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Wyniki badan walidacyjnych testu cobas® MPX
oraz cobas® DPX z wykorzystaniem systemu
cobas® 6800 i p 680 firmy Roche

Dane prezentowane podczas seminarium ,,Postepy w badaniach
przegladowych dawcow krwi” (Warszawa, 5-6 pazdziernika 2015 r.)

Results of evaluation cobas® MPX assay and cobas® DPX assay performed
on system cobas® 6800 and p 680 (Roche). Data presented at the seminar
“Advances in blood donor screening” (Warsaw, 5-6 October 2015)
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Wstep

Test cobas® MPX przeznaczony jest do badaf
przegladowych u dawcow krwi wykonywanych na
analizatorze cobas® 6800. Jest to jako$ciowy test
multiplex, wykorzystujacy metode real-time PCR,
ktory wykrywa w osoczu i surowicy RNA: HIV-1 M,
HIV-1 O, HIV-2, HCV oraz DNA HBV. Test jedno-
cze$nie roznicuje zakazenia wirusami HIV, HCV, HBV.

Na analizatorze cobas® 6800 mozna takze
wykonaé badanie przegladowe z uzyciem testu
cobas® DPX, ktory jest przeznaczony do ilo$cio-
wego badania DNA ludzkiego parvowirusa B19
(B19V) 1 detekcji RNA wirusa zapalenia watroby
typu A (HAV) w ludzkim osoczu.

Opcjonalnym elementem systemu jest cobas®
p 680 — w pelni zautomatyzowane urzadzenie
pipetujace, przeznaczone do pulowania osocza.
Aparat ten stuzy do tworzenia pul podstawowych
z osocza pochodzacego z 1, 6, 24, 96 1 480 donacji.
Pojedyncza spulowana probka jest poddawana
dalszym badaniom w aparacie cobas® 6800.

Celem badan byta ocena przydatnoS$ci testow
cobas® MPX i cobas® DPX wykonywanych na
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aparacie cobas® 6800 z zastosowaniem cobas®
p 680 w badaniach przegladowych w krwio-
dawstwie. W trakcie badan analizowano miedzy
innymi czuto§é wykrywania poszczeg6lnych
markerow, zdolno$¢ identyfikacji donacji zakazo-
nych oraz ryzyko uzyskania wynikow fatszywie
reaktywnych.

Material i metody

Czulo§¢ analityczng okreslano, badajac w 24 po-
wtorzeniach 6 kolejnych rozcienczen wediug
miedzynarodowych standardow (IS) WHO: HCV
06/102 (31,6-0,1 IU/ml), HIV-1 10/152 (100-0,32
IU/ml) i HBV 10/264 (10-0,03 IU/ml). Dodatko-
wo W 24 powtorzeniach badano rozcienczenia
odpowiednich materialéw kontrolnych: IS WHO
HIV-2 (08/150) zawierajace 31,6-0,32 IU/ml oraz
Performance Panel HIV-1 (O) o stezeniu 100-3,16
kopii/ml (Sera Care 0800-0262). Analiza czuloSci
analitycznej testu cobas® DPX obejmowata bada-
nie w 24 powtorzeniach kazdej probki z panelu
rozcienczen materiatu referencyjnego WHO geno-
typow B19V (09/110) — 6 rozcienczen genotypow
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1-3 obejmujacych stezenia od 31,6 IU/ml do 0,1 IU/ml
oraz IS WHO RNA HAV (00/562) o rozciefczeniach
10-0,03 IU/ml.

Poprawno$c¢ identyfikacji wiruséw za pomoca
testu cobas® MPX oceniano, badajac: 1) prob-
ki z wykrytym materialem genetycznym (HCV
1 HIV NAT yield oraz seropozytywne HBYV)
0 znanej wiremii, nierozcieficzone i rozcienczo-
ne 1:6 (symulacja pul z 6 donacji), 2) 480 probek
(473 ujemne, 7 zawierajacych material genetycz-
ny wybranych wirusé6w) w pulach po 6 donacji
1 mniejszych (imitacja badan przegladowych). Jako
symulacje przebiegu badan przegladowych w przy-
padku testu cobas® DPX zbadano 767 donacji,
w tym jedng z wysoka wiremig B19V, w 8 pulach
(7 pul po 96 donacji, 1 pula niepeina).

Wyniki

Czuto$§¢ analityczna testu cobas® MPX na
poziomie 95% wykrywalno§ci [LOD] (95-proc.
przedzial ufno$ci) wynosita: HBV — 3,97 IU/ml
(2,25-9,75); HCV — 7,12 IU/ml (4,40-15,62); HIV
—31,331U/ml (17,84-76,80). Gdy analizowano wy-
niki rozcienczen IS HBV, dobrane tak, by taka sama
liczba rozcienczen charakteryzowala sie stezeniem
powyzej 1 ponizej przewidywanego 95% LOD, czu-
tos§¢ analityczna wyniosia 2,4 IU/ml (1,54-5,99).
Wynik dodatni uzyskano we wszystkich probkach
rozcienczen o stezeniach 100-10 kopii/ml oraz 31,6
1 10 IU/ml odpowiednio HIV-1 grupy O i HIV-2.

Warto$¢ 95-procentowego limitu detekcji
[LOD] (95-proc. przedziat ufnoéci) dla testu cobas®
DPX wynosila odpowiednio: 8,70 IU/ml (4,92—
—-21,69) dla genotypu 1; 37,8 IU/ml (22,24-93,65)
dla genotypu 2 129,84 IU/ml (19,04-65,60) dla ge-
notypu 3 B19V oraz 0,82 (0,49-1,96) dla RNA HAV.

HBYV (genotyp A, D i H), HCV (genotyp 1b, 3a
14) 1 HIV (podtyp B HIV-1) poprawnie zidentyfiko-
wano we wszystkich badanych probkach NAT-do-
datnich.

Wyniki badan imitujgcych badania przeglado-
we z zastosowaniem testéw cobas® MPX i DPX
byly w 100% zgodne z oczekiwanymi wynikami,
aczkolwiek prébki z B19V DNA > 109 IU/ml
(powyzej zakresu liniowoSci testu) wymagaly

1000-krotnego rozcienczenia w celu uzyskania
wynikow waznych.

Czestos$¢ wynikow falszywie reaktywnych przy
uzyciu testu cobas® MPX wynosita 0,1% (jeden praw-
dopodobny przypadek wyniku falszywie reaktywne-
g0). Biorac pod uwage, ze 71% pul byto zakazonych,
wystapienie tylko jednego wyzej wymienionego
przypadku $§wiadczy o tym, ze metody zapobiegania
kontaminacjom w ocenianych aparatach 1 teScie sg
skuteczne. Nalezy pamietaé, ze czestoS¢ zakazen
u dawcow krwi, ktorzy bedg badani za pomocg oce-
nianego testu/systemu, jest bardzo niska (< 1/100).

W trakcie badan prowadzonych z uzyciem
cobas® DPX nie obserwowano wynikow falszywie
reaktywnych i niewaznych.

Whnioski

Test cobas® MPX wykazuje czulo§é i swoi-
sto$¢ wymagang dla testow przegladowych NAT
stosowanych w polskim krwiodawstwie. Prze-
prowadzenie badania z wykorzystaniem systemu
cobas® 6800 i p 680 umozliwia prawidlowa identy-
fikacje zakazonej donacji bez istotnego ryzyka uzy-
skania wynikow falszywie reaktywnych. OkreSle-
nie rodzaju zakazenia nie wymaga przeprowadzenia
dodatkowych testow roznicujacych.

Test cobas® DPX wykonywany na aparacie
cobas® 6800 i p 680 pozwala prawidlowo identyfi-
kowac¢ dawcow, ktorych osocze moze spowodowaé
przekroczenie dopuszczalnego poziomu 10% IU
B19V/ml w puli produkcyjnej w procesie produkcji
sktadnikoéw osoczopochodnych. Dodatkowo pozwa-
la na wykrycie zakazenia HAV.

Juz wkroétce planowane jest bardziej szcze-
golowe przedstawienie wynikOw badan na famach
,Journal of Transfusion Medicine”.
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