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АННОТАЦИЯ 

Серьезную опасность в трансфузиологии представляют лица с латентным гепатитом В. Исследова-

ние крови доноров только на поверхностный антиген вируса HBV - HBsAg не может обеспечить полную 

инфекционную безопасность крови, следствием чего может быть посттрансфузионная передача инфекции. 

Это объясняется тем, что вирус присутствует в организме даже при отрицательном HBsAg. В работе про-

анализированы данные 59110 доноров КУ"Станция переливания крови"г.Сургута, полученные в 2016-

2018гг.Анализировали результаты тестирования на HBsAg (методом иммуноферментного анализа) и опре-

деления ДНК вируса HBV в крови (методом полимеразной цепной реакции в «реальном времени»). Уста-

новлено, что доноры с латентным гепатитом В выявляются ежегодно, хотя и отмечена тенденция к сниже-

нию их числа. Для предотвращения распространения вируса HBV рекомендуется ввести в стандарт диа-

гностики HBV-инфекции совместное использование методов ИФА и ПЦР, что позволит 

усовершенствовать лабораторную диагностику латентной формы HBV инфекции при проведении скри-

нинга донорской крови. 

ABSTRACT 

The relevance of the use of molecular biological methods (PCR) for the detection of hepatitis B virus DNA 

in seronegative donor blood with parallel ELISA screening for HBsAg. Persons with latent hepatitis B pose a 

serious danger in transfusiology. Examination of the blood of donors only for the surface antigen of the virus 

(hepatitis B virus, HBV) HBsAg cannot ensure complete infectious blood safety, which can result in post-transfu-

sion infection. This is due to the fact that the virus is present in the body even with negative HBsAg. The paper 

analyzes the data of 59110 donors from the KU "Blood transfusion station" in Surgut, obtained in 2016-2018. 

Analyzed the results of testing for HBsAg (enzyme-linked immunosorbent assay) and the determination of virus 

DNA in the blood (by the method of polymerase chain reaction in "real time"). It was established that donors with 

latent hepatitis B are detected annually, although there is a tendency to a decrease in their number. To prevent the 

spread of the HBV virus, it is recommended that the joint use of ELISA and PCR methods be introduced into the 

standard for diagnosing HBV infection, which will improve the laboratory diagnosis of latent HBV infection when 

screening for donor blood. 
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Введение  

Переливание донорской крови остается одним 

из ведущих вариантов передачи гемотрансмиссив-

ных инфекций (ГТИ), наиболее опасными из кото-

рых являются вирусные гепатиты [1,с.47,3с.5]. Не-

смотря на применение в Службе крови высокочув-

ствительных и специфичных методов тестирования 

доноров, в большинстве случаев позволяющих 

обеспечить безопасность гемотрансфузий, остается 

риск инфицирования реципиента при использова-

нии компонентов крови от доноров, находящихся в 

периоде серонегативного окна. В связи с этим обес-

печение инфекционной безопасности донорской 

крови является одним из самых актуальных и важ-

ных вопросов в лабораторной практике,в том числе 

ситуация связанная со своевременной и точной ла-

бораторной выявляемостью маркеров латентной 

формы вируса гепатита В [3с.6,4с.33-34]. 

В настоящее время скрининговые лаборатории 

Службы крови проводят исследование образцов до-

норской крови на маркеры вирусного гепатита В 

(ВГВ) серологическими методами: иммунофер-

ментным (ИФА) или иммунохемилюминисцент-

ным (ИХЛА) анализом, позволяющими определять 

наличие в них поверхностного антигена ВГВ 

(HBsAg),что позволило значительно снизить риск 

посттрансфузионной передачи ВГВ. 
HBsAg в большинстве случаев является наибо-

лее значимым серологическим маркером острого и 
хронического ВГВ, выявление которого в крови 
свидетельствует с высокой степенью вероятности о 
присутствии в ней вируса[8с.260,10с.29-30]. Вместе 
с тем встречались случаи посттрансфузионного за-
ражения ВГВ реципиентов компонентами крови 
при отрицательных результатах серологического 
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тестирования. Например, существование «молча-
щей» - латентной формы гепатита В, характеризу-
ющейся низкой концентрацией вируса в крови при 
недетектируемом уровне HBsAg, или наличие так 
называемых «ускользающих» мутантов HBsAg мо-
жет привести к случаям заражения ВГВ при пере-
ливании HBsAg-негативной крови[1с.48,2с.12]. 
Выявление «молчащей» формы ВГВ, характеризу-
ющейся наличием низких концентраций вируса, ос-
новывается главным образом на применении высо-
кочувствительного метода ПЦР для определения 
вирусной ДНК [4с.33,5с.21-22]. 

Цель работы: Оценка целесообразности и эф-
фективности тестирования доноров крови путем 
применения комплекса лабораторных технологий  

(серологических, ПЦР). Эффективность обна-
ружения ДНК ВГВ при отрицательном ИФА скри-
нинге на HbsAg. 

В связи с этим поставлены следующие задачи: 
1.Изучить частоту выявления ПЦР-методом 

доноров, находящихся в периоде «серологического 
окна» гепатита В ( «молчащей» формой гепатита 
В).  

2. Провести сравнительный мониторинг выяв-
ления ДНК HBV-положительных HBsAg-отрица-
тельных доноров за три года 2016-2018гг. на базе 
СПК г. Сургута. 

3.Доказать актуальность применения молеку-
лярно- биологических методов(ПЦР) для выявле-
ния ДНК вируса гепатита В в серонегативной до-
норской крови при параллельном ИФА-скрининге 
на HbsAg 

4. Провести оптимизацию лабораторного про-
цесса и оценить ее влияние на качество работы. 

Материалы и методы работы 
Образцы плазмы крови доноров, полученные 

из отдела заготовки компонентов крови СПК г.Сур-
гута забирали в 2 пробирки: одну пробирку с разде-
лительным гелем для получения сыворотки для се-
рологических исследований и вторую пробирку с 
ЭДТА для получения плазмы для ПЦР.Скрининг 
донорских сывороток на серологические маркеры 
ВГВ проводили методом ИФА на аппарате i-Mark 
(компания Biorad, США). 

Для выявления HBsAg методом ИФА исполь-
зовали тест-системы HBsAg-ИФА-БЕСТ Набор ре-
агентов для иммуноферментного выявления HBs-
антигена вируса гепатита В.Чувствительность: 0,01 
МЕ/мл (нг/мл) и HBsAg-подтверждающий-ИФА-

БЕСТ Набор реагентов для иммуноферментного 
подтверждения присутствия HBs-антигена вируса 
гепатита В.)Чувствительность: 0,01 МЕ/мл 
(нг/мл).Образцы, показавшие при первичном ис-
следовании в ИФА положительный результат на 
HBsAg, отбирали для повторного исследования в 
тех же тест-системах и подтверждающих те-
стах[2с.10,6с.155]. 

Все серонегативные образцы исследовали ме-
тодом ПЦР на наличие ДНК HBV. ПЦР-
исследования выполняли в пулах из 6 образцов на 
анализаторе Cobas s201 (“Roche” Швейцария) с ис-
пользованием мультиплексных тест-систем 
CobasTagScreen в режиме реального вре-
мени[4с.33,5с.22]. 

 Инструментальный комплекс Cobas 201 
(Roche. Швейцария), включает пипетирующую ра-
бочую станцию, аппарат для автоматического вы-
деления нуклеиновых кислот CobasAmpliprep и 
анализатор CobasTaqman для автоматического про-
ведения амплификации и детектирования нуклеи-
новых кислот с использованием 5 нуклеазной тех-
нологии[10с29-30]. Многоканальные оптические 
системы прибора позволяют регистрировать флуо-
ресцентный сигнал от исследуемого образца в каж-
дом цикле ПЦР[9с.202]. Для ПЦР-анализа се-
ронегативных образцов использовали мульти-
плексные тест-системы CobasTaqScreen MPX Test 
v2, разработанные компанией Roche специально 
для скрининга донорской крови с соблюдением 
следующих правил[8с255-256]. Образцы плазмы с 
отрицательными результатами ИФА тестов объеди-
няются в минипулы (6 образцов) и проверяются на 
наличие ДНК ВГВ. Первое молекулярно-биологи-
ческое исследование проводится в единичной по-
становке каждого минипула. При получении поло-
жительного результата исследование повторяют 2 
раза с сохранением условий первой постановки, 
включая реагенты. В случае выявления хотя бы од-
ного положительного ответа при повторном тести-
ровании образцы анализируются индивиду-
ально[2с.9-10,4с.33-34] 

При получении позитивного результата дан-
ный образец донорской крови проверяется по-
вторно и при воспроизведении результата призна-
ется положительным на наличие ВГВ, несмотря на 
имеющийся у него отрицательный результат ИФА 
[4с.34]. Результаты исследования представлены в 
таблице 1. 

 

Таблица 1. Результаты исследования серонегативных образцов донорской крови методом ПЦР на ком-

плексе Cobas S 201  

Годы проведения 

исследований 

Количество образцов 

донорской крови "се-

ронегативных"в ИФА 

по HBsAg 

Количество исследований 

образцов донорской 

крови методом ПЦР 

Количество положительных 

результатов в дискримина-

ционном тесте на ДНК HBV 

 
2016 16580 16580 2 

2017 22208 22208 3 

2018 20322 20322 2 
 

Итого 59110 59110 7 
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Результаты 

Детекция-идентификация вируса гепатита В: 

При исследовании в течение 2016-2018гг. 

59110серонегативных образцов донорской плазмы 

на наличие вирусной ДНК HBV на аппаратном ком-

плексе Cobas 201 с помощью тест-систем 

CobasTagScreen МРХ v2 в 7 случаях было зареги-

стрировано нарастание флуоресцентного сигнала, 

свидетельствующее о наличии в образце вирусной 

ДНК HBV, таким образом было выявлено 7 поло-

жительных образцов донорской крови на наличие 

ВГВ (табл.1). Выявляемость ВГВ за трехлетний пе-

риод методом ПЦР (0,02–0,02- 0,01%) остаётся на 

прежнем уровне, т.е. невысокой, так как основная 

часть донаций крови берется у кадровых, много-

кратно обследованных доноров, и в тоже время вы-

явление семи инфицированных образцов донор-

ской крови предотвратило серьезную опасность за-

ражения возможных реципиентов вирусом 

гепатита В[5с21,7с.83]. 

Выводы 

1.На фактическом материале, мы установили, 

что методом ПЦР из 59110 образцов донорской 

плазмы, показавших отрицательный результат в се-

рологических тестах, выявлено 7 образцов 

(0,012%), содержащих ДНК HВV. Подобная кар-

тина может наблюдаться как при ранней инфекции 

(период серонегативного окна), так и при хрониче-

ском ВГВ у лиц с подавленным иммуните-

том[1с.48,6с.159]. Считается, что отрицательные 

результаты при детекции HBsAg у больных ВГВ 

могут быть вызваны низким уровнем HBsAg, обра-

зованием иммунных комплексов, а также мутаци-

ями вируса. [10] Установлено, что серологические 

тесты (ИФА) не могут обеспечить 100% выявление 

инфицированных доноров, поскольку в их крови в 

период так называемого «серонегативного окна» 

данные маркеры инфекций отсут-

ствуют[2с.12,4с.33]. 

2.Сократить серонегативное окно для гепатита 

В в 1,5 раза и значительно снизить риск передачи 

возбудителей этих инфекций через донорскую 

кровь и ее препараты позволяет тестирование дона-

ций с использованием полимеразной цепной реак-

ции (ПЦР). Таким образом, на основании получен-

ных результатов можно заключить, что скрининг 

образцов донорской крови с применением ПЦР-

тестирования для выявления вирусной ДНК ВГВ 

позволит снизить риск посттрансфузионной пере-

дачи вирусного гепатита В, за счет выявления ин-

фицированных доноров, находящихся в периоде се-

ронегативного окна и доноров с молчащей формой 

инфекции.  

3. Определена целесообразность применения 

ПЦР-методов для обследования всех категорий до-

норов[2с.9]. Показана необходимость обязатель-

ного применения ПЦР - тестирования образцов 

крови всех категорий доноров для повышения ин-

фекционной безопасности гемокомпонентной тера-

пии[5с.22]. Алгоритм апробации донорской крови, 

при котором скрининг образцов методом ПЦР про-

водят одновременно с исследованием их в сероло-

гических тестах, позволит повысить инфекцион-

ную безопасность гемопродукции. Показано, что 

оптимизация лабораторного процесса повышает ка-

чество аналитического этапа лабораторных иссле-

дований. Для повышения производительности и 

улучшения качества работы лаборатории необхо-

димо регулярное проведение оптимизации лабора-

торного процесса с помощью применения новых 

лабораторных технологий, использования новых 

информационных программ [5с22]. 
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