
	1-й пул (ИБ+/-→ ИБ+)


	2 –й пул (ИБ+ /- → ИБ-)
	Всего

	
	выявлен р24 


	не выявлен р24
	выявлен р24 


	не выявлен р24
	

	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН
	24
	24
	134
	11
	183

	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН +

набор для разрушения ИК


	27
	21
	-
	-
	48

	Genetic Systems HIV-l Ag EIA
	11
	37
	134
	1
	183



Таблица 2
                   Диагностическая значимость (в%) использования тест-систем

	Аналитическая характеристика 
тест-систем
	
                          Название тест-систем

	
	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН
	ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН 

+ набор для разрушения ИК


	Genetic Systems HIV-l Ag EIA

	Диагностическая чувствительность
	50*
	55,3**
	22,9*

	Диагностическая специфичность
	99,3
	
	99,3

	Предсказательная ценность положительного

результата


	96
	96,4
	91,7

	Предсказательная ценность отрицательного

результата


	94,8
	
	78,4


Примечание. Диагностическая чувствительность соответствует процентной доле выявления р24 в сероконверсионных образцах. * —Достоверность различий между "ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН» и "Genetic Systems HIV-1 Ag ЕIA», p < 0,001; ** — между "ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН» без набора ИК и с ним, р< 0,05.

    Диагностическую значимость тестирования рассчитывали в соответствии с общепризнанными подходами [1]. Достоверность полученных данных определяли, используя

непараметрический критерий Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение. Полученные данные представлены в табл.1. Истинноположительными считали образцы пула ИБ+/- → ИБ + с подтвержденным в реакции нейтрализации наличием антигена р24; ложноотрицательными — сыворотки из этой группы, но с невыявленным антигеном; истинноотрицательными — сыворотки из пула ИБ+/- → ИБ-, показавшие отрицательный результат при проведении ИФА; ложноположительными— сыворотки данной группы с р24, подтвержденные в реакции нейтрализации.

    Тесты «ДС- ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН» и «Genetic Systems HIV-I Ag EIA» предназначены дня

выявления свободного антигена р24. Как видно из табл. 1, при использовании набора реагентов для разрушения ИК в тест-системе «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН» дополнительно выявили 3 образца, в которых антиген р24 присутствовал в связанном состоянии. Все образцы с выявленным антигеном р24 подтверждены в реакции нейтрализации. На основании полученных данных рассчитали соответствующие критерии диагностической значимости (табл. 2). Между тест-системами не определили дискордантных положительных результатов, т. е. не было сывороток, позитивных в тест-системе «Genetic Systems HIV-1 Ag EIA» и отрицательных в тест-системе «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН». При исследовании образцов 1-го пула (ИБ+/- → ИБ+) с помощью тест-системы с чувствительностью 0,5 пг/мл антиген р24 выявили в 24 образцах (50%), с помощью тест-системы с чувствительностью 8 пг/мл — в 11 образцах (22,9%). При использовании дополнительного набора реагентов для разрушения ИК выявление р24 в тест-системе "ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН" достоверно повышается до 55,3%. Показатель диагностической специфичности одинаков для обеих тест-систем.

    Прогностическая значимость выявленного р24 для обеих тест-систем находится в

диапазоне 91,7-96% достоверных различий не выявили). Таким образом, ориентируясь на предсказательную ценность положительного результата у лиц с сомнительным иммунным блотом, можно утверждать, что при выявлении р24 пациент действительно инфицирован ВИЧ с вероятностью не менее 92% и, следовательно, включение в алгоритм дополнительного теста на антиген р24 при исследовании сывороток с неопределенным результатом ИБ может с высокой степенью вероятности помочь выявить больных на ранних стадиях заболевания, Соотношение предсказательной ценности положительного и отрицательного результата определяет важность выявления р24 у данной категории пациентов для подтверждения инфекции, но не может являться основанием для однозначного заключения об ее отсутствии.

С учетом реальной распространенности случаев ранней сероконверсии среди обследуемых

в скрининге на ВИЧ лиц у 13— 15% пациентов с сомнительным результатом ИБ удается выявить антиген р24 при использовании тест-системы «ДС-ИФА-ВИЧ-АГ-СКРИН» против 5—6%, выявляемых при использовании тест-системы «Genetic Systems HIV-l Ag EIA» 
(p < 0,05).

    Таким образом, на основании полученных результатов можно рекомендовать проведение

дополнительного тестирования всех сывороток с неопределенным результатом ИБ на тест-системе с повышенной аналитической чувствительностью 0,5 пг/мл) и включить данный тест в стандартный диагностический алгоритм ВИЧ-инфекции.

Выводы. 1. При ретроспективном исследовании сывороток, имеющих неопределенный

результат на антитела к ВИЧ в ИБ, использование тест-системы на антиген р24 с порогом 
аналитической чувствительности 0,5 пг/мл выявило 50% инфицированных пациентов, а

использование тест-системы, выявляющей 8пг/мл — 22,9%.

2. Использование дополнительного набора реагентов для разрушения иммунного комплекса

позволяет повысить выявление антигена р24 до 55,3%.

3.Прогностическая значимость наличия ВИЧ-инфекции при дополнительном тестировании

на антиген р24 составила 91,7-96%.

4. Введение в диагностический алгоритм ВИЧ дополнительного теста на антиген р24 ВИЧ с

аналитической чувствительностью 0,5 пг/мл позволяет подтвердить диагноз ВИЧ на ранней

стадии заболевания не менее чем в 13% случаев у лиц с неопределенным результатом ИБ.
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