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к.х.н. Дробченко С.Н., Тел 812-325-21-70, д.м.н. Рищук С.В.,  к.м.н. Марголин О.

ЗАО «Биоград», Санкт-Петербург, www.biograd.ru, ГМА им. И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, Alere Inc., США

В последних документах правительства Российской Федерации и Министерства здравоохранения и социального развития в качестве основной причины ухудшения репродуктивного здоровья населения приводится инфекционная заболеваемость, особенно заболеваемость урогенитальными инфекциями. Когда говорят о демографии, репродуктивном здоровье населения, как правило, делается основной акцент на здоровье женщин. В течение многих лет программы по репродуктивному здоровью не были адресованы мужчинам, так как в планировании семьи ведущую роль отводили женщинам, рассматривая их в качестве «целевой группы». Роль мужчин в реализации репродуктивной функции и рождении здорового потомства ничуть не ниже женской роли. Кроме этого, мужская репродуктивная система не менее чутко реагирует на наличие  инфекций, передаваемых половым путем. 

В  материалах ВОЗ 2010 года указано, что в аспектах плохого репродуктивного и сексуального здоровья приблизительно 20% составляют женщины и 14% мужчины, подверженные инфекционным заболеваниям. 

Одним из успешных путей сокращения заболеваемости улучшения репродуктивного здоровья мужчин является качественная и своевременная диагностика. 

 В данном докладе проводится сравнительная  характеристика бесприборных серологических тестов, на которых можно провести обследование пациента быстро и достоверно в кабинете андролога. В Российской Федерации разрешены к применению иммуноферментные (ИФА) и иммунохроматографические (ИХА) бесприборные тесты.

ИХА тесты выполнены в виде тест-полоски или тест-кассеты. Подвижной фазой в данном случае является физиологическая жидкость. Для проведения анализа вносится 1-2 капли  сыворотки или плазмы в область образца тестовой полосы, далее добавляется 1 капля буфера и через 10-20 минут получается результат в виде окрашенных линий.  Не допускается считывание результата после 20 минут, так как окраска линий не стабильна. Чувствительность и специфичность ИХА-тестов не достигает показателей иммуноферментного анализа. Надежность и чувствительность зависит, во-первых, от качества используемых в тесте реагентов и, во-вторых, от концентрации антигена в биоматериале. Качество используемых реагентов зависит от способов их получения, очистки и фиксации на полоске. Концентрация антигена – от стадии заболевания и количества биоматериала. Достаточно много фирм Китая производят данные тесты, несмотря на указанную в инструкции 100% чувствительность и специфичность, в реальности качество данных тестов низкое, разные серии часто не одинаковы, результаты не воспроизводятся, много ложноположительных результатов. В своем докладе я рассмотрю из  Retrocheck, производства Qualpro Diagnostics, Индия (Ретрочек), Determine, производства Abbott Laboratories,  принадлежащий сегодня корпарации Alere, США (Детермин), ИХА-ВИЧ 1/2-ФАКТОР, производства Фактор-Мед, Россия (ИХА- Фактор). 

Иммуноферментные бесприборные тесты разработаны в Институте Пастер в Париже, выпускаются единственной фирмой Орженикс, которой принадлежит патент на них, аналогов не существует. Тесты имеют торговую марку ИммуноКомб и выполнены в оригинальном формате ИммуноГребней. Такой формат, с твердой фазой ИФА анализа, расположенной на выступах-зубцах полимерного Гребня, позволяет переносить твердую фазу между растворами реагентов, необходимых для проведения ИФА. Все необходимые реагенты: разбавитель образца, промывочные растворы, конъюгат, помещены производителем в лунки планшеты - Проявочной Ванны.  Результаты анализа  через 36 минут проявляются в виде серо-голубых точек на зубцах Гребня, при этом окраска формируется на твердой фазе и стабильна после остановки реакции, что позволяет документировать результаты анализа. В тесте предусмотрен  внутренний контроль, подтверждающий достоверность проведенного анализа и сохранность реагентов во время транспортировки и хранения. В состав набора входят 3 ИммуноГребня, на поверхность которых производителем нанесены антигены или специфические антитела и антитела к человеческому иммуноглобулину – внутренний контроль, 3 Проявочные  ванны, плюс, минус контроли, шкала CombScale для количественного определения титра антител. Для обеспечения высокой чувствительности тестов ИммуноКомб подобрана реакция связывания с использованием фосфатазно-щелочного конъюгата. 

Для проведения анализа образец (сыворотка, плазма или цельная кровь) в количестве 10-50мкл в зависимости от выявляемого агента вносится в ячейки первого ряда Проявочной Ванны. Проявочная Ванна разбита на 5 рядов и 12ячеек, каждая ячейка для отдельного образца. Анализ проводится переносом Гребня из одного ряда Проявочной Ванны в другой с инкубацией на каждом шаге. Результаты анализа проявляются в виде окрашенных точек на зубце. Появление только верхней точки (внутренний контроль) указывает на отрицательный результат теста. Появление на зубце вместе с верхней других точек указывает на присутствие в образце антител к искомому агенту. Количественная оценка результата проводится с помощью калибровочной шкалы КомбСкэйл. Для индивидуального анализа от Гребня отсоединяется зубец и в Проявочной Ванне вскрывается одна ячейка.

Одинаковая компоновка набора реагентов ИммуноКомб позволяет проводить   полноценный иммуноферментный анализ  на ВИЧ, T- лимфотропный вирус, Гепатиты А, В, С и маркеры к ним, на острую и хроническую фазу Хламидиоза, Цитомегалии, Токсоплазмоза, Краснухи, Хеликобактериоза, тропических инфекций по единому плану, варьируя количество исследуемого образца, длительность и температуру инкубации в зависимости от специфичности набора.

Тест-системы для диагностики ВИЧ и гепатитов  ведущих  производителей проходят сравнительные испытания. В рамках Национального проекта Здоровье в медицинские учреждения РФ  для экспресс-скрининга на ВИЧ в 2007-2010 годах поставлялись  иммунохроматографические тесты  Ретрочек HIV, Детермин HIV-1/2, ИХА-ВИЧ 1/2-Фактор и иммуноферментный бесприборный тест ImmunoComb II HIV1+2 BiSpot,  (ИммуноКомб), поэтому характеристики их рассматриваются в данном докладе. Данные по сравнительным испытаниям  тест-систем  ИХА-ВИЧ 1,2 -Фактор отсутствуют.

В таблице приведены результаты испытаний тест-систем  на сероконверсионной панели HIV 9017 BioClinical Partners Inc., США. Слева приведены результаты испытаний производителем сероконверсионной панели  HIV 9017 планшетных ИФА тест-систем, предназначенных для выявления антител к ВИЧ и совместного выявления антител и антигена p24. Справа - результаты Российских Государственных испытаний бесприборных тестов для экспресс- диагностики ВИЧ на той же сероконверсионной панели.

Слайд: Результаты испытаний тест-систем на сероконверсионной панели HIV 9017

	Результаты испытаний ИФА(ELISA)тест-систем на сероконверсионной панели HIV 9017. 

Данные производителя BioClinical Partners Inc., Franklin, MA, 02038, USA Seroconversion Panel Catalog no. HIV 9017
	Результаты испытаний бесприборных тестов на сероконверсионной панели HIV 9017.

Отчет о сравнительных испытаниях тест-систем для выявления антител  к ВИЧ, разрешенных к применению в РФ, МЗ РФ 22.03.04, таблица 24


	

	№ образца 
	Дата забора образца
	Abbott 
AxSYM Anti-HIV1/2
	Organon 
Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab 
	Roche
Enzymum-Test
HIV Combi
	Abbott
Architect HIV
Ag/Ab Combo
	Serodia HIV-1/2,

ИХА
	ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 

БиСпот,

ИФА
	Genie II HIV-1/

HIV-2,

ИХА
	Determine HIV ½,

ИХА
	Retrocheck,

ИХА

	1
	26.12.97
	0,31
	0,47
	0,23
	0,74
	-
	-
	-
	-
	-

	2
	29.12.97
	0,31
	0,50
	0,23
	0,19
	-
	-
	-
	-
	-

	3
	02.01.98
	0,39
	0,48
	0,25
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	4
	05.01.98
	0,40
	0,52
	0,25
	0,15
	-
	-
	-
	-
	-

	5
	09.01.98
	0,68
	0,57
	0,31
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	6
	12.01.98
	0,93
	0,69
	0,57
	0,43
	-
	+
	-
	-
	-

	7
	16.01.98
	1,01
	0,62
	1,40
	1,12
	-
	+
	-
	-
	-

	8
	19.01.98
	1,43
	0,80
	1,96
	1,58
	-
	+
	-
	-
	-

	9
	23.01.98
	2,28
	1,08
	3,17
	2,88
	-
	+
	-
	-
	+

	10
	27.01.98
	3,51
	1,45
	3,39
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	11
	30.01.98
	4,12
	1,70
	4,43
	5,16
	+
	+
	+
	+
	+


По данным производителя сероконверсионной панели планшетные ИФА тест-системы AxSYMAnti-HIV1/2 и Architect HIVAg/Ab Combo, производства Abbott, США и Enzymum-Test HIV Combi, производства Roche, Швейцария выявляют антитела к ВИЧ с 7 -го образца данной панели, Vironostika HIV Uni-Form II Ag/Ab  производства Organon, Нидерланды - с 9-го образца.

Результаты Российских  Государственных сравнительных испытаниях показали, что тест ИммуноКомб выявляет антитела к ВИЧ во всех образцах панели HIV 9017 , начиная с 6-го, тест Детермин - с 10-го образца, тест Ретрочек - с 9-го образца данной панели. В соответствии с данными о дате забора образцов, приведенными во втором столбце таблицы, тесты Иммунокомб II ВИЧ 1+2 БиСпот  выявляют антитела к ВИЧ на 11-15 дней раньше, чем  экспресс-тесты, основанные на принципе иммунохроматографии, и на 4 -11 дней опережают ИФА планшетные тест-системы известных зарубежных производителей, предназначенные как для выявления антител так и для совместного выявления антител и антигена.

Испытания, проведенные ВОЗ (HIV Assays, Report 16 ; WHO, 2009, Annex 2, p.38) на сероконверсионных панелях показали, что тест ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 БиСпот выявляет антитела к ВИЧ-1 на 8,5 дней раньше референс-теста Enzygnost Anti-HIV 1/2 Plus. Тесты Детермин  и Ретрочек выявляли антитела позже референс теста.  По результатам испытаний ВОЗ, чувствительность тестов ИммуноКомб, Детермин, Ретрочек составляет 100%, специфичность тестов ИммуноКомб II ВИЧ 1+2 БиСпот ( 99,7% ) превосходит специфичность тестов Детермин ВИЧ ( 99,4% ) в два раза, специфичность тестов Ретрочек ВИЧ ( 99,1% ) в три раза (количество ложноположительных результатов 0,3%, 0,6% и 0,9% соответственно). 

На  следующем слайде приведены данные испытаний ВОЗ бесприборных тестов для диагностики гепатита В 10 производителей (World Health Organization. Hepatitis B surface antigen assays: operational characteristics: report 1, report 2, 2001, 2004).

Слайд: Испытания ВОЗ БПТ для выявления  HBs Ag.
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Количество образцов низкотитражной панели, идентифицированных тестом ИммуноКомб, как содержащие HBsAg, совпадало с количеством образцов, выявленных референс-тестом Hepanostika, и на один образец было меньше, чем обнаруженных референс тестом Monolisa, экспресс-тесты, основанные  на иммунохроматографии (ИХА), не выявили ни одного положительного образца данной панели.

Испытания, проведенные ВОЗ на 5-ти сероконверсионных панелях Boston Biomedica Inc. (BBI), показали, что тест ИммуноКомб выявляет 27 сероконверсионных образцов в этих панелях, показывая лучшие результаты по сравнению с референс планшетными ELISA тестами Hepanostika (выявляет 20 образцов) и Monolisa ( выявляет 23 образца ) и другими бесприборными тестами. Тест Детермин выявляет только 13 образцов сероконверсионных панелей, показывая лучший результат среди ИХА тестов и значительно отставая от референс тестов. 

Приведенные результаты позволяют утверждать, что при исследовании сероконверсионных и низкотитражных панелей экспресс тесты, основанные на методе иммунохроматографии (ИХА) показывают значительно более низкие результаты, чем классические планшетные ИФА (ELISA) тесты. 

Бесприборный ИФА тест ИммуноКомб показывает при исследовании низкотитражных панелей результаты сходные с планшетными тест-системами ИФА (ELISA), а при исследовании сероконверсионных панелей даже превосходит оба референс теста (ELISA), выбранных для испытаний. 

К сожалению, международные и Российские сравнительные испытания тест-систем для выявления    хламидийной инфекции не проводятся, хотя решающее значение в выявлении хламидийных инфекций принадлежит методам лабораторной диагностики, так как выраженный полиморфизм клинических проявлений значительно осложняет клиническую диагностику хламидиозов. 

При выявлении хламидийной инфекции качество тест-систем имеет определяющие значение. Мы сопоставили клинические симптомы с  результатами обсследования 54 пациентов  на хламидийную инфекцию на иммуноферментных тест-системах ХламиБест, производства ЗАО «Вектор-Бест» г. Новосибирск и тест-системах ИммуноКомб, производства Orgenics, Израиль, результаты приведены в таблицах 1 и 2..

Таблица 1.  Определение  наличия  IgG  к Chlamydia trachomatis в сыворотке крови

	IgG к Chlamydia trachomatis
	ХламиБест 
	Простатит
	Бесплодие

	
	+
	-
	количество
	количество

	ИммуноКомб
	+
	6
	15
	16
	7

	
	-
	0
	33
	
	


Таблица 2.  Определение  наличия  IgА к   Chlamydia trachomatis в сыворотке крови

	IgА к Chlamydia trachomatis
	 ХламиБест 
	Простатит
	Бесплодие

	
	+
	-
	количество
	количество

	ИммуноКомб
	+
	2
	25
	19
	8

	
	-
	0
	27
	
	


Как видно из представленных данных отрицательные результаты  на тест-системах ИммуноКомб были также отрицательны на тест-системах ХламиБест; из  21 образца сыворотки с IgG антителами к Chlamydia trachomatis, выявленными  на тест-системах ИммуноКомб, только  6 были положительными на тест-системах ХламиБест; из 27 сывороток  положительных по  IgA на ИммуноКомб только 2 были положительны на тест-системах ХламиБест. Пациенты положительные по  IgA и IgG  на ИммуноКомб и отрицательные на  ХламиБест практически все имели простатит или бесплодие.

При производстве тест-систем ХламиБест и тест-систем других  Российских производителей из-за экономии средств используется перексидазный конъюгат, при производстве  тест-систем ИммуноКомб фосфатазно-щелочной. Французское агентство по контролю за медикаментами (ADA), оценивая тесты, разрешенные для использования в клиниках Европы, подчеркивает, что использование фосфатазно-щелочного конъюгата позволяет достичь наиболее высокой чувствительности по сравнению с тестами, основанными на пероксидазной реакции.  

Наши исследования, правда на небольшом количестве образцов, подтвердили, что  чувствительность тест-систем Вектор Бест ниже чувствительности ИммуноКомб.

При обследовании на хламидийную инфекцию  особенно мужчин важно как сочетаются иммуноглобулины   IgA и IgG к Chlamydia trachomatis и клинические симптомы. Всего было обследовано 509  пациентов, мужского пола, обратившиеся за медицинской помощью в связи с проблемами в мочеполовой системе.

Исследование проводилось с помощью иммуноферментных тест-систем ИммуноКомб:

- выявление видоспецифичных IgA антител к С.trachomatis проводилось с помощью ImmunoComb Chlamydia trachomatis Monovalent IgA 

- дифференцированное выявление видоспецифичных IgG антител к C. trachomatis и C. pneumonia проводилось с помощью ImmunoComb Chlamydia Bivalent IgG 

Эти тест-системы были выбраны поскольку они позволяют проводить определение видоспецифичных антител к хламидиям без использования дополнительного оборудования. Определение видоспецифичных антител обеспечивается применением антигенов штамма серотипа L2, с удаленной липосахаридной частью (LPS), вызывающей перекрестные взаимодействия. ДНК Chlamydia trachomatis определяли в эякуляте  и в уретре методом ПЦР на тест-системах ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора (Москва). 

	Количество  выявленных положительных образцов 

	IgA к C.trachomatis
	IgG к C.trachomatis
	ДНК C.trachomatis в уретре
	ДНК C.trachomatis

в эякуляте

	212
	211
	6
	9


Из представленных данных видно, что IgG к Chlamydia trachomatis IgA определяются у 211 мужчин, IgA – у 212, ДНК  Chlamydia trachomatis только у 6 в уретре и у 9 в эякуляте. 

Наше исследование подтвердило, что при хронизации хламидийной инфекции определение ПЦР методом  ДНК C.trachomatis затруднительно из-за невозможности взятия образца с возбудителем.

	Количество  выявленных положительных образцов 

	IgA и/или IgG к C.trachomatis
	 IgG к  C.pneumonia 
	IgG к  C.pneumonia  без антител к C.trachomatis

	290
	384
	161


У 290 пациентов в сыворотке крови были обнаружены антитела к C.trachomatis. У 384 пациентов были обнаружены IgG антитела к C.pneumonia, из них у 161 пациента не было обнаружено антител к C.trachomatis, что может приводить к ложноположительному определению этих пациентов по антителам к С. Trachomatis при использовании тестов, выявляющих родоспецифичные антитела.

На следующем слайде сопоставлены клинические симптомы 333 пациентов  с соотношением выявленных у них   сывороточных IgA и IgG к Chlamydia trachomatis и секреторных IgA  к Chlamydia trachomatis в  эякуляте. 

	№
	Количество  пациентов и наличие у них  определённых иммуноглобулинов к  C.trachomatis
	Бесплодие в паре
	Нарушение спермограммы
	Воспалительные процессы в
 органах МПС
	Эректильная дисфункция
	Ускорение 
семяизвержения
	Неудача при ЭКО
	ОАА

и ОГА у 
женщин

	
	IgA в эякуляте
	IgA в сыворотке
	IgG   в сыворотке
	Колво
	Присутствие маркёров
	
	
	
	
	
	
	

	1
	+
	-
	-
	23
	IgA+ эякул.
	17%
	22%
	65%
	30%
	9%
	4%
	0%

	2
	+
	+
	+
	87
	IgG+, IgA+ сывор. и  IgA + эякул.
	29%
	29%
	60%
	25%
	7%
	3%
	6%

	3
	+
	-
	+
	25
	IgG+ сывор,

IgA+эякуляте
	24%
	32%
	64%
	12%
	0%
	0%
	4%

	4
	+
	+
	-
	17
	 IgA+ сывор. и IgA+эякул.
	24%
	41%
	71%
	18%
	12%
	6%
	18%

	5
	-
	-
	+
	11
	 IgG+  сывор.
	9%
	0%
	64%
	27%
	9%
	0%
	9%

	6
	-
	+
	+
	8
	IgG+ IgA+ в сывор.
	13%
	0%
	63%
	38%
	0%
	0%
	0%

	7
	-
	+
	-
	19
	IgA + в сывор.
	32%
	32%
	47%
	37%
	11%
	11%
	0%

	8
	-
	-
	-
	143
	Отсутствие глобулинов в сывор. и эякул.
	20%
	19%
	51%
	29%
	8%
	1%
	3%

	9
	
	
	
	509
	В среднем для всех пациентов
	19%
	19%
	53%
	23%
	6%
	2,00%
	4%


Воспалительные процессы в органах МПС - простатит, уретрит, орхит, эпидидимит, орхоэпидидимит

У 333 пациентов У 190 пациентов был обнаружен хотя бы один маркёр  хламидийной инфекции. Результаты, полученные для антител к C.Trachomatis мы распределили на 8 групп, по всем 8 возможным сочетаниям 3 маркеров: IgG в сыворотке крови (IgG сыв), IgA в сыворотке крови (IgA сыв) и IgА в эякуляте (IgA сек). 

I группа 23 пациентов с положительными IgA +  в эякуляте, отрицательными сывороточными антителами  IgA- и  IgG - ;

II группа  87 пациентов были выявлены все 3 маркера; 

III группа 25 пациентов с положительными  сывороточными IgG + и секреторными IgA +  в эякуляте и отрицательными по сывороточным IgA-;

IV группа 17 пациентов с положительными  сывороточными IgA + и секреторными IgA +  в эякуляте и отрицательными по сывороточным IgG-; 

V группа 11 пациентов с положительными  по IgG +   в сыворотке и отрицательными по сывороточным и секреторным IgAв;

VI группа 8 пациентов с положительными  по IgA + и по IgG +  в сыворотке и отрицательными секреторными IgA - в эякуляте;

VII группа из 19 пациентов с положительными  по IgA +   в сыворотке и отрицательными по сывороточным IgG - и секреторным IgA-;

В VIII группу мы включили 147 пациентов, у которых отсутствовали маркеры хламидийной инфекции. Увеличение частоты встречаемости симптомов наблюдалось для всех групп, имевших IgA сыв + или IgA сек +. Достоверные различия по частоте встречаемости симптомов с VIII группой были получены в следующих случаях: 

· нарушения в спермограмме в IV гр. (IgG сыв-, IgА сыв+, сек+) – 41% (в VIII — 19%)

· неудача при ЭКО в VII группе (IgG сыв-, IgА сыв+, сек-) – 11% (в VIII — 1%)

· осложнения у супруги (Отягощённый акушерский анамнез (выкидыши и замирания беременности) а также отягощённый гинекологический анамнез (внематочные беременности)ОГА и/или ОАА) в IV группе – 18% (в VIII — 3%)

Пациенты, у которых наблюдались только сывороточные IgG-антитела (IV группа) не имели нарушений спермограммы. Наибольшая встречаемость воспалительных процессов в органах мочеполовой системы наблюдалась в IV группе – 71% (в VIII - 51%). 

Обращают внимание  14 бесплодных пар ( у 2-х пар были неудачи в ЭКО) с  положительными  сывороточными и\ или  секреторными IgA, IgG антитела не  выявлялись, несмотря на длительный период наблюдения. После проведения лечения от хламидийной инфекции (после лечения через 2-4 месяца IgA отсутствовали) у 6 пар было естественное зачатие, роды  и беременность протекали без осложнений. 8 пар после проведённого лечения на повторный осмотр не явились.

Выводы:

В диагностике хронической персистирующей хламидийной инфекции очень важно выявление  иммунного ответа, так как определение самого возбудителя из-за его труднодоступности для взятия образца может приводить к ложноотрицательным результатам.

Значительное количество пациентов (31,6%), обращающихся за медицинской помощью в связи с проблемами мочеполовой системы имели антитела к C.pneumonia без антител к C.trachomatis, ввиду этого для избежания ложноположительных результатов важно использовать видоспецифичные методы определения антител.

Низкая концентрация противохламидийных IgG- антител в сыворотке крови (уровень ниже диагностически значимого) в силу антигенных особенностей возбудителя, по-видимому, не обеспечивает  должной защиты от его экспансии, что обуславливает в конечном счёте нарушение фертильности у мужчин и осложнения у их женщин (неудачи при ЭКО и отягощённый репродуктивный анамнез).

Выявление IgA при отсутствии IgG к С.trachomatis приводит к увеличению частоты встречаемости некоторых осложнений в паре и может рассматриваться как неблагоприятный прогностический признак по развитию данных осложнений.

Определение специфических IgA информативно в качестве маркера активной стадии хламидийной инфекции и в мониторинге эффективности лечения.

