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Streszczenie

Wstep: Krew pobrana w 2007 roku w Narodowym Centrum Krwi Tajlandzkiego Stowarzy-
szenia Czerwonego Krzyza zostala zbadana metodami biologii molekularnej (NAT) za pomocq
systemow: TIGRIS/Procleix Ultrio firmy Chiron oraz cobas s 201/cobas TaqScreen MPX
firmy Roche.

Material i metody: Oceny czulosci, specyficznosci orvaz dokladnosci systemow dokonano
przez zbadanie 486 676 seronegatywnych probek krwi. W kazdym dniu pobierania krwi probki
byly dzielone na dwie czesci. Probki oznaczone numerami nieparzystymi byly badane pojedyn-
czo (TIGRIS), podczas gdy probki oznaczone parzystymi numerami badano w pulach 6 na
aparacie cobas s 201. W celu potwierdzenia wynikow reaktywnych badano w duplikacie probki
pobrane z pojemnika z osoczem i w ten sposob oceniano specyficznosc testu. Reaktywne probki
byly testowane na alternatywnym systemie NAT, a nastepnie badaniom poddano kolejne probki
pobrane od tych dawcow.

Adres do korespondencji: Soisaang Phikulsod, Narodowe Centrum Krwi, Tajlandzkie Stowarzyszenie Czerwonego Krzyza,
Bangkok, Tajlandia, e-mail: drsoil95@yahoo.com
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Wyniki: Czulosc analityczna obu systemow osiggneta 95-procentowy limit wykrywania, zgodnie
z informacjq zalgczong przez producenta. Nie zaobserwowano krzyzowej kontaminacji w zadnym
z testowanych systemow. Specyficznosc wyniosta odpowiednio 99,93% dla testu Procleix Ultrio
1 99,90% dla testu cobas TaqScreen. W wyniku zastosowania technik NAT, ludzki wirus
niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1) zostat wykryty statystycznie u 1 na 97 000 przebadanych
dawcow, wirus zapalenia watroby typu C — u 1 na 490 000 przebadanych dawcow, a wirus
zapalenia watroby typu B (HBV) — u 1 na 2800 przebadanych dawcow krwi. Zidentyfikowano
rowniez kilku utajonych nosicieli HBV, z ktorych wigkszosc zostala wykryta za pomocg obu
testow. Przypadki okienka serologicznego dla HIV-1 1 HCV zostaly wykryte przez oba testy.

Whioski: Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze obydwa systemy 1 testy nadajq sie
do prowadzenia rutynowych badan NAT przez Narodowe Centrum Krwi Tajlandzkiego Sto-
warzyszenia Czerwonego Krzyza, chociaz test Procleix Ultrio okazal sie mniej czuly w przypad-
ku wykrywania HBV, w porownaniu z testem TaqScreen.

Stowa kluczowe: pojedyncza donacja (ID), minipule (MPs), multiplex (MPX),
wirus Zachodniego Nilu (WNV)

J. Transf. Med. 2009; 3: 137-149

Summary

Background: Blood donations collected at the National Blood Center, the Thai Red Cross
Society, Bangkok, in 2007 were tested by nucleic acid amplification technology (NAT) using
the Chivon TIGRIS/Procleix Ultrio test and the Roche cobas s 201/cobas TaqScreen multiplex fest.

Material and methods: The sensitivity, specificity, and robustness were determined by
testing 486 676 seronegative blood donations. Samples from each day of collection were divided
into two sets; the odd-numbered samples were tested individually on the TIGRIS and the even-
numbered samples were tested in pools of 6 on the cobas s 201. The status of reactive samples
was confirmed by duplicate testing of samples from the plasma bag to calculate the test
specificity. Reactive samples were tested on the alternate system and followed up.

Results: The analytical sensitivity of both systems met the 95% limits of detection claimed by
the respective package inserts. No cross contamination was seen with either system. Test
specificity was 99.93 and 99.90% for the Procleix Ultrio and cobas TaqScreen tests, respec-
tively. The NAT yield rates for human immunodeficiency virus Type 1 (HIV-1), hepatitis C
virus (HCV), and hepatitis B virus (HBV) were 1:97 000, 1:490 000, and 1:2800, respectively.
Several occult HBV donors, the majority of whom were detected by both tests, were also
identified. The HIV-1 and HCV window cases were detected with both tests.

Conclusion: The performances of the systems and tests indicated that both were acceptable for

routine NAT by the National Blood Center, the Thai Red Cross Society. However, the Procleix

Ultrio test appeared to be less sensitive than the cobas TaqScreen test for HBV.

Key words: individual donation (ID), minipools (MPs), multiplex (MPX), West Nile virus (WNV)
J. Transf, Med. 2009; 3: 137-149

Wstep cOw, bardziej szczegblowemu wywiadowi prowa-

dzonemu wsrod dawcow oraz czulym testom sero-

Ryzyko zwiazane z przeniesieniem chorob wi- logicznym. Wérod testow serologicznych wyrdznic
rusowych podczas transfuzji krwi stale sie zmniej- mozna badania na obecno§¢ antygenu powierzchnio-
sza dzieki oddawaniu krwi przez honorowych daw- wego wirusa zapalenia watroby typu B (HbsAg, he-
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patitis B surface antygen), przeciwcial skierowanych
przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C (anti-
HCV, HCV antibody), antygenu ludzkiego wirusa
niedoboru odporno$ci (HIV), przeciwciatl skierowa-
nych przeciwko wirusowi HIV-1/2, a w niektoérych
przypadkach takze przeciwcial przeciwko antyge-
nowi rdzeniowemu HBV (anti-HBc, hepatitis B core
antygen antibody). Niemniej jednak nadal istnieje
niewielkie ryzyko przeniesienia infekcji przez trans-
fuzje krwi od dawcow znajdujacych sie w okresie
okienka serologicznego (w czasie miedzy zakazeniem
wirusem a pierwszg wykrywalng odpowiedzia sero-
logiczng) oraz w szczegdlnoSci w przypadku wirusa
HBV, gdy dawca krwi znajduje sie w koncowe;j fa-
zie infekcji badz jest przewleklym nosicielem wi-
rusa HBV. Badania z zastosowaniem techniki am-
plifikacji kwasow nukleinowych (NAT, nucleic acid
technology) umozliwiaja w znaczacym stopniu skro-
cenie okienka serologicznego i w ten sposob popra-
wiaja bezpieczenstwo dostarczanej krwi [1].
W wiekszoSci krajow rozwinietych, poczynajac od
1999 roku, wprowadzono do uzycia techniki NAT
w celu wykrywania u krwiodawcoéw HIV-1 oraz HCV,
aw niektorych krajach réwniez do wykrywania HBV
[2, 3]. W Stanach Zjednoczonych i Kanadzie w 2003
roku wprowadzono NAT do wykrywania wirusa
Zachodniego Nilu (WNV, West Nile virus). Badanie
to wprowadzono po epidemii WNV w 2002 roku oraz
w zwiazku z przypadkami przeniesienia wirusa bior-
com organ6w [4-6]. W Europie Zachodniej HCV
wykrywany jest w okoto 1 na 10° probek oddanej
krwi, podczas gdy HIV-1 w 0,3 na 10° badanych pro-
bek [2]. W Stanach Zjednoczonych HCV wykrywa-
ny jest nieco czeSciej niz w Europie, bo u 1 na
230 000 dawcow [1], natomiast WNV wykrywa sie
w 1 na 5000 badanych probek krwi [6]. W tych kra-
jach czesto$¢ wystepowania zakazen tymi wirusa-
mi jest bardzo niska, a techniki NAT wykrywaja
przede wszystkim zakazenia w okresie okienka
serologicznego. W Tajlandii oczekuje sie wyzsze-
go wskaznika wykrywania infekcji przy uzyciu NAT
z powodu czestszego niz w Europie Zachodniej
1 Ameryce Polnocnej wystepowania tych markerow
wirusowych. Czesto§¢ wystepowania antygenow
lub przeciwcial we krwi dawcow w Tajlandii ksztat-
tuje sie na poziomie 0,3-0,6% dla HIV-1, 3-6% dla
HBYV oraz 1-4,6% dla HCV [7-9]. Poza wysoka cze-
stoscig HCV 1 HIV-1, czesto$¢ wystepowania zaka-
zen wirusem HBYV jest znacznie wyzsza w Azji Po-
tudniowo-Wschodniej, a wyniki ostatnich dosSwiad-
czen z zastosowaniem NAT w tym regionie
wykazaly, ze glownym problemem jest zakazenie
HBV [10-15].

W przeszto$ci w Tajlandii najwiekszy proble-
mem stanowily zakazenia HIV-1. Od czasu, gdy
w 1984 roku wykryto tam pierwszy przypadek
AIDS, Krajowy Program Kontroli AIDS (NACP, the
National AIDS Control Program) doprowadzil do
ograniczenia rozprzestrzeniania sie AIDS w znacz-
nym stopniu, tak ze w latach 90. XX wieku rozprze-
strzenienie wirusa HIV-1 zmniejszylo sie w szyb-
kim tempie [16]. Seropozytywno$§¢ zwigzana z HIV
zmalala w ostatnim czasie z 2,16% do 0,3-0,6% [16].
Ze wzgledu na duza czestoS¢ wystepowania sero-
logicznych markeréw wirusowych w populacji, Taj-
landzki Czerwony Krzyz poddat ocenie stosowane
rutynowo w krwiodawstwie testy oparte na bada-
niu kwas6w nukleinowych przez przetestowanie
dwoch komercyjnych, zautomatyzowanych syste-
moéw NAT. W prezentowanych badaniach wyniki
testow NAT prowadzonych poprzez badanie indy-
widualnych probek 1 probek polaczonych w minipule
(MP) zostaly porownane z wynikami stosowanych
badan serologicznych.

Material i metody

Prezentowane w tej pracy badania przeprowa-
dzono w laboratorium Narodowego Centrum Krwi,
Tajlandzkiego Towarzystwa Czerwonego Krzyza
w Bangkoku. Ocenie poddano dwa zautomatyzowa-
ne, aktualnie stosowane w badaniach krwi systemy
NAT: system Chiron Procleix Ultrio (Gen-Probe,
Inc., San Diego, USA) przy uzyciu aparatu TIGRIS
(Chiron, Emeryville, USA) oraz system Roche co-
bas TagqScreen multiplex (MPX) (Roche Molecular
Systems, Branchburg, USA) przy uzyciu aparatu
cobas s 201 (Roche Instrument Center, Rotkreuz,
Szwajcaria). Prezentowana praca podsumowuje wy-
niki badan przeprowadzonych miedzy 23 stycznia
2007 roku 122 stycznia 2008 roku w Bangkoku przez
Tajlandzki Czerwony Krzyz.

Systemy NAT

Chiron Procleix Ultrio jest badaniem jako$cio-
wym, pozwalajacym na jednoczesne wykrycie RNA
wirusow HIV-11HCV oraz DNA wirusa HBV przez
wychwytywanie kwasow nukleinowych na perel-
kach magnetycznych, a nastepnie amplifikacje ma-
terialu genetycznego w procesie transkrypcji
1 wykrywanie z zastosowaniem hybrydyzacji w tak
zwanym teScie HPA hybrydization protection asna.
Badanie zostato przeprowadzone na aparacie TIGRIS,
ktory jest automatycznym urzadzeniem dla testow
Procleix, a wyniki przeanalizowano i opracowano
przy uzyciu oprogramowania TIGRIS. Probki reak-
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tywne w teScie Ultrio byly nastepnie badane testem
roznicujacym na obecno$¢ kwasow nukleinowych
pojedynczych wirusow HIV-1, HCV i HBV. W te-
stach roznicujacych Procleix stosowane sa te same
zasady co w teScie Procleix Ultrio, z wyjatkiem spe-
cyficznych sond dla HIV-1, HCV lub HBV.

Roche cobas TagScreen MPX jest testem ja-
koSciowym opartym na tancuchowej reakcji polime-
razy w czasie rzeczywistym (veal time PCR [poly-
merase chain reaction]) pozwalajacym na jednocze-
sne wykrycie RNA wirusa HIV-1 (grupy M i O),
RNA wirusa HIV-2 oraz RNA wirusa HCV, a takze
DNA wirusa HBV. Badanie zostalo przeprowadzo-
ne na aparacie Roche cobas s 201 (s 201), ktory jest
automatycznym zestawem skiadajacym sie z naste-
pujacych moduléw: stacja pipetujaca Hamilton
Microlab STAR (Hamilton, Reno, NV) stuzaca do
automatycznego pobierania probki krwi, aparat
COBAS AmpliPrep do ekstrakcji kwasow nukleino-
wych oraz COBAS TagMan do amplifikacji PCR
1 detekcji w czasie rzeczywistym. System jest kon-
trolowany przez program komputerowy zarzadza-
jacy pulowaniem probek oraz przez oprogramowa-
nie zarzadzajace danymi, ktére dokonuje ostatecz-
nej interpretacji wynikow. Wszystkie probki
reaktywne w teScie MPX poddane byty weryfikacji
za pomoca testow Roche COBAS AmpliScreen dla
wirusow HIV-1, HCV i HBV (Roche Molecular Sys-
tems).

W badaniach uzyto dwoch aparatow TIGRIS oraz
dwoch systemow s 201, z ktorych kazdy sktadat sie
z jednej stacji pulujacej Hamilton Star, dwoch apa-
ratow COBAS AmpliPrep, a takze dwoch aparatow
COBAS TagMan (w konfiguracji 1:2:2). W ten spo-
sob zapewniono system rezerwowy w przypadku
awarii systemu podstawowego.

Testy serologiczne

W Tajlandzkim Czerwonym Krzyzu przeprowa-
dzane sa rutynowe badania serologiczne przy uzyciu
nastepujacych testow: PRISM anty-HCV, HBsAg,
HIV O Plus: 1 HIV Ag/Ab Combo (Abbott, Abbott Park,
USA) oraz oznaczana jest aktywno§¢ aminotransfe-
razy alaninowej (ALT) Roche/Hitachi cobas C Sys-
tem (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemny).

Do badan potwierdzajacych wykorzystano testy:
Western Blot HIV Blot 2.2 (MP Diagnostics, Sin-
gapur), test neutralizacji HBsAg PRISM (Abbott)
oraz badanie iloSciowe COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan HCV (Roche Molecular Systems).

Powtorne analizy wskazanych probek 1 bada-
nia kontrolne zostaly wykonane przy zastosowaniu
nastepujacych testow: badanie HIV Ab/Ab za po-
moca Architect HIV Ag/Ab Combo (Abbott),

AxSYM HIV Ag/Ab Combo (Abbott) oraz Virono-
stika HIV Uniform II Ag/Ab Combo (bioMerieux
BV, Boxtel, Holandia). Badanie antygenu HIV wy-
konywano przy uzyciu testu Murex HIV Ag monoc-
lonal antibody (MoAb) (Murex Biotech, Dartford,
Anglia) oraz testu Vironostika HIV-1 Ag (bioMe-
rieux BV).

W przypadku HBV dodatkowe badania dodat-
nich w NAT probek krwi i kolejnych probek po-
branych od tych dawcow wykonano przy uzyciu
testu opartego na wykrywaniu przeciwcial IgM
oraz IgG skierowanych przeciwko antygenowi HBc
(Architect anti-HBc immunoglobulin M oraz anti-
HBc immunoglobulin G), a takze przeciwcial prze-
ciwko antygenowi HBe wirusa HBV (anty-HBe)
oraz przeciwcial przeciwko antygenowi powierzch-
niowemu HBV (anty-HBs) (Abbott Diagnostics,
Sligo, Irlandia).

Genotypy wirusow HIV-11HCV zostaly ozna-
czone przez bezpoSrednie sekwencjonowanie
wiasng metoda, podczas gdy genotypy HBV — przy
uzyciu testu INNO-LiPA HBV genotype LineProbe
(Innogenetics, NV, Ghent, Belgia).

Czulo§¢ analityczna

Czulo$§¢ analityczng obu systemow sprawdza-
no przez 24-krotne badanie rozcienczenia Miedzy-
narodowych Standardow WHO dla HCV (NIBSC 96/
/798), HBV (NIBSC 97/746) oraz HIV-1 (NIBSC 97/
/760). Standardy zostaly rozcienczone do poziomu
95-procentowej wykrywalnos$ci dla kazdego testu.
Dla systemu Roche MPX uzyto standardow o ste-
zeniu odpowiednio 3, 10 i 50 IU/ml dla wirusow
HBV, HCV oraz HIV-1. W badaniach z uzyciem sys-
temu Ultrio zastosowano standardy o stezeniach od-
powiednio 10, 3,130 IU/ml dla HBV, HCV 1 HIV-1.

Zanieczyszczenia krzyzowe

Mozliwo$¢ zanieczyszczen krzyzowych zosta-
ta zbadana dla obydwu systemow przez dodanie
5 probek zawierajacych wysokie stezenie HBV
(> 10°® IU/ml), HCV (10° IU/ml, NIBSC 96/798)
oraz HIV-1 (280 000 kopii/ml, oznaczone testem
COBAS TagMan HIV-1 do stosowania z systemem
High Pure), a nastepnie przez losowe rozmieszcze-
nie tych probek w poszczegdlnych partiach ruty-
nowo badanej krwi i przeprowadzanie testow
w czasie jednego dnia.

Wykrywanie genotypow wirusow

Genotypy trzech wirusow, wyizolowanych
w Tajlandii, zostaly zbadane indywidualnie na obu
systemach. W prezentowanej pracy przebadano
41 izolatow wirusa HIV-1: 12 podtypu B 1 29 podtypu
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A/E (CRF01_AE); 20 izolatow HBV: 8 genotypu B
112 genotypu C, a takze 20 izolatow HCV: 4 geno-
typu la, 14 genotypu 3a 1 2 genotypu 3b.

Odsetek bledow systemowych

Catkowity odsetek btedow byl monitorowany
dla obydwu systemow. Kazde niepowodzenie, ktore
uniemozliwialo otrzymanie wyniko6w badan krwi,
uznano za awarie systemu. Monitorowane byly row-
niez przypadki ludzkich btedow oraz nieprawidiowe;j
kontroli (zaré6wno kontroli w czasie eksperymentow,
jak rowniez kontroli wewnetrznej, a w przypadku
systemu TIGRIS takze kalibracji).

Probki krwi

Probki krwi uzyte w prezentowanych badania
zostaly pobrane w Narodowym Centrum Krwi Taj-
landzkiego Towarzystwa Czerwonego Krzyza oraz
w czasie ekip wyjazdowych na terenach wokot
Bangkoku. Wszyscy dawcy, ktorych krew zastata
wykorzystana do badan, wyrazili na to zgode. Prob-
ki pobrane kazdego dnia dzielono na dwie czesci
10znaczono parzystymi oraz nieparzystymi numera-
mi. Nastepnie probki krwi oznaczone numerami nie-
parzystymi byly badane na aparacie TIGRIS, a ozna-
czone numerami parzystymi testowano na s 201.
Wszystkie probki krwi zostaly zbadane testami sero-
logicznymi (Abbott PRISM HIV Ag/Ab Combo, Ab-
bott PRISM HBsAg i Abbott PRISM HCV) i tylko se-
ronegatywne probki zostaty zbadane NAT.

Probki krwi pobrane od dawcow byly badane
pojedynczo na aparacie TIGRIS (ID-NAT) wraz
z odpowiednim zestawem kontroli. Probki reaktyw-
ne zostaly nastepnie zbadane w dwoch powtorze-
niach z wykorzystaniem osocza krwi dawcow 1 jed-
noczesnie przebadane za pomocg testoOw roznicuja-
cych. Jesli probki w testach z osocza krwi oraz
w teScie roznicujacym dawaly wynik reaktywny,
ostatecznie klasyfikowano je jako dodatnie. Nato-
miast probki, ktore w powtornym badaniu okazaly sie
niereaktywne, zostaly sklasyfikowane jako ujemne,
bez wzgledu na wyniki testow ro6znicujacych.

Probki pobrane od dawcow do badan na s 201
(MP-NAT) pulowano po sze$¢ w minipule. Jesli dana
minipula dawata wyniki reaktywny, kazda probke
z puli badano indywidualnie przy uzyciu testu MPX
na s 201. Wyniki dodatnie potwierdzano przez po-
nowne, dwukrotnie przebadanie probki z osoczem
dawcy. W celu okreslenia rodzaju wirusa, probki,
ktore ponownie daly reaktywny wynik, byty bada-
ne przy uzyciu COBAS AmpliScreen. Jesli w po-
wtornym badaniu probki te daly wynik niereaktyw-
ny, byly sklasyfikowane jako falszywie dodatnie
(false-reactive).

Wszystkie probki, ktore daty reaktywne wyni-
ki podczas badan ID-NAT na aparacie TIGRIS, roz-
cieficzano w proporcji 1:6 w ujemnym osoczu i po-
nownie badano przy uzyciu s 201. Natomiast kazda
probke reaktywna w systemie s 201 zbadano poje-
dynczo na aparacie TIGRIS. W celu dalszej oceny
wszystkie probki dajace wynik w obu systemach
byly wystane do Laboratorium Zapewniania JakoSci
(Quality Assurance Laboratory) w Zakladzie Nauk
Medycznych Narodowego Instytutu Zdrowia Mini-
sterstwa Zdrowia Publicznego w Nonthaburi. Algo-
rytmy badan w obu systemach przedstawiono na
rycinach 11 2.

Kontynuacja badan dawcow

Wszyscy dawcy, u ktorych potwierdzono dodat-
ni wynik w badaniach krwi, byli obserwowani az do
serokonwersji lub do momentu, w ktérym ich sta-
tus serologiczny zostal jednoznacznie okreslony.
Badania kontynuowano z uzyciem ID-NAT na apa-
racie TIGRIS oraz na s 201, a takze z wykorzysta-
niem wszystkich rutynowych badan serologicznych
oraz badan potwierdzajacych obecno$¢ antygenow
powierzchniowych HBs (test neutralizacji HBsAg).
Stosowano rowniez testy na obecno$¢ przeciwciat
anty-HCV, iloSciowy PCR dla HCV, jak réwniez
anty-HIV-1/2 (Western Blot oraz antygen p24).
Ponadto probki HBV-reaktywne, z wstepnych i dal-
szych testow, byly badane pod katem obecno$ci
przeciwcial anty-HBc (zar6wno catkowitych, jak
IgM) oraz przeciwcial anty-HBs.

Czulos¢ i swoisto§¢ Kliniczna

Obliczono odsetek probek krwi reaktywnych
1 powtornie reaktywnych; 5000 probek krwi prze-
badano ponownie za pomoca alternatywnego syste-
mu. Badanie bylo prowadzone w trakcie rutynowych
testow, a probki badano w minipulach po 6 w syste-
mie 201 s lub na aparacie TIGRIS.

Czas realizacji

W trakcie badan prowadzono statystyke mie-
sieczng calkowitego czasu badania probek, poczawszy
od probek na aparacie cobas s 201 lub umieszcze-
nia probek w aparacie TIGRIS. Obliczono Sredni
czas badania do zwolnienia przez ponad 10 miesie-
cy (od marca do grudnia 2007).

Wyniki

Czulo§¢ analityczna

W tabeli 1 podsumowano wyniki badan z mie-
dzynarodowymi standardami WHO. Zostat tam za-
prezentowany 95-procentowy limit wykrywalno$ci
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| Chiron Procleix Ultrio IDT |

| Wstepnie reaktywny |

| Niereaktywny |

| dHIV, dHBV, dHCV |

| Zwolnié |

Niereaktywny

Reaktywny

2 X powtdrzyc z prébka
osocza

2 X powtdrzyc z prébka

0socza

| 2 x Niereaktywny | |

Reaktywny |

|
| 2 X Niereaktywny |

| Zwolni¢ | | Zniszczyc

| Dodatkowe badanie na s 201 |

Potwierdzi¢ w Laboratorium | Reaktywny | | Niereaktywny |
Narodowego Instytutu
Zdrowia | |
) | Zniszczyc | | Zniszczyc |

IDT (individual donor testing) — badanie indywidualne dawcy

Rycina 1. Algorytm postepowania podczas badania w systemie Chiron TIGRIS

Figure 1. Testing algorithm for the Chiron TIGRIS system

| Roche cobas s 201 (pula 6 probek)

| Wstepnie reaktywny |

Niereaktywny

| Rozd2|eI|c pule

Zwolni¢

Niereaktywny

Rea ktywny

| Zwolni¢ |

2 x powtdrzy¢ z probka

Reaktywny

I
Niereaktywny

| dHIV, dHBV, dHCV |

| Dodatkowe badanie na TIGRIS |

Niereaktywny

Niereaktywny

Reaktywny  |«—

Potwierdzi¢ w Laboratorium

Zniszczy¢

Narodowego Instytutu Zdrowia

Rycina 2. Algorytm postepowania w przypadku badania w systemie Roche cobas s 201

Figure 2. Testing algorithm for the Roche cobas s 201 system
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Tabela 1. Ocena czutosci analitycznej dwéch testow

Table 1. Evaluation of analytical sensitivity of the two tests

Procleix Ultrio

Cobas TaqScreen MPX

Standard 95% LOD Badana  Liczba reaktywnych/ 95% LOD Badana Liczba reaktywnych/
(IU/ml) prébka liczba badanych (%) (IU/ml) prébka liczba badanych (%)
(1IU/ml) (IU/ml)
HIV-1 NIBSC 97/760 28,8 30 23/24 (> 95) 49 50 24/24 (> 95)
HCV NIBSC 96/798 3,0 3 23/24 (> 95) 10,7 10 24/24 (> 95)
HBV NIBSC 97/746 10,4 10 24/24 (> 95) 3,7 3 24/24 (> 95)

LOD (limit of detection) — limit wykrywania

Tabela 2. Wykrywanie genotypu w panelach referencyjnych

Table 2. Genotype detection in reference panels

Genotyp/podtyp (liczba)

Wirus Genotyp podtyp
(liczba badanych) (liczba)

Liczba wykrytych
przez Procleix Ultrio

Liczba wykrytych
przez Cobas TagqScreen MPX

HIV-1(41) B (12), AJE (29)
HBV (20) B (8), C(12)
HCV (20) 1a (4), 3a (14), 3b (2)

a1 a1
19* 20
19t 19t

*,.cel nie zostat wykryty” w jednej probce, tw tej samej prébce nie wykryto za pomocg obu testow i okreslano jako ,cel nie zostat wykryty”

dla trzech badanych wirusoéw, zgodnie z informacja
dotaczong do kazdego opakowania, dotyczaca takze
stezenia czastek wirusowych w czasie badan na obu
systemach. Przedstawiono réwniez liczbe prébek
reaktywnych w stosunku do ogolnej liczby wszyst-
kich przebadanych. Oba systemy wykazaly ponad
95-procentowa skuteczno$§é wykrywania dla trzech
WIrusow.

Zanieczyszczenia krzyzowe
Nie zaobserwowano zanieczyszczen krzyzo-
wych w zadnym z systemow.

Wykrywanie genotypow

Wyniki badan przeprowadzone w obu syste-
mach podsumowano w tabeli 2. Wszystkie izolaty
HIV-1 zostaly wykryte przez oba testy. Test Chi-
ron Ultrio nie wykryl jednego izolatu HBV (geno-
typ C), jednakze miano wirusa w probce zostato
okreslone jako ,,cel nie zostal wykryty”. Oba testy
nie wykryly tego samego izolatu HCV (genotyp 3a),
a miano wirusa w probce krwi bylo rowniez okre-
Slone jako ,,cel nie zostal wykryty”.

Wskaznik awarii systemu
Catkowita liczba btedow obu systemow byta
zblizona 1 uksztaltowala sie na poziomie 69 dla

TIGRIS 1 67 dla s 201. Btedy dotyczyly 8291 pro-
bek w przypadku TIGRIS oraz 6448 probek w przy-
padku COBAS s 201 (1075 puli po 6 probek).W przy-
padku systemu Chiron okoto potowe niepowodzen
spowodowaly awarie systemu, podczas gdy wiek-
szo$¢ pozostatych biedow wynikatla z nieprawidlo-
wych wzorcow lub kontroli. W przeciwienstwie do
systemu Chiron, w testach z uzyciem s 201, 64%
awarii spowodowaly bledy systemu, szczegolnie
instrumentu COBAS AmpliPrep.

W trakcie badan doszlo do jednej catkowitej
awarii systemu TIGRIS, wywolanej uszkodzeniem
rury odprowadzajacej odpady. W przypadku s 201
doszlo do catkowitej awarii jednego z instrumentow
COBAS AmpliPrep wynikajacego z przeciekania
probowki zawierajacej bufor ptuczacy.

Badania przesiewowe dawcow krwi
W ciagu 1 roku przetestowano 486 676 probek
krwi, z czego 244 313 przebadano indywidualnie na
TIGRIS, a pozostate 242 363 probki byty badane
w pulach po 6 na s 201. Wynik badania ID-NAT
w systemie TIGRIS wykazal dwie probki NAT
HIV-1-dodatnie. Wyniki podsumowano w tabeli 3.
Probki te byty dodatnie rowniez w badaniu w sys-
temie s 201, po uprzednim ich rozcienczeniu 1:6
w negatywnym osoczu. Trzy probki krwi zakazone;j
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Tabela 3. Podsumowanie NAT-reaktywnych prébek

Table 3. Summary of NAT-reactive samples

Liczba NAT-reaktywnych prébek

System Liczba badanych prébek HIV-1 HCV HBV
TIGRIS i Procleix Ultrio 244 313 2 0 71
Cobas s 201 i TagScreen MPX 242 363 3 1 104
Razem 486 676 5 1 175
NAT — czestotliwos¢ 1:97 000 1:490 000 1:2800

Tabela 4. Podsumowanie badania pieciu NAT HIV-1reaktywnych probek
Table 4. Summary of testing of the five HIV-1 NAT-reactive samples

Dawca Data Procleix Ultrio Cobas TaqScreen HIV Ag Architect HIV  Miano CAP/CTM
S/CO (IDT) MPX Ct Ag/Ab Combo  HIV (kopie/ml)

1* 29.01.2007 12,03 (+) 22,1 (+) 0,61 () 1,15 (+) 285 000

2% 25.02.2007 13,88 (+) 18,7 (+) 1,08 (+) 2,21 (+) NA

3t 15.03.2007 14,81 (+) 19,0 (+) 3,53 (+) 10,08 (+) > 10°

4t 2.07.2007 10,29 (+) 30,3 (+) 0,52 (-) 0,14 (-) 4570

5t 30.08.2007 16,29 (+) 25,8 (+) 0,70 () 1,61 (+) 43 200

*pierwsze badanie testem Procleix Ultrio, tpierwsze badanie testem Cobas TagScreen MPX; NA (not available) — pojemnik z osoczem niedostepny

wirusem HIV-1 zostaly wykryte przez s 201.
Wszystkie te probki daly wynik pozytywny w indy-
widualnych testach na aparacie TIGRIS. W trakcie
badan w Tajlandzkim Czerwonym Krzyzu wszyst-
kie probki daly ujemne wynik w testach z HIV
PRISM O Plus 1 PRISM HIV Ag/Ab Combo. Jednak-
ze pozniejsze badania tych probek na obecno$¢ an-
tygenu wirusa HIV-1 oraz testy HIV Architekt
Ag/Ab Combo w innym laboratorium wykazaly, ze
4 z 5 probek byly HIV Combo dodatnie, a dwie HIV
Ag dodatnie (tab. 4). Jedna probka w okienku sero-
logicznym HCV zostala wykryta w puli 6 przez sys-
tem COBAS s 201 oraz bylta reaktywna w badaniu
aparatem TIGRIS. HBV wykryto w 104 probkach
badanych systemem COBAS s 201 w pulach skla-
dajacych sie z 6 donacji i w 71 probkach badanych
pojedynczo na aparacie TIGRIS (tab. 3). Sposrod
tych probek 142 daty zgodny wynik w testach na obu
systemach, podczas gdy 27 probek krwi reaktywnych
w badaniach na s 201 dalo negatywny wynik w bada-
niach na TIGRIS, a 6 probek, ktore byty reaktywne
na TIGRIS, bylo niereaktywnych w badaniach na
s 201. Zestawienie kolejnych badan serologicznych
probek krwi HBV NAT zaprezentowano w tabeli 7.
Spoérod 175 probek reaktywnych w badaniach NAT
w 82 (46,9%) wykryto jedynie obecno$¢ przeciwcial

anty-HBc, w 14 (8%) jedynie obecno$¢ przeciwcial
anty-HBs, a w 31 (17,7%) wykryto zar6wno anty-
HBc, jak i anty-HBs. Natomiast pozostate 48 pro-
bek (27,4%) dawalo wynik negatywny dla wszyst-
kich badanych markerow serologicznych. Sposrod
14 NAT-reaktywnych i anty-HBs-pozytywnych pro-
bek krwi 8 probek miato miano anty-HBs wyzsze niz
1000 IU/L, podczas, gdy miano anty-HBc w pozosta-
tych 6 probkach zawierato sie miedzy 19 1 866 1U/1
(dane nieprezentowane).

Czesto$¢ wykrywania wirus6w za pomoca te-
stow NAT byta na poziomie 1 na 97 000 dawcow dla
HIV-1, 1 na 490 000 dla dla HCV i 1 na 2800 dla
HBV. Po uwzglednieniu wynikow badan serologicz-
nych czesto§¢ wystepowania zakazenia wirusem
HIV-1 obnizyla sie do 1 na 490 000 (jeden dawca
NAT-reaktywny/seronegatywny; tab. 4), a wirusem
HBV do 1 na 10 000 (48 dawcow NAT-reaktywny/
/seronegatywny; tab. 7).

Kontynuacja badan

Przypadek dawcy zakazonego wirusem HIV-1
w okresie okienka serologicznego byl poddany ko-
lejnym badaniom. Do serokonwersji doszto po 16
dniach od pierwszego badania krwi (tab. 5). W przy-
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Tabela 5. Kolejne badania prébek pobranych od dawcy zakazonego wirusem HIV-1

Table 5. Testing of follow-up samples from the HIV-1 window-period donor

Test potaczony HIV Ag/Ab HIV Ag

Data Architect AxSYM PRISM Vironostika Status Murex Vironostika Western Miano wirusa
HIV Combo Combo Combo Combo serolo- HIV HIV Ag Blot HIV CAP/CTM HIV
giczny Ag MoAb Blot 2.2 (kopie/ml)
02.07.2007 0,12 (-) 0,3(-) 0,06 () 0,32 (-) Negatywny 0,091 (-) 0,52 (-) Negatywny 4570
11.07.2007 19,58 (+) ND 3,43 (+) 1,56 (+) Pozytywny 35,982 (+) 3,7 (+) Negatywny > 10°
18.07.2007 ND ND 891 (+) 4,06(+) Pozytywny 6,818 (+) 2,12 (+) Posredni >10°
06.10.2007 33,19 (+) ND 8,82 (+) 15,15(4+) Pozytywny 0,179 (-) 0,33 (-) Pozytywny ND

ND (not detected) — niewykryty

Tabela 6. Kolejne badania probek pobranych od dawcy zakazonego wirusem HCV znajdujacego sie w okienku
serologicznym

Table 6. Follow-up testing of the HCV window-period donor

Data Procleix Ultrio S/CO (IDT) Cobas TaqScreen MPX Ct PRISM anti-HCV
03.12.2007 7,658 (+) 21,6 (+) 0,31 (-)
30.01.2008 7.89 (+) 23,5 (+) 19,73 (+)

Tabela 7. Serologiczne badania probek krwi, ktérych wyniki byty zgodne i niezgodne w NAT

Table 7. Serologic study of the NAT concordant and discordant result samples

Wynik Catkowita Testy serologiczne
liczba prébek
Anty-HBc Anty-HBs Anty-HBc Ujemny
tylko (%) tylko (%)* i anty-HBs (%) (%)
Wyniki zgodne 142 65 (45,2) 13 (9,1) 21 (14,8) 43 (30,3)
Wyniki niezgodne 0 0 0 0 0
Reaktywne w tescie Cobas TaqScreen MPX 27 13 (48,2) 1@3,7) 9(33,3) 4(14,8)
Reaktywne w tescie Procleix Ultrio 6 4 (66,7) 0(0,0) 1(16,7) 1(16,7)
Razem 175 82 (46,9) 14 (8,0) 31(17,7) 48 (27,4)

*anty-HBs: wiekszos¢ wynikow (8 prébek) miata miano > 1000 1U/I, podczas gdy pozostate 6 probek — 19-866 U/l

probek niezgodnych tylko 5 bylo ujemnych w obu
testach.

padku okienka serologicznego dawcy zakazonego
wirusem HCV réwniez kontynuowano badania. Do
serokonwers;ji u tej osoby doszlo w ciggu okolo

2 miesiecy od momentu pierwotnego badania krwi
(tab. 6).

Dalsze badania serologiczne probek z HBV
wykrytych w testach NAT (zaro6wno zgodnych, jak
1niezgodnych) zostaly przeprowadzone w celu skla-
syfikowania tych probek. Dodatkowo wykonano
testy na obecno$c¢ przeciwcial anty-HBc 1 anty-HBs
(tab. 7). Sposrod zgodnych probek 43 byly ujemne
w obu testach serologicznych, natomiast w przypadku

Specyficznos¢ kliniczna

Liczba probek reagujacych w pierwszym bada-
niu krwi oraz w powtorzeniach zostala podsumowa-
na i zaprezentowana w tabeli 8. Badania technika
NAT wykazaly duzg liczbe probek reaktywnych
(wskazniki znacznie wieksze niz wynikajace z cze-
sto$ci wystepowania). Z tego powodu, na potrzeby
prezentowanych badan podjeto decyzje, ze ostatecz-
ny wynik probki zostanie okres§lony na podstawie
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Tabela 8. Czestos¢ wynikow wstepnie reaktywnych i reaktywnych w powtdrzeniach

Table 8. Initial-reactive rates and repeat-reactive rates

Wyniki

Procleix Ultrio Cobas TaqScreen MPX

Liczba przebadanych prébek
Probki wstepnie reaktywne (Ultrio) lub pule (MPX)

Probki reaktywne w tescie roznicujgcym (Ultrio) lub probki
z rozdziatu reaktywnej puli (MPX)

Duplikaty, probki reaktywne w powtdrzeniach
(z wykorzystaniem probek osocza z pojemnika)

Czestosc probek fatszywie dodatnich
Specyficznos¢ kliniczna (95% Cl)

99,93% (99,92-99,94%)

244 313
1141 (0,47%)
250 (0,10%)

242 363 probki (40 407 puli)
604 pule (1,49%)

380 probek (z 351
reaktywnych puli) (0,87%)

88 129

0,07% 0,10%

99,90% (99,88-99,91%)

Tabela 9. Podsumowanie badania dawcy w okresie okienka serologicznego infekcji HBV

Table 9. Summary of donor testing of HBV window case (from the specificity study)

Rodzaj prébki Data Procleix Cobas ALT PRISM Anty- Anty- Anty- anty-
Ultrio TaqScreen (1U/l) HBsAg HBs HBc HBc HBe
(S/CO) MPX (Ct) IgM 19G
Pierwsza probka 17.01.2008 0,13 (-) 37.2% (+) ND 0,22 (-) ND ND ND ND
Kolejne probki 11.02.2008 15,39 (+) 27,7t (+) 16 25,59 (+) =) ) =) =)
5.03.2008 17,67 (+) 11,9 (+) 23 279,44 (+) -) -) -) -)
28.03. 2008 ND ND 1768 453,06 (+) =) (+) (+) (+)

ND (not detected) — niewykryty; *badany w pulach po 60; thadany w pojedynczych donacjach

dwukrotnego przebadania osocza krwi probek reak-
tywnych. Dzieki takiemu postepowaniu uzyskano
Kkliniczng swoistoS¢ na poziomie 99,93% dla Chiron
Procleix Ultrio (95% CI; 99,92-99,94%) oraz
99,90% dla systemu Roche cobas TagScreen MPX
(95% CI, 99,88-99,91%). Poziom istotnoSci dla po-
danych warto$ci nie zostal okreslony, poniewaz na
kazdym systemie badano inne probki krwi.

Specyficzno§¢ 1 czuto§¢ systemow oceniono
rowniez na podstawie zbadania 5000 probek (poje-
dyncze donacje na aparacie TIGRIS lub pule po
6 probek na s 201). W tym badaniu zostal wykryty
jeden rozbiezny wynik. Probka, pierwotnie niere-
aktywna w systemie TIGRIS, dala pozytywny wy-
nik testu przy uzyciu s 201. Dalsze badania probki
wykazaly zakazenie HBV. Wyniki badan kolejnych
probek krwi od tego dawcy wykazaly, ze dawca byt
w okresie okienka serologicznego. W krotkim cza-
sie doszto u niego do serokonwersji HBsAg oraz
podwyzszenia aktywno$ci ALT. Dodatkowo u part-
nera dawcy zostalo zdiagnozowane ostre zapalenie
watroby w ciagu okoto 3 tygodni po pierwszym ba-
daniu krwi dawcy. W kolejnych badaniach krwi daw-
cy nie wykryto anty-HBs, anty-HBc i anty-HBe.
Wyniki badania krwi tej osoby podsumowano i za-
prezentowano w tabeli 9.

Czas pracy

System cobas s 201 pozwolil na badanie $red-
nio 663 probek na dobe w pulach po 6, a wyniki
otrzymywano $rednio po 8,31 godziny. System TI-
GRIS natomiast umozliwil opracowanie Srednio 679
probek na dobe, a zwolnienie wynikoéw zajmowato
Srednio 10,31 godziny.

Dyskusja

Ocenie poddano dwa zautomatyzowane syste-
my NAT: system Chiron TIGRIS oraz Roche cobas
s 201 z zastosowaniem testow typu multiplex Chi-
ron Procleix Ultrio oraz Roche cobas TagScreen
MPX. Przy uzyciu Miedzynarodowych Standardow
WHO wykazano, ze oba systemy byly w stanie osia-
gnad czulo$c¢ analityczng dla wszystkich trzech mar-
kerow wirusowych (HBV, HCV 1 HIV-1) zgodna
z danymi technicznymi, a takze, iz w zadnym z sys-
temo6w nie doszio do zanieczyszczen krzyzowych.
Podobne wyniki zostaly zaprezentowane w bada-
niach przeprowadzonych przez Stuzbe Krwi Austra-
lijskiego Czerwonego Krzyza (ARCBS, Australian
Red Cross Blood Service) oraz Francuskie Stowarzy-
szenie Krwi (EFS, I’Etablissement Francais du
Sang) [12, 17], stad wniosek, ze oba systemy moga
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by¢ z powodzeniem stosowane w rutynowych ba-
daniach dawcow krwi.

W badaniach klinicznych krwi dawcow na obec-
no$¢ wiruséw HCV 1 HIV-1 nie wykryto réznicy
W poziomie wykrywania, niezaleznie od tego, czy
badanie wykonano w pojedynczych donacjach przy
uzyciu testu Procleix Ultrio w systemie TIGRIS,
czy w pulach po 6 i badano za pomoca testu cobas
TaqScreen MPX w systemie cobas s 201. Jednak
w przypadku wykrywania wirusa HBV badanie wy-
konane za pomocg systemu s 201 okazalo sie bar-
dziej czule niz badanie Procleix Ultrio (104 probki
wykryte przez cobas s 201 w poréwnaniu z 71 prob-
kami wykrytymi przez Procleix Ultrio, dodatkowo
test Procleix Ultrio przeoczy! jednego dawce, kto-
ry znajdowal sie w okresie okienka serologicznego
HBYV). Wyniki badan wiekszoS§ci probek, 81% (142/
/175 % 100), byly zgodne w obu systemach. Ponad-
to wiekszo$¢ probek wykazywala jeden lub wiecej
markerow serologiczny HBV (przeciwciata anty-
HBc i anty-HBs). Istotne jest, ze w 43 probkach
(30,3%) zgodnych oraz w 5 probkach niezgodnych
(15,2%) w testach NAT nie wykryto przeciwciat
anty-HBc 1 anty-HBs, dlatego w celu jednoznacz-
nego oznaczenia statusu dawcow (przewlekle no-
sicielstwo, utajone nosicielstwo HBV, okres okien-
ka serologicznego w czasie pobrania krwi lub fat-
szywa reaktywno$¢) podjeto dalsze badania krwi
tych dawcow oraz pozostatych niezgodnych. Nie
mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze niektore z nie-
zgodnych probek moga by¢ falszywie reaktywne.
Taka sytuacja jest mniej prawdopodobna dla probek
zgodnych, ktore daly reaktywny wynik w trakcie
badan przy uzyciu dwoch roznych technik NAT, ze
starterami i sondami zaprojektowanymi dla réznych
regionow. Kompleksowe badania probek krwi po-
branych od tych dawcow sa w toku. Réznica mie-
dzy dwoma systemami w poziomie wykrywania
HBYV zostala rowniez odzwierciedlona w badaniu,
w ktorym 5000 donacji okre§lonych jako niereak-
tywne przez jeden system badano p6Zniej w alter-
natywnym systemie. Jedna z probek oznaczona jako
niereaktywna w badaniu na aparacie TIGRIS oka-
zala sie HBV-reaktywna w badaniu przeprowadzo-
nym na s 201. Dawca byl w okienku serologicznym
1w pozniejszym czasie doszlo u niego do serokon-
wersji. W tym przypadku probke osocza ponownie
zbadano w systemie TIGRIS 1 uzyskano wynik re-
aktywny. Dodatkowo przy badaniach genotypu sys-
tem TIGRIS przeoczyt jedng probke krwi zakazong
HBV. Oba systemy zawiodly w zidentyfikowaniu
jednej z 20 probek krwi zakazonej HCV, a dalsze
badania z wykorzystaniem testu iloSciowego daly
wynik ,,cel nie zostal wykryty”, dlatego mozliwe jest,

ze probka zostala biednie sklasyfikowana jako re-
aktywna. W okoto 65% HBV-reaktywnych probek
wykryto obecno§¢ przeciwcial anty-HBc. Jednakze
wprowadzenie rutynowych badan krwi dawcow na
obecno$¢ przeciwcial anty-HBc jako sposobu we-
ryfikacji potencjalnych dawcow w wiekszosci kra-
jow Azji Poludniowo-Wschodniej nie jest mozliwe,
gdyz doprowadzitoby do zbyt wysokich strat daw-
cow ze wzgledu na duza czesto$¢ wystepowania
przeciwcial anty-HBc u mieszkancow tych krajow.

Czesto$§¢ wykrywania wirusow HIV-1, HCV
1 HBV metodami NAT wynosita odpowiednio 1 na
97 000, 1 na 490 000 1 1 na 2800 dawcow krwi. Jed-
nak po uwzglednieniu wylacznie przypadkow daw-
cow w okienku serologicznym, czesto$¢ wykrywa-
nia HIV-1 jest podobna do tej dla HCV, czyli 1 na
490 000 dawcow. W przypadku infekcji wirusem
HBYV czesto$¢ wystepowania jest prawdopodobnie
nizsza, poniewaz niektore z niezgodnych probek
prawdopodobnie daly falszywie reaktywne wyniki.
Jesli uwzglednimy tylko probki seronegatywne, cze-
sto§¢ wystepowania HBV spada do 1 na 10 000 prze-
badanych probek (48 probek krwi, tab. 7). Czestosé
wystepowania HIV-1 jest wyzsza niz w Europie
Zachodniej 1 Ameryce PoéInocnej, gdzie zakazenie
tym wirusem obserwuje sie u 1 na milion do 1 na 3
miliony [1-3]. Nie jest tez zaskoczeniem, ze cze-
sto$¢ zakazen wirusem HBYV jest znacznie wyzsza
niz w Europie Zachodniej i Stanach Zjednoczonych,
gdzie wystepuje on u okolo 1 na 600 000 [18, 19].
Obecnie wykonywane sa dalsze badania serologicz-
ne oraz oznaczenie miana wirusa w krwi tych daw-
cow. Uwaza sie, ze w wiekszoSci przypadkow wy-
krycie HBV spowodowane bylo utajong infekcja
HBV [20]. Tego rodzaju zakazenia sg szczegblnie
rozpowszechnione w krajach o wysokim stopniu en-
demiczno$ci HBV, takich jak Tajlandia [20]. Do tej
pory wykonano bardzo niewiele badan dotyczacych
przenoszenia zakazenia HBV drogg transfuzji od
dawcow z utajong infekcja. W prezentowanych ba-
daniach wykryto 14 NAT-reaktywnych, ktore byly
dodatnie tylko w badaniach na obecno$¢ anty-HBs
(tab. 7). Poniewaz 13 z tych 14 probek pochodzilo
z grupy zgodnej w obu badaniach NAT (tab. 7), jest
mato prawdopodobne, aby daly one w tych testach
wyniki falszywie reaktywne. Prawdopodobnie te
14 probek krwi pochodzi od 0s6b po szczepieniu
przeciwko HBV. Masowe szczepienia niemowlat
w Tajlandii przeciwko HBV wykonywane sg od 1992
roku, stad wiekszo§¢ osob szczepionych nie byta
uprawniona do oddawania krwi w okresie obejmu-
jacym prezentowane w tej pracy badania (2007-
—2008). Jednak w tym czasie istniala mozliwosc¢ do-
browolnego szczepienia dorostych przeciwko HBV
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1 nie mozna wykluczyé, ze w niektorych przypad-
kach dawcy byli szczepieni przed oddaniem krwi.
Dalsze badania pierwszych 1 kolejno pobranych pro-
bek krwi, jak rowniez przeprowadzenie procedury
look-back, moga dostarczy¢ odpowiedzi na pytanie,
czy prezentowane w tej pracy badania dotycza przy-
padkow po szczepieniu. W badaniach klinicznych
przy uzyciu testu Roche COBAS AmpliScreen HBV
[18] kilka z probek HBV NAT-pozytywnych zacho-
wywalo sie w podobny sposob 1 okazalo sie, ze nie-
ktoérzy z opisanych w tym badaniu dawcéw poinfor-
mowali o uprzednim szczepieniu. Dodatkowo jeden
przypadek dawcy w okresie okienka serologicznego
niezidentyfikowany w trakcie badan z uzyciem Procleix
Ultrio zostal wykryty w badaniu cobas TaqScreen.

Specyficznos¢ obu testéw byla na poziomie do
zaakceptowania w rutynowych badaniach w krwio-
dawstwie, chociaz okazala sie nizsza niz w badaniach
EFS [21]. Aby wykluczy¢ prawdopodobienstwo za-
nieczyszczenia krzyzowego, wszystkie probki reak-
tywne byly badane ponownie, w duplikacie z wyko-
rzystaniem probek pobranych z pojemnika z oso-
czem (bez wzgledu na ostateczny wynik pojemniki
z osoczem byly niszczone). Na podstawie wynikow
przeprowadzonych badan nie stwierdzono zanie-
czyszczen krzyzowych. Analiza wynikow badan uzy-
skiwanych w okresach miesiecznych (dane niepre-
zentowane) wykazywala staly spadek falszywie re-
aktywnych wynikéw otrzymywanych obiema
metodami, prawdopodobnie ze wzgledu na rosnacg
umiejetno$é obstugi 1 pewno$¢ siebie 0s6b prowa-
dzacych badania NAT. Analiza czasu pracy wykaza-
ta, ze wynik otrzymywano szybciej w trakcie bada-
nia probek krwi w pulach po 6 w poréwnaniu z ba-
daniem pojedynczych donacji. Wyniki te sa zgodne
z uzyskanymi przez EFS [17].

Mimo ze istniejg problemy zwiazane ze
sprzetem 1 w mniejszym stopniu takze z oprogra-
mowaniem obu systemow, zmniejszajg sie one mia-
re zdobywania doSwiadczenia przez operatorow
systemow [12, 17, 21, 22].

Niniejsza praca jest pierwszym przedstawie-
niem rutynowego badania krwi przy uzyciu dwoch
systemow w ciggu roku. W tym czasie zbadano
prawie pot miliona probek, dzieki czemu dokonano
poréwnania tych dwoch systemoéw, jak rowniez
oszacowano czestoS¢ wykrywania zakazen za po-
mocg technik NAT w Tajlandii. Okazalo sie, ze za-
stosowanie techniki NAT odgrywa kluczowa role
w zapewnieniu bezpieczenstwa krwi do transfuzji
w Tajlandii. Oprocz pojedynczych przypadkow wy-
krycia infekcji wirusami HIV-1 1 HCV, wiekszos$¢
zakazen wykrytych dzieki badaniom NAT byly to
przypadki utajonych infekcji wirusem HBV w po-

pulacji dawcow krwi. Mimo prowadzania programu
szczepien, ktory trwa od kilku lat, czesto§¢ wykry-
wania przypadkoéw HBV jest wysoka w porownaniu
z innymi krajami w Azji Potudniowo-Wschodniej
[11, 20-24]. Istniejg dwie glowne przyczyny, dlacze-
go ta czestoS¢ jest tak wysoka. Po pierwsze, moze
by¢ przeszacowana, poniewaz nie wszystkie bada-
nia zostaly zakonczone, a niektore z wynikow,
w szczegoblnoSci te, ktore daly wyniki ujemne sero-
logicznie, niezgodne w testach NAT, moga okazac
sie falszywie reaktywne. Po drugie, mozliwe jest
rowniez, ze zastosowanie bardzo czulych, automa-
tycznych metod NAT pozwoli na wykrycie wiekszej
liczby utajonych infekcji HBV przebiegajacych z ni-
skim poziomem wiremii, W porownaniu z uzywany-
mi wspolcze$nie systemami NAT. Podobnie, jak
w badaniach przeprowadzonych w Australii 1 we
Francji [12, 21], oba systemy oraz algorytmy poste-
powania (badanie pojedynczych donacji przy uzyciu
Chiron Procleix Ultrio oraz badanie w pulach po
6 probek metoda Roche TaqScreen) nadaja sie do
rutynowych badan dawcow krwi w Tajlandii.
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