丙型肝炎病毒核心抗原检测技术在安全输血中的应用价值
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摘要
目的
探讨丙型肝炎病毒(HCV)核心抗原酶联免疫吸附技术(HCV-cAg ELISA)筛查献血员感染HCV的可行性。

方法
将183份抗-HCV阳性、6370份抗-HCV阴性(包括120份伴HBsAg阳性)献血员进行HCV RT-PCR和HCV-cAgELISA检测。

结果
抗-HCV阳性和抗-HCV阴性血清HCV RNA和HCV-cAg检测结果符合率分别为92.34%和99.97%。6370份抗-HCV阴性且不伴HBsAg阳性血清HCV-cAg阳性3份，其中1份HCV RNA阳性。HCV RNA拷贝数的上升与HCV-cAg阳性检出率上升呈正相关。

结论
HCV-cAg ELISA敏感性与HCV RT-PCR类似，具有简便、快速、可靠优点，较适用于安全输血中献血者的血液筛检。

血液传播是丙型肝炎感染的一个最重要途径[1]。我国国家标准规定所有临床使用的血液，全部需经过丙型肝炎病毒(hepattis C virus，HCV)抗体双试剂酶联免疫法(ELISA)检测以确保血液安全，随抗-HCV ELISA诊断试剂从第一代向第三代甚至第四代发展，因漏检导致通过血制品感染HCV感染率下降[2]。但抗-HCV不能作为HCV感染的早期诊断指标，因为HCV感染存在一个HCV感染后尚无抗体出现的"窗口期"，这一时期抗-HCV ELISA双试剂均无法检出HCV感染的存在[3]，国内外均有因存在"窗口期"问题而导致HCV输血感染的报道[4,5]。荧光定量PCR(RT-PCR)检测HCV病毒核酸(HCV RNA)可正确反映HCV感染后病毒复制，具有早期、敏感和特异等特点，但该方法在技术和设备上要求较高，且费时、检出率低，难以在常规工作或基层实验室推广[6]。近年来已有国外学者报道血清中HCV核心抗原的酶联免疫吸附技术(HCV-cAgELIsA)检出比HCV RNA平均仅晚1～2 d而且和HCV RNA的动力学变化密切相关，可以作为HCV复制的标志，有利于HCV感染患者的早期发现[7,8,9]。为解决因HCV"窗口期"造成的输血感染问题，本研究对收集的6553份抗-HCV ELISA不同结果的无偿献血者血标本进行HCV-cAg和HCV RNA检测，评价HCV-cAgELISA在HCV感染早期诊断中的作用。

1　资料与方法
1.1　检测标本
6553份血标本来自浙江省丽水市中心血站的无偿献血者，其中183份抗-HCV阳性、120份抗-HCV阴性但HBsAg阳性的血标本，2012年1月至2014年6月收集，另有6250份抗-HCV阴性且HBsAg阴性血标本，2014年1月至2014年6月收集。按GB18467－2001《献血者健康检查要求》献血者健康检查要求合格方可献血，为保护献血者隐私，所有样本均采用13位数条码，不出现姓名。

1.2　检测试剂
初检与复检抗-HCV ELISA试剂盒分别购自北京万泰生物药业有限公司和意大利Sorin公司。检测HCV-cAg ELISA试剂盒购自山东莱博公司。按试剂盒操作说明进行检测和结果判断。HCV RNA检测试剂盒由中山大学中山医学院达安基因诊断中心提供，使用仪器为美国ABI公司的7500型荧光定量PCR仪，严格按试剂盒说明书进行操作，病毒载量<103拷贝/ml判定HCV RNA定量结果为阴性，103～105拷贝/ml为少量病毒复制，106～107拷贝/ml为中量病毒复制，>1.0×108拷贝/ml判定为大量病毒复制。所有试剂均在有效期内使用。

1.3　检测方法
抗-HCV和HCV-cAg检测使用ELISA法，HCV RNA检测用RT-PCR。按试剂盒操作说明进行检测和结果判断。HCV RNA检测阳性判定为HCV确证阳性。

1.4　统计学方法
应用统计软件SPSS 13.0对相关数据进行统计学分析处理，采用χ2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果
2.1　HCV-cAg检测结果
6553份血标本共检测到HCV-cAg阳性57份。其中183份抗-HCV阳性血标本HCV-cAg阳性54份，阳性率29.51%; 120份抗-HCV阴性但HBsAg阳性血标本未检测到HCV-cAg阳性；6250份抗-HCV阴性且不伴HBsAg阳性血标本HCV-cAg阳性3份，阳性率0.05%。

2.2　HCV RNA检测结果
6553份血标本共检测到HCV RNA阳性63份。其中183份抗-HCV阳性血标本HCV RNA阳性62份，阳性率33.87%；120份抗-HCV阴性但HBsAg阳性血标本未检测到HCV-cAg阳性；6250份抗-HCV阴性且不伴HBsAg阳性血标本1份HCV RNA阳性。

2.3　HCV-cAg和HCV RNA检测结果的符合率
183份抗-HCV阳性血标本检出HCV RNA和HCV-cAg同为阳性的51份，同为阴性的118份，另有11份HCV RNA阳性而HCV-cAg阴性，3份HCV RNA阴性而HCV-cAg阳性，在抗-HCV阳性血标本中HCV RNA和HCV-cAg检测结果符合率为92.34%。6370份抗-HCV阴性血标本检出HCV RNA和HCV-cAg同为阳性的1份，同为阴性的6367份，另有2份HCV-cAg阳性而HCV RNA阴性，在抗-HCV阴性血标本中HCV RNA和HCV-cAg检测结果符合率为99.97%。

2.4　HCV RNA拷贝数与HCV-cAg阳性检出率的相关性
见表1。63份HCV RNA阳性血液中有52份HCV-cAg阳性，HCV-cAg阳性检出率为82.5%。观察不同HCV RNA拷贝数血清样本HCV-cAg阳性检出率，发现HCV RNA拷贝数的上升与HCV-cAg阳性检出率上升呈正相关。当HCV RNA拷贝数较低为103数量级时，血清标本HCV-cAg阳性检出率仅为50.0%；而HCV RNA拷贝数上升到108数量级时，HCV-cAg阳性检出率为达到100%。
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表1HCV RNA拷贝数与HCV-cAg阳性检出率的相关性
Tab.1The correlation of HCV RNA copies and HCV-cAg positive of rates
3　讨论
由于"窗口期"存在而导致输血性HCV感染产生的纠纷国内外都有报道[4,5]。为减少"窗口期"存在而导致的HCV感染发生，欧美国家纷纷推出HCV RNA和HCV-cAg检测筛查献血者血液的规定[4,6,7,8,9]。有研究发现HCV感染后12 d内，HCV RNA水平呈指数增长，出现病毒血症，而抗-HCV的出现一般在输血或感染后60～70 d，因此直接检测HCV RNA可缩短"窗口期"，可作为HCV的早期诊断方法。HCV RNA是病毒复制的直接标志，HCV RNA比抗-HCV抗体早50 d左右，因此RT-PCR检测HCV RNA可作为HCV感染的确认方法，但该方法需要特殊仪器、且人员配备的要求高还受很多因素影响[3,6,8]。近年有报道用建立的ELISA法快速检测HCV感染者血清HCV-cAg，操作简便。而且HCV－cAg几乎与HCV RNA同时出现(仅仅比HCV RNA迟2天)而成为HCV早期感染指标[7,8,9]。我们的研究发现，6370份抗-HCV阴性血清中3份HCV-cAg阳性，其中1份HCV RNA同时阳性。后续跟踪3位血清HCV-cAg阳性献血者发现，HCV RNA同时阳性者1个月后血清抗-HCV阳性，HCV-cAg阳性而HCV RNA阴性中1人57 d后血清抗-HCV阳性，另1人在跟踪中失联，提示HCV-cAgELISA可以成为HCV早期感染指标。6370份抗-HCV阴性血清HCV-cAg阳性率为0.05%，虽然就百分率说很低，但由于我国献血人员基数巨大，从绝对数看用抗-HCV检测献血人员HCV感染漏检情况不允忽视。

按目前我国国家标准对献血者采血规定，抗-HCV阳性血液都作报废处理，183份抗-HCV阳性血清，用RT-PCR检测62例HCV RNA阳性，HCV RNA检测阳性判定为HCV确诊阳性，则其中121份为假阳性，造成血液浪费。HCV-cAgELISA检测54例HCV-cAg阳性，其中51份与HCV RNA检测同为阳性，129份HCV-cAgELISA检测为阴性，其中118份与HCV RNA检测同为阴性，结果HCV-cAgELISA与HCV RT-PCR检测抗-HCV阳性血清的符合率为92.34%。另外，本研究用HCV-cAgELISA与HCV RT-PCR同时检测6370份抗-HCV阴性血标本，两者符合率为99.97%。在6370份抗-HCV阴性血标本中设置了120份HBsAg阳性标本，发现HCV-cAgELISA与HCV RT-PCR检测符合率为100%。我们也比较HCV RNA拷贝数和HCV-cAg检出阳性率，发现HCV RNA拷贝数与HCV-cAg阳性检出率成正相关，上述结果提示HCV-cAgELISA能替代HCV RT-PCR。

4　参考文献
[1]

HajarizadehB, GrebelyJ, DoreGJ. Epidemiology and natural history of HCV infection. Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 2013, 10：553–562.

[2]

KesliR, OzdemirM, KurtogluMG, et al. Evaluation and comparison of three different anti-hepatitis C virus antibody tests based on chemiluminescence and enzyme-linked immunosorbent assay methods used in the diagnosis of hepatitis C infections in Turkey. J Int Med Res, 2009, 37：1420–1429.

[3]

GuptaE, BajpaiM, ChoudharyA. Hepatitis C virus: Screening, diagnosis, and interpretation of laboratory assays. Asian J Transfus Sci, 2014, 8：19–25.

[4]

UzunB, GüngörS, DemirciM. Seroprevalence of transfusion transmissible infections among blood donors in western part of Turkey: a six-year study. Transfus Apher Sci, 2013, 49：511–515.

[5]

SongY, BianY, PetzoldM, et al. Prevalence and trend of major transfusion-transmissible infections among blood donors in Western China, 2005 through 2010. PLoS One, 2014, 9：e94528.

[6]

GuptaE, BajpaiM, ChoudharyA. Hepatitis C virus: Screening, diagnosis, and interpretation of laboratory assays. Asian J Transfus Sci, 2014, 8：19–25.

[7]

RossRS, ViazovS, SalloumS, et al. Analytical performance characteristics and clinical utility of a novel assay for total hepatitis C virus core antigen quantification. J Clin Microbiol, 2010, 48：1161–1168.

[8]

KesliR, PolatH, TerziY, et al. Comparison of a newly developed automated and quantitative hepatitis C virus (HCV) core antigen test with the HCV RNA assay for clinical usefulness in confirming anti-HCV results. J Clin Microbiol, 2011, 49：4089–4093.

[9]

GuS, LiuJ, ZhangH, et al. Core antigen tests for hepatitis C virus: a meta-analysis. Mol Biol Rep, 2012,39：8197–8208.

