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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНОГО

ТЕСТА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ДИКИХ ТИПОВ И МУТАНТНЫХ ВАРИАНТОВ

HBsAg В РАННЕЙ ДИАГНОСТИКЕ ГЕПАТИТА В

    Обнаружение в сыворотке крови поверхностного антигена вируса гепатита В -

НВsAg с помощью специфических тестов имеет решающее значение для диагностики гепатита В. Мутации в вирусном геноме, коинфицирование, а также начало или окончание

инфекционного процесса могут сопровождаться снижением концентрации НВsAg в сыворотке крови до уровня ниже предела чувствительности большинства тест-систем, разрешенных к применению и имеющих диагностическую чувствительность 0,05-

0,1 МЕ/мл. Для гепатита В установлена возможность формирования скрытой инфекции, так называемого оккультного гепатита, при котором не детектируются никакие маркеры вируса, но присутствует вирусная ДНК. Другим вариантом скрытой инфекции может быть отсутствие HBsAg при наличии антител к HBcAg.

    Случаи возникновения гепатита В после переливания «серонегативной» по HBsAg

крови по причине его неопределяемой концентрации свидетельствуют о необходимости

дальнейших работ по созданию и внедрению в практическое здравоохранение методов

детекции антигена, обладающих высокой диагностической чувствительностью с сохранением высокой специфичности. Поэтому создание иммуноферментной тест-системы для определения НВsAg в сыворотке крови в концентрации 0,01 МЕ/мл позволит уменьшить риск посттрансфузионного заражения вирусным гепатитом В, повысит качество скрининга донорской крови и поможет скорригировать терапию при двойной инфекции.

    ДС-ИФА-HBsAg-0,01 - первая зарегистрированная в России иммуноферментная

тест-система (Приоритетная справка №2006129019 от 10.08.2006), выявляющая HBsAg в

концентрации 0,01 МЕ/мл, что намного превышает предел чувствительности современных

ИФА-тестов. В основе теста лежит принцип амплификации или усиления сигнала за счет использования пары биотин-стрептавидин.

    Эффективность выявления HBsAg тест-системой ДС-ИФА-HBsAg-0,01 оценивалась при тестировании образцов 10 сероконверсионных пенелей (Boston Biomedica Inc. (BBI) West Bridgewater, Mass., USA; ZeptoMetrix Corp. (ZMC), Buffalo, NY, USA). Для сравнения данные тестирования сероконверсионных образцов лучшими системами зарубежных производителей, доступные из инструкций и паспортов к панелям. Подсчитывалось общее количество реактивных образцов во всех панелях, выявленных каждым тестом. Система, имеющая наибольшее количество позитивных образцов, признавалась наиболее чувствительной. Помимо этого, определялось суммарное время (в сутках) с момента первого забора крови до первого позитивного образца с подсчетом средней величины и медианы. Медиана – полный и точный показатель чувствительности теста при оценке чувствительности теста на сероконверсионных панелях.
    
          Таблица 1

Сравнительный анализ обобщенных данных тестирования 108 сероконверсионных образцов 10 панелей

	      Тест
	Количество позитивных образцов
	       Время первой детекции HBsAg (сутки)

	
	
	Интервал
	    Среднее
	Медиана

	HBV ДНК
	91 (84,3%)
	0-26
	6,0
	0

	ДС-ИФА-HBsAg-0,01
	93 (86, 1%)
	0-36 
	9,6
	4

	Abbott PRISM
	70 (64, 8%)

	0-50 


	18,9
	19



	Abbott AxSym
	61 (56,5 %)
	3-61 


	22,6
	22


Как следует из данных таблицы 1, тест ДС-ИФА-HBsAg-0,01, демонстрирует наилучшую чувствительность, выявляя 93 образца как HBsAg-позитивные из общего количества сероконверсионных образцов (n=108). Один из альтернативных тестов детектировал HBsAg в 70 образцах из 108, другой – лишь в 61. Вирусная ДНК детектировалась в 91 образце. Время первой детекции HBsAg с момента первого забора крови варьировало от 0 до 50 дней со средней 18,9 дней и медианой 19,0 дней для первого теста сравнения и от 3 до 61 дня со средней 22,6 дня и медианой 22,0 дня для второго теста. Для теста ДС-ИФА-HBsAg-0,01 момент первой детекции приходился на 0-36 сутки со средней 9,6 дней и медианой 4,0 дня. Время первой детекции вирусной ДНК варьировало от 0 до 26 дней и в среднем составило 6,0 дней с медианой 0 дней. Таким образом, обобщив результаты тестирования данных сероконверсионных панелей, использование теста с повышенной чувствительностью позволяет сократить HBsAg-негативный период и приблизиться к моменту выявления ДНК на 9,3 дней в сравнении с первым альтернативным тестом и на 13,0 дней в сравнении со вторым тестом.
    Анализ соотношения во времени моментов первого выявления HBsAg в тест-

системе ДС-ИФА-HBsAg-0,01 и обнаружения вирусной ДНК в период сероконверсии в

образцах 4 панелей BBI PHM933, PHM934, PHM935A(M) и HBV6281 показал, что время

первой детекции HBsAg и ДНК вируса совпадает (1х10² -4 х10³ копий/мл). При тестировании образцов панелей ZMC HBV6277 и HBV 6279 в тесте с повышенной чувствительностью время определения HBsAg на один забор крови опережает момент 
1-ой детекции вирусной ДНК (1х10²копий/мл). Таким образом, 10-кратное повышение чувствительности скринингового теста позволяет выявлять HBsAg в тестируемых образцах одновременно с вирусной ДНК или даже раньше.

    По результатам тестирования образцов панелей BBI PHM935 и ZMC HBV6281, полученных от индивидуальных доноров в динамике в период сероконверсии, охватывающего моменты появления и исчезновения HBsAg, выявлено, что система 
ДС-ИФА-HBsAg-0,01 начинает обнаруживать HBsAg в более ранних образцах и продолжает определять в более поздних образцах по мере его исчезновения по сравнению с тестами с более низким уровнем чувствительности. Следствием этого стало увеличение позитивного по HBsAg периода на 28-78 дней для BBI PHM935 и на 26-29 дней для 
ZMC HBV6281 в зависимости от теста сравнения. Помимо этого, установлено, что период, позитивный по HBsAg в системе ДС-ИФА-HBsAg-0,01, на 73 дня длится дольше в образцах BBI PHM935 панели и на 7 дней дольше в образцах ZMC HBV6281 панели, чем период, позитивный по вирусной ДНК (6х10²копий/мл и 1х10² копий/мл, соответственно).

    Аминокислотные замены вызывают изменение структуры антигенных эпитопов

НВsAg, что приводит к значительному снижению реактивности антигена с антителами.

Мутации изменяют также биологические свойства вируса, например, приводят к снижению секреции вируса из клеток. Вследствие этого снижается выявляемость НВsAg с помощью сертифицированных диагностических тестов. Способность теста с повышенной

чувствительностью обнаруживать мутантные формы HBsAg относительно тест-систем с

более низким уровнем чувствительности оценивалась с помощью «Контрольной панели

мутантных вариантов HBsAg субтипов ayw1 и adw2» (ООО «НПО «Диагностические сис-

темы»). Образцы панели представляют собой 13 рекомбинантных мутантных вариантов

HBsAg, экспрессированных в клетках Pichia pastoris. Мутантные варианты HBsAg содержат известные точечные мутации в а детерминанте субтипов ayw1 и adw2. Каждый

мутантный вариант HBsAg в панели представлен в двух разведениях. Анализ данных показал, что тест-система ДС-ИФА-HBsAg-0,01 характеризуется более высокой реактивностью по отношению к мутантным формам вируса в сравнении с другими тестами. Как видно из данных таблицы 2, коэффициенты позитивности выявления мутантных вариантов HBsAg в разработанной системе превышают коэффициенты позитивности определения мутантного HBsAg в тестах сравнения.


Таблица 2

Сравнительная реактивность мутантных вариантов рекомбинантного HBsAg 
(ОП образца/ОП крит.)

	№ 

образца
	Мутантный вариант

рекомбинантного

HBsAg


	ДС-ИФА-HBsAg-0,01

    (комплект 4)
	                         Тесты сравнения



	
	
	
	1
	2
	3

	1


	rec HBsAg ayw1 G145R


	42,5 


	11,5
	1,5
	4,0

	
	
	7,9 


	2,1
	0,7
	1,3

	2


	rec HBsAg ayw1 G145R


	17,0 


	6,1
	1,1
	3,7

	
	
	4,4 


	1,7
	0,6
	1,5

	3
	rec HBsAg adw2 Q129R
	5,2 


	3,5
	0,7
	0,8

	
	
	5,4 


	1,8
	0,6
	0,8

	4
	rec HBsAg adw2 Q129H
	34,1 


	10,2
	1,1
	2,6

	
	
	8,6 


	2,4
	0,6
	1,2

	5
	rec HBsAg adw2 Q129L
	6,5 


	3,3
	0,9
	0,9

	
	
	5,4 


	1,7
	0,7
	0,8

	6
	rec HBsAg adw2 T143K
	9,1 


	3,0
	0,6
	0,8

	
	
	1,9 


	0,7
	0,5
	0,7

	7
	rec HBsAg adw2 T126N
	12,2 
	3,5
	1,0
	1,1

	
	
	2,8 


	0,9
	0,7
	0,8

	8
	rec HBsAg adw2 T126S
	2,9 


	2,0
	1,1
	0,9

	
	
	4,5 


	1,6
	0,8
	0,9

	9
	rec HBsAg adw2 D144A
	8,2 


	2,4
	0,6
	0,9

	
	
	4,0 


	1,1
	0,5
	0,8

	10
	rec HBsAg adw2 M133H
	20,5 


	7,5
	1,1
	2,6

	
	
	3,7 


	1,1
	0,6
	1,1

	11
	rec HBsAg adw2 M133L
	40,5  


	13
	1,4
	3,7

	
	
	9,0 


	2,0
	0,7
	1,3

	12
	rec HBsAg adw2 K141E
	14,7 


	4,4
	1,3
	2,1

	
	
	5,0 


	1,2
	0,7
	1,0

	13
	rec HBsAg adw2 P142S


	29,5 


	5,3
	1,4
	2,2

	
	
	6,3 


	1,5
	0,8
	1,2


    Таким образом, полученные результаты демонстрируют высокую диагностическую

значимость системы ДС-ИФА-HBsAg-0,01. Использование высокочувствительного теста

для выявления HBsAg позволяет сократить период диагностического (серологического)

окна при вирусном гепатите В. Это положительно отразится на качестве диагностики гепатита, позволит снизить количество случаев скрытой инфекции как с наличием дополнительного маркера анти-НВс, так и при отсутствии любых маркеров, а также будет способствовать более эффективному выявлению мутантных форм HBsAg. Повышение чувствительности иммуноферментного теста для выявления HBsAg до уровня, сравнимого с чувствительностью молекулярно-генетических методов, позволяет рассматривать ИФА-метод для детекции HBsAg в качестве возможной альтернативы другим методам, доступной и в рутинной лабораторной практике, которая повысит качество скрининга донорской крови, позволит снизить риск посттрансфузионного инфицирования вирусом гепатита В.
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