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Согласно методического письма Минздравсоцразвития N 4174-РХ от 4.08.2006 г. в референс-лаборатории первично положительная сыворотка, (то есть давшая два положительных результата в первой тест-системе) повторно исследуется в ИФА во второй (другой) тест-системе, выбранной для подтверждения. При получении положительного результата анализа и во второй тест-системе сыворотку необходимо исследовать подтверждающими тестами. При получении отрицательного результата во второй тест-системе сыворотка повторно исследуется в третьей тест-системе. В случае получения отрицательного результата анализа и во второй и в третьей тест-системе выдается заключение об отсутствии антител к ВИЧ. При получении положительного результата в третьей тест-системе сыворотка также направляется на исследование подтверждающими тестами. Подтверждение результатов и арбитраж первичных исследований сывороток крови следует проводить с помощью тест – систем, указанных в приложении  3 Приказа МЗ РФ № 292 от 30. 06. 2001 г.
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Приложение N 3

к Приказу Минздрава РФ

от 30 июля 2001 г. N 292

ПЕРЕЧЕНЬ

ТЕСТ - СИСТЕМ, ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ПОСТАНОВКИ

ОКОНЧАТЕЛЬНОГО ДИАГНОЗА И ПОДТВЕРЖДЕНИЯ НАЛИЧИЯ

АНТИТЕЛ К ВИРУСУ ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА

МЕТОДОМ ИММУННОГО БЛОТА

	N 
	Фирма - производитель  
	Название тест - системы 

	1 
	"Био-Рад" Франция    
	NEW LAV BLOT 1    

	2 
	"Органон Техника" Нидерланды 
	LIA TEK HIV III    

	3 
	ЗАО БК "Биосервис" г. Москва 
	БЛОТ-ВИЧ      

	4 
	ЗАО "Биоград" г. С.-Петербург 
	ИММУНОКОМБ ВИЧ1.2 КОМБИФИРМ 

	5 
	"Эколаб" г. Электрогорск  
	ЭКОлаб-БЛОТ-ВИЧ-1   


Тест-системы New Lav Blot и ЭКОлаб-БЛОТ-ВИЧ-1 относятся к лизатным иммуноблотам, в них применяются антигены  ВИЧ, полученные из вирусного лизата. Методическое письмо Минздравсоцразвития обращает внимание на то, что в лизатном иммуноблоте на полоске нитроцеллюлозы присутствуют невирусные белки, происходящие из клеток хозяина, в которых был выращен вирус. Наличие этих невирусных белковых полос может создавать трудности при интерпретации результатов за счет неспецифических реакций. Лизатные иммуноблоты выпускаются для подтверждения только ВИЧ-1 либо только ВИЧ-2, поэтому для подтверждения положительной реакции на тест-системе, выявляющей одновременно ВИЧ-1 и ВИЧ-2, необходимо использовать два лизатных блота.

Тест-системы Lia Tek и БЛОТ-ВИЧ являются рекомбинантным блотом. В этом методе на нитроцелюлозную полосу рекомбинантные или синтетические антигены  ВИЧ-1 и ВИЧ-2, а не  антигены  вирусного лизата. Этим достигается минимизация контаминирующих веществ из клеточной культуры, которые могут давать ложные реакции. Лизатный и рекомбинантный иммуноблоты требуют специального оборудования, приготовления растворов, длительного времени проведения анализа, при интерпретации результатов лизатного блота бывают сложности из-за неоднозначности отнесения полос.

Особое место среди подтверждающих тестов занимает ИммуноКомб ВИЧ 1,2 КомбФирм, который  без дополнительного оборудования и манипуляций на приготовление растворов за 1 час позволяет подтвердить результаты скрининговых исследований. Это модифицированный рекомбинантный  иммуноблот. Рекомбинантные антигены p24, gag ВИЧ-1 и ВИЧ-2, p31, pol ВИЧ-1 и ВИЧ-2, gp120, gp41 ВИЧ-1, синтетический пептид gp36 ВИЧ-2 и внутренний контроль-иммуноглобулины человека нанесены в 6 различных точках на 2 зубца пластикового Гребня. Антигены наносятся раздельно в неизменных концентрациях и не содержат тканевых антигенов, которые могут загрязнять антигены, полученные из вирусных лизатов.
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Гребень ИммуноКомб ВИЧ 1+2 КомбФирм

 SHAPE 



Для проведения анализа не требуется приготовления или разведения растворов, все необходимые реагенты внесены производителем в Проявочные ванны. В набор входит 3 Проявочные ванны, 3 Гребня в алюминиевой фольге с влагопоглотителем, положительный и отрицательный контроли, перфоратор для вскрытия ячеек Проявочной ванны. Ряд А Проявочной ванны разделён на 6 ячеек для внесения 6 образцов, ряды В-Е разделены на 12 ячеек. Для постановки одного анализа требуется два зубца Гребня.
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Проявочная ванна ИммуноКомб ВИЧ 1+2 КомбФирм

 SHAPE 



Сыворотку или плазму вносят в ячейки ряда А Проявочной ванны, затем в нее погружают Гребень, передвигая Гребень из ячейки в ячейку, через 66 минут получают результат в виде 6 точек на 2-х зубцах. Наличие точки внутреннего контроля подтверждает правильность постановки анализа и сохранность реагентов при транспортировке.

 Результаты анализа учитывают, если:

· при анализе положительного контрольного образца проявилось 6 точек (по три на каждом зубце гребня)

· при анализе отрицательного контрольного образца  проявилось одна точка (верхняя) на левом зубце гребня.

· у каждого исследуемого образца проявилась верхняя точка на левом зубце (внутренний контроль).

Если у исследуемого образца проявилась только верхняя точка на левом зубце (внутренний контроль) и никаких других точек, результат анализа — отрицательный.

Если у исследуемого образца кроме точки внутреннего контроля проявились как минимум две точки антигенов ВИЧ, одна из которых соответствует gp41 или gp36, результат анализа - положительный.

Образцы, у которых проявились любые сочетания окрашенных точек, кроме внутреннего контроля, оцениваются в соответствии с данными, приведенными инструкции.

На следующем слайде приведены данные по чувствительности и специфичности теста «ИммуноКомб® II ВИЧ 1&2 КомбФирм». Испытания были проведены в нескольких центрах Европы на 559 образцах, включающих 154 отрицательных образца, 318 образцов от пациентов, инфицированных ВИЧ-1, 35 образцов, положительных по ELISA и неопределенных в WB, 52 образца, положительных по ELISA отрицательных в WB. Отрицательные образцы включали образцы от беременных женщин, от пациентов с аутоиммунными заболеваниями и вирусными гепатитами. 
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Чувствительность и специфичность теста «ИммуноКомб® II ВИЧ 1+2 КомбФирм».

	ВИЧ-1 Статус
	«ИммуноКомб® II ВИЧ 1+2 
КомбФирм»

	ELISA
	WB
	Отрицательный
	Положительный (ВИЧ-1)
	Неопределенный

	Отрицательный
	Отрицательный
	150
	0
	4

	Положительный
	Положительный
	2
	305
	12

	
	Неопределенный
	20*
	6
	9

	
	Отрицательный
	44
	1
	7


*) Включая 6 образцов в которых WB показал наличие только p17 или только p55

Чувствительность – 99,7%. Специфичность – 100%.

На следующем слайде приведены результаты исследований индивидуальных сывороток от инфицированных и неинфицированных пациентов африканского происхождения, включая 51 инфицированных ВИЧ-1, 84 инфицированных ВИЧ-2, 9 коинфицированных обоими вирусами ВИЧ-1 и ВИЧ-2, и 48 ВИЧ - отрицательных образцов.
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Исследование образцов от пациентов африканского происхождения

	ВИЧ Статус*
	«ИммуноКомб® II ВИЧ 1+2 
КомбФирм»

	
	Отрицательный
	ВИЧ 1
	ВИЧ 2
	ВИЧ 1+2
	Неопределенный

	Отрицательный
	48
	0
	0
	0
	0

	Положительный
	ВИЧ 1
	0
	51
	0
	0
	0

	
	ВИЧ 2
	0
	0
	70
	10
	4

	
	ВИЧ 1+2
	0
	0
	0
	9
	0


*) По результатам ELISA и WB.

 «ИммуноКомб® II ВИЧ 1+2 КомбФирм»:

Чувствительность – 100 %. Специфичность – 100%.

Все ВИЧ - положительные образцы, включая 5 с группой О были определены как положительные. Среди ВИЧ-2 положительных образцов 10 показали кросс-реактивность по gp120.

Тест-система ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 КомбФирм зарегистрирована более чем в 50 странах по всему миру. Тест-система испытывалась в клиниках Европы, Латинской Америки и Юго-Восточной Азии и успешно используется как подтверждающий тест на ВИЧ более чем 15 лет.

ИммуноКомб ВИЧ  КомбФирм зарегистрирован в России с 2003 года.

В 2008 в России зарегистрирована новая тест-система ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат, дифференцирующая  определение антигена ВИЧ p24 и антител к ВИЧ-1 и ВИЧ-2. Это позволяет определить статус каждого из маркеров, что особенно важно в период «окна».

Современные ИФА тесты для одновременного определения антигена и антител к ВИЧ дают результат как единый ответ о наличии ВИЧ-инфекции. Несмотря на увеличенную чувствительность, эти тесты не дифференцируют результаты по антигену и антителам, что не позволяет интерпретировать статус инфекции на ранних стадиях.

В тест-системе ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат применен прямой твердофазный ИФА. Твердой фазой является пластиковый гребень, на поверхность зубцов которого в разных местах нанесены: моноклональные антитела к антигену ВИЧ p24, рекомбинантный антиген ВИЧ-1 gp41, рекомбинантный антиген ВИЧ-2 gp36 и биотинилированный альбумин бычьей сыворотки БСА (внутренний контроль). Результат, получаемый в виде серо-голубых точек на зубцах гребня, оценивается визуально или на приборе КомбСкан.
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Гребень ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат
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ImmunoComb ®  II  


На следующем слайде приведены данные по чувствительности ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат.

Испытания были проведены в нескольких центрах Европы (Бельгии, Франции, Израиля) на 1 046 ВИЧ-положительных образцах, в том числе образцы с острой формы и недавней ВИЧ-инфицированности. 
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Чувствительности теста «ИммуноКомб® II ВИЧ 1+ 2 ТриСпот Ag-Ab»

	Центры проведения испытаний
	Количество положительных проб
	Антитела к ВИЧ-1
	Антитела к ВИЧ-2
	Антиген ВИЧ-1 р24
	Чувствительность %

	
	
	Чувствительность %
	

	Орженикс (Израиль)
	552
	100
	100
	100
	100

	Rambam (Израиль)
	127
	100
	Не определялось
	100
	100

	JONESSE (Франция)
	163
	100
	100
	100
	100

	Институт тропической медицины (Бельгия)
	204
	100
	98,8
	100
	99,5

	Итого
	1 046
	100
	99,5
	100
	99,9


Чувствительность по ВИЧ-1 теста  ИммуноКомб® II ВИЧ 1+ 2 ТриСпот Ag-Ab – 100%

Возможность определения данным тестом подвидов ВИЧ-1 и ВИЧ-1 группы О проверялась на 103 ВИЧ-1 положительных образцах, содержащих различные подвиды (АJ) и CRFs, и ВИЧ-1 группы О. Все образцы были идентифицированы тестом «ИммуноКомб® II ВИЧ 1+ 2 ТриСпот Аг-Ат» как положительные.

Способность Иммунокомб ТриСпот Аг-Ат выявлять первичную инфицированность ВИЧ и сыворотоки сероконверсионных панелей исследовалась на 27 коммерческих и 25 клинических сероконверсионных панелях, а также на  20 клинических образцах, собранных у пациентов на ранних стадиях заболевания. В качестве референс-тестов использовались BioRad Genscreen Plus HIV Ag-Ab, Abbott HIV Ag/Ab Combo и Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab.

«Тест-система ИммуноКомб® II ВИЧ 1+ 2 ТриСпот Ag-Ab» выявиляла инфицированность на несколько дней раньше (2 - 16 дней), чем другие референс-тесты третьего поколения. 

Специфичность теста  ИммуноКомб® II ВИЧ 1+2 ТриСпот Ag-Ab проверялась на 1 982 ВИЧ-отрицательных образцах, среди которых  было 462 образца от пациентов с различными инфекционными (гепатитом A, B, C, HTLV, CMV, HSV, EBV, малярией и вакцинированные против вируса гриппа) и неинфекционными заболеваниями и 190 образцов групп высокого риска.

Данные приведены на следующем слайде. 
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Специфичность теста «ИммуноКомб® II ВИЧ 1+ 2 ТриСпот Ag-Ab»

	Центры проведения испытаний
	Количество отрицательных проб
	Антитела к ВИЧ-1
	Антитела к ВИЧ-2
	Антиген ВИЧ-1 р 24

	
	
	Специфичность%

	Орженикс (Израиль)
	1 373
	99,8
	100
	99,8

	Rambam (Израиль)
	111
	100
	100
	99,1

	JONESSE (Франция)
	298
	99
	100
	100

	Институт тропической медицины (Бельгия)
	200
	98
	100
	99,5

	Итого
	1 982
	99,5
	100
	99,8


Тест-система ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат выявила все положительные образцы, что соответствует чувствительности 100% по всем трем маркерам. Специфичность составила: антитела к ВИЧ-1 - 99.5%, антитела к ВИЧ-2 - 100%, антиген p24 — 99.8%.

При исследовании сероконверсионных панелей ИммуноКомб ТриСпот определял ВИЧ в среднем на 7 дней раньше, чем тесты на ВИЧ 3-го поколения. Чувствительность по антигену ВИЧ p24 при исследовании образцов с ранних стадий первичной ВИЧ инфекции составила 5 пг/мл, включая группу О. При исследовании образцов с известным количеством антигена ВИЧ p24, была продемонстрирована способность определения до 1.5 пг/мл.

Одновременное определение антигена и антител к ВИЧ с помощью тест-системы ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 ТриСпот Аг-Ат уменьшает не определяемый период сероконверсии на 2-13 дней по сравнению с тестами 3 поколения и определяет ВИЧ на более ранних стадиях.

Дифференцированное определение антигена и антител позволяет оценивать кинетику каждого из параметров во время сероконверсионного периода «окна», что позволяет определять пре-, пер- и сероконверсионную стадию инфекции. Это особенно важно в таких случаях как передача ВИЧ от матери к ребенку.
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