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Экономичный комплекс лабораторных тест-систем и программного обеспечения фирмы Хема для оценки риска пороков развития плода в первом и втором триместре: итоги сравнительных испытаний.
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Развитие методов биохимического скрининга для оценки риска пороков развития плода в реальных условиях российского здравоохранения требует проведения исследования и в первом, и во втором триместрах, а также математического расчета риска и выдачи ответа обследуемой непосредственно в лаборатории. Решение таких задач требует создания доступных по цене и простых в использовании лабораторных и программных продуктов для массового использования с применением стандартных лабораторных измерительных устройств (планшетных фотометров) и, соответственно, диктует выбор метки и формата иммуноанализа (планшетный ИФА). Вместе с тем, имея в виду оснащенность большинства лабораторий медико-генетической службы приборами для детекции лантанидного ЛИФА (DELFIA), целесообразно оставить лаборатории выбор оптимального способа проведения скрининга, исходя из текущей ситуации.

Материалы и методы исследования

Материалом для исследования служили образцы крови беременных женщин, проходящих плановое обследование (УЗИ и биохимический скрининг) в ГУ НИИ акушерства и гинекологии им. Д.О. Отта. В качестве референс-методов использовались наборы для ИФА производства ООО «Алкор Био» (для определения альфа-фетопротеина (АФП) и хорионального гонадотропина (ХГ)) и наборы ЛИФА (DELFIA) фирмы Wallac/Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Финляндия (поставщик фирма «Приборы», Москва) (для определения плазменного ассоциированного с беременностью белка А (ПАББ-А) и свободной бета-цепи ХГ).  Расчет риска рождения ребенка с  синдромом Дауна по результатам исследования сывороточных маркеров в 9-13 недель проводился с помощью программы «Life Cycle»  этой же фирмы.

Образцы сыворотки крови до анализа наборами производства ООО «Хема» хранились не более 48 часов при +2-8ºС или не более 6 месяцев при –20ºС или ниже.

Исследование биохимических маркеров 2-го триместра: АФП, ХГ, свободный эстриол (СЭ) 

Для определения АФП мы разработали новую (третью) версию ИФА-набора на основе новой пары моноклональных производства ООО «Хема». Последняя версия отличается упрощением методики   и сокращением времени постановки (анализ проводится в одну  стадию). Набор для определения  АФП методом ИФА производства  ООО «Хема» (версия 3) прошел тестирование  в лаборатории пренатальной диагностики наследственных и врожденных заболеваний человека НИИАГ им. Д.О. Отта РАМН. Целью испытаний было определение корреляции с референс тест-системой (коэффициент корреляции составил 0,81) и наработка собственных данных для установления предварительных медиан в разные сроки беременности (табл. 1).

Таблица 1. Содержание  АФП в крови женщин  во втором триместре беременности, измеренное с помощью     тест-систем ООО «Хема» 

Общее число наблюдений 686.

	Срок беременности, нед.
	Медиана, Ед/мл
	Число образцов

	 14
	26
	13

	15
	34
	270

	  16
	36
	203

	  17
	43,5
	83

	  18
	52,5
	38

	 19
	64
	29

	  20
	72
	23

	  21
	76
	27


Вдвое больший массив клинического материала  был использован для испытаний новой (третьей) версии ИФА-набора для определения  ХГ. Набор для определения ХГ методом ИФА производства ООО «Хема» (версия 3) создан на основе  двух  моноклональных антител собственного производства, одинаково распознающих бета-цепь данного гормона как в свободном состоянии, так и в составе димера с альфа-цепью. Эта версия также отличается упрощением постановки (1 стадия)  и расширением диапазона измеряемых значений до 500 Ед/л, что позволяет при работе с сыворотками беременных разбавлять образцы в 200 раз. Итогом испытаний  также явилось получение данных о корреляции с референс набором (r = 0,70) и наработка предварительных данных  о медианах (табл. 2).

Таблица 2. Содержание  ХГ  в крови женщин  во втором триместре беременности, измеренное с помощью     тест-систем ООО «Хема». 

Общее число наблюдений 1538.

	Срок беременности, нед.
	Медиана, кЕд/л
	Число образцов

	 14
	55
	28

	15
	42.8
	479

	16
	38.4
	571

	17
	32.8
	260

	18
	25.6
	102

	19
	23
	29

	20
	21
	30

	21
	18
	30


 Как известно, пренатальный скрининг можно проводить с использованием  в расчетах риска   данных определения свободного (неконъюгированного) эстриола (НЭ). Мы разработали первую отечественную тест-систему для определения НЭ на основе собственных поликлональных антител. Для анализа необходимо внести в лунки планшета 25 мкл сыворотки или плазмы крови без предварительного разбавления, время анализа составляет 110 минут. По итогам испытаний нами также получена таблица медиан для второго триместра беременности (табл. 3)

Таблица 3. Содержание  НЭ  в крови женщин  во втором триместре беременности, измеренное с помощью     тест-систем ООО «Хема» 

Общее число наблюдений 373

	Срок беременности, нед.  
	Число наблюдений
	Медиана, нмоль/л

	14
	35
	7,5

	15
	74
	10,5

	16
	124
	12,4

	17
	48
	14,5

	18
	24
	19,8

	19
	21
	21,4


	20
	24
	23,8

	21
	23
	26,4


Исследование маркеров первого триместра: ПАББ-А, свободная бета-цепь ХГ

Для определения ПАББ-А и свободной бета-цепи ХГ (св. бета-ХГ) нами разработаны первые отечественные тест-системы ИФА. Термин ПАББ-А (плазменный ассоциированный с беременностью белок А) был также введен в русскую терминологию впервые именно в рабочей документации на тест-систему нашего производства. Одновременно мы разработали и выпускаем и ИФА, и ЛИФА (DELFIA) версии обоих наборов.

Наборы ПАББ-А ИФА/ЛИФА производства ООО «Хема» в силу новизны разработки имеют ряд важных преимуществ перед референс набором на основе технологии DELFIA:

· возможность использования цитратной плазмы (только для ИФА набора);

· отсутствие необходимости разводить образцы,   что упрощает проведение анализа для массового скрининга и снижает вероятность операторской ошибки.

Испытания ПАББ-А ИФА производства ООО «Хема» в НИИАГ им. Д.О. Отта проводились в несколько этапов, по итогам каждого в набор вносились необходимые улучшения.  Предварительные медианы содержания ПАББ-А в крови беременных приведены в таблице 4. Текущая версия набора ПАББ-А ИФА «Хема» показывает удовлетворительную корреляцию с референс-набором (r = 0,69).

 В рамках проводимого тестирования тест-системы для определения ПАББ-А ИФА «Хема»   исследовалось влияние    процесса заморозки–разморозки образцов на уровень определяемого аналита. Результаты показали, что одно- – трехкратная заморозка-разморозка и хранение образца сыворотки или плазмы крови при +2-8С не более 3 суток   не сказывается на определяемом уровне ПАББ-А.  

Таблица 4. Содержание  ПАББ-А  в крови женщин  в первом 

 триместре беременности, измеренное с помощью     тест-систем ООО «Хема» 

Общее число наблюдений 1831.

	Неделя беременности
	Медиана, мEд/л
	Число наблюдений

	9
	969
	97

	10
	1279
	184

	11
	2153
	481

	12
	3205
	645

	13
	4250
	424


Наборы св. бета-ХГ ИФА/ЛИФА «Хема» также получили некоторые преимущества перед используемыми в российских лабораториях импортными аналогами:

· возможность использования цитратной плазмы (только для ИФА набора);

· широкий диапазон определяемых концентраций (до 200 нг/мл) позволяет не разбавлять сыворотки беременных женщин, что снижает вероятность операторской ошибки;

· калибровочные пробы в наборе готовы к использованию и стабильны в течение всего срока годности набора;
Испытания тест-систем для определения св. бета-ХГ ИФА «Хема» в НИИАГ им.Д.О. Отта также проводились в несколько этапов, по итогам каждого в набор вносились необходимые улучшения.    В таблице приведены предварительные значения медиан (табл.5). Текущая версия набора св. бета-ХГ ИФА «Хема» показывает удовлетворительную корреляцию с референс-набором (r = 0,79).

Таблица 5. Содержание  свободной бета-цепи ХГ  в крови женщин  в первом 

 триместре беременности, измеренное с помощью     тест-систем ООО «Хема» 

Общее число наблюдений 2108.

	Неделя беременности
	Медиана, нг/мл
	Число наблюдений

	9
	64,3
	129

	10
	62
	206

	11
	49,2
	498

	12
	39,5
	675

	13
	39
	438


Некоторые лаборатории используют определение свободной бета-цепи ХГ и для мониторинга второго триместра беременности (в комплексе с АФП). Для этих пользователей нами самостоятельно разработаны диапазоны нормальных значений, приведенные в таблице 6. Данные из таблицы могут быть также обработаны и представлены в виде медиан.

Таблица 6. Диапазон нормальных значений свободной бета-цепи ХГ в крови беременных Санкт-Петербурга с 14 по 18 неделю.

Общее число наблюдений 644.

	Неделя беременности
	Нижний предел, нг/мл
	Верхний предел, нг/мл

	14
	21,8
	31,2

	15
	20,3
	28,1

	16
	13,3
	23

	17
	11,1
	19,9

	18
	9,9
	19,4


ИФА или ЛИФА – выбор лаборатории

Все описанные выше ИФА и ЛИФА наборы прошли государственную регистрацию, получены регистрационные удостоверения (табл. 7).

Таблица 7. Полный комплекс лабораторных методов для пренатального скрининга от фирмы «Хема»

	Определяемый аналит
	ИФА, кат.№
	Регистрационное удостоверение
	ЛИФА, кат.№
	Регистрационное удостоверение

	ПАББ-А
	K238
	№ ФСР 2007/00739 от 18 сентября 2007 г.
	E238
	№ФСР 2008/03943 от 26 декабря 2008 г.

	Св бета ХГ
	K235
	№ ФСР 2007/00737 от 18 сентября 2007 г.
	E235
	№ФСР 2009/04161 от 18 февраля 2009 г.

	АФП
	K225
	№ ФСР 2007/00738 от 18 сентября 2007 г.
	#IE225
	ЗАО Иммуноскрин

	ХГ
	K205
	№ ФСР 2007/00740 от 18 сентября 2007 г.
	#IE205
	ЗАО Иммуноскрин

	Св эстриол
	K218
	№ ФСР 2008/02811 от 11 июня 2008 г.
	--------
	------------------


Многие диагностические центры и лаборатории оснащены аппаратурой для проведения ЛИФА (DELFIA) и предпочитают работать с этой технологией. Для этих лабораторий мы рекомендуем использование наших наборов ПАББ-А ЛИФА и св. бета-ХГ ЛИФА для первого триместра; для второго триместра  мы предлагаем тест-системы АФП и  бета-ХГ ЛИФА производства ЗАО «Иммуноскрин», поставляемые нашей фирмой в рамках соглашения о сотрудничестве. 

Лаборатории, работающие в основном с ИФА, могут выбрать для скрининга соответствующие ИФА-наборы. Для проведения массового скрининга методом ИФА мы предлагаем также автоматический анализатор ЗАЛП-2000, который практически берет на себя нагрузку одного квалифицированного врача КЛД и позволяет выполнять весь биохимический скрининг силами лаборанта. Технические характеристики анализатора приведены в таблице 8.

Таблица 8. Технические характеристики ИФА-анализатора ЗАЛП-2000

	Образцы:
	Штативы на 60-80 пробирок диаметром 12 мм или на 40 пробирок диаметром 16 мм.

	Предварительное разведение образцов:
	Штативы на 92 пробирки.

	Реагенты:
	8 штативов для установки специфических реагентов для одновременного проведения 8 тестов. 1 штатив для установки общих реагентов.

	Микропланшеты:
	Работа с 2 микропланшетами (по 96 лунок).

	Диспенсируемый объем:
	От 8 мкл до 1000 мкл с шагом 1 мкл с погрешностью ( 1 % при 100 мкл.

	Инкубация планшета:
	Температура инкубации от комнатной до 45° C. Точность установки температуры (1° C.

	Оптические фильтры:
	Установлено 2 фильтра (длины волн 450 и 630 нм), еще 2 фильтра могут быть установлены дополнительно.

	Программное обеспечение
	Операционные системы Windows 98 или XP для ведения рабочего журнала, отчетов по пациентам и хранения результатов; хранение калибровочных кривых для каждого проведенного теста.

	Габариты:
	Ширина 790 мм, глубина 650 мм, высота 610 мм.

	Вес:
	72 кг.


Программное обеспечение для расчета риска врожденных дефектов и его интеграция в системы управления лабораторией

Важным аспектом работы медико-генетических лабораторий является расчет риска врожденных дефектов по данным лабораторных исследований, а для первого триместра – и с учетом данных ультразвуковой диагностики. Для этого нами совместно со специалистами  лаборатории пренатальной диагностики НИИ АГ им.Д.О. Отта РАМН и ООО «Интеллектуальные программные системы» (Санкт-Петербург) разработана программа «Калькулятор риска синдрома Дауна» (КРСД) Хема».

Программа рассчитывает срок беременности исходя из заключения, сделанного на основе УЗИ, и автоматически запрашивает ввод параметров 1-го или 2-го триместров беременности. Помимо срока беременности, программа учитывает вес беременной, число плодов и расовую принадлежность, наличие сахарного диабета. В отдельном файле автоматически происходит накопление статистических данных по всем проведенным исследованиям и формирование собственных медиан за весь период использования программы пользователем. 

Программа предоставляет несколько вариантов выдачи ответа:

-
экранная форма;

-
сводный файл, который может в дальнейшем легко считываться системами управления базами данных лаборатории; 

· распечатка на бланке, формируемом пользователем (см. табл.9)

Количество вводимых параметров, значения медиан и стандартных отклонений для каждого параметра и недели беременности определяется пользователем. В качестве стандартного рекомендуемого файла медиан используются данные, полученные на ИФА или ЛИФА «Хема» или ЛИФА «Иммуноскрин». Однако по желанию лаборатории, по предоставлении исходных данных (медиан и СКО) мы можем сформировать любую конфигурацию используемых методов для включения в рабочую версию программы КРСД.

=====================================================================

Центр планирования семьи

Телефон  8 (888) 999999
Дата формирования результатов:  15.07.2008 15:46:22  Триместр: 2
Результаты пренатального биохимического скрининга

	ЖК
	№2 Приморского района

	Участок
	№6

	Врач
	Т.И.Кузнецова

	Дата исследования
	15.07.2008

	Учётный №1
	1122

	Учётный №2
	А0001

	ФИО
	Иванова Мария Сергеевна

	Дата рождения
	14.11.1989

	Этническая группа
	Европейская

	Дата забора крови
	10.06.2008

	Срок на дату забора крови
	17н.1д.

	Дата УЗИ
	12.05.2008 

	Срок на дату УЗИ
	13нед. 0д.

	Дата дополнительного УЗИ
	--

	Срок на дату дополнительного УЗИ
	--

	Дата послед. МЦ
	06.02.2008 

	Срок по дате послед. МЦ
	17н.6.

	Вес
	48.5 кг.

	Количество плодов
	1

	Наличие сахарного диабета 1-го типа
	Нет

	Наличие при предыдущей беременности хромосомных заболеваний
	Нет



	Результаты исследования (содержание в сыворотке крови):

	АФП
	72.90 (1.41 МоМ)

	ХГЧ
	27.80 (1.03 МоМ)

	Св эстриол
	 

	Риск рождения ребенка с синдромом Дауна
	1:9658  0,01% 

Очень низкий

	Возрастной риск
	1:1593

	Риск трисомии 18
	

	Риск развития ДЗНТ
	ниже популяционного

	Риск задержки развития плода
	ниже популяционного


Табл.9 Пример распечатки из программы «КРСД Хема». Жирным шрифтом выделены параметры, рассчитанные самой программой. Ввод остальной информация управляется клиентом.

Важно отметить, что программа «КРСД Хема» не является полномасштабной базой данных для лаборатории. Разрабатывая данную программу, мы имели в виду тот факт, что в большинстве крупных лабораторий уже используются системы управления базами данных (СУБД) и системы управления лабораториями. Нашей задачей было обеспечить легкую «выгрузку» данных из «КРСД Хема» и сопряжение выгруженных данных с любой лабораторной СУБД или обработку простыми инструментами офисной и статистической работы, например, Microsoft Excel. Каждое обследование формирует одну строку сводного файла в формате csv, который легко считывается и Excel, и любой лабораторной базой данных.

Использование такого метода позволило существенно сократить стоимость программы и требования к лабораторному компьютеру.

Расчет риска рождения ребенка  с синдромом Дауна с использованием лабораторных и программных продуктов фирмы «Хема» 
Для оценки всего комплекса лабораторных и программных продуктов фирмы   «Хема» образцы крови 355 беременных  в первом триместре проанализированы с использованием  тест-систем  собственного производства и проведено сравнение результатов расчета индивидуального риска с использованием программы «КРСД Хема» с комплексом референтных методов, использующих иммуноанализ на основе технологии DELFIA и программу обсчета риска, поставляемую тем же поставщиком.

Получены следующие результаты по интегральному сравнению: 

· все 8 случаев высокого риска, выявленных референтным комплексом, выявляются и программой «КРСД Хема» по данным биохимических параметров, полученных на реагентах производства той же фирмы;

· дополнительно выявлено 7 случаев высокого риска развития синдрома Дауна у беременных в возрасте 40 – 45 лет; возможно, вследствие небольшого количества наблюдений для расчета предварительных медиан. Таким образом, на основании проведенных испытаний мы рекомендуем к широкому использованию комплекс отечественных реагентов и программный продукт, не уступающий по эффективности и удобству в работе зарубежным аналогам, но по значительно более низкой стоимости в расчете на одно определение и не требующий значительных вложений в оборудование.







