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Walidacja czasu przechowywania prébki
zakazonej parvowirusem B19

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

W laboratoriach, nie tylko medycznych, co-
dzienne wykonuje sie miliony analiz r6znego ro-
dzaju substancji. Postep w analityce diagnostycznej
oraz rozwoj 1 powstawanie nowych metod pomiaro-
wych przyczyniaja sie do gwaltownego zwiekszenia
zakresu jakoS$ciowego i illoSciowego wykonywanych
analiz. Wyniki przeprowadzonych badan mogg miec
bardzo powazne konsekwencje, szczegblnie jesli
dotycza zdrowia. W zwiazku z powyzszym jakoS¢
1 miarodajno$§¢é pomiar6w ma niezwykle istotne
znaczenie [1]. Wymagania formalne i rynkowe wy-
muszaja na laboratoriach potwierdzenia wysokiej
jakoSci $wiadczonych ustug, dlatego laboratoria
podlegajg akredytacji. Akredytacja polega na wy-
kazaniu przez jednostke certyfikujacg kompetencji
laboratorium do wykonywania okre$lonych badan.
W tym celu laboratoria badawcze i medyczne muszg
spelni¢ r6zne wymagania zawarte odpowiednio
w normach ISO/IEC 17025 [2] oraz PN-EN ISO
15189 [3]. Norma PN-EN ISO/IEC 17025 przezna-
czona jest dla wszystkich rodzajow laboratoriow,
w tym jednostek przeprowadzajacych badania Kkli-
niczne i medyczne. Skiada sie ona z dwoch czeSci:
1) wymagan dotyczacych zarzadzania oraz 2) wy-
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magan technicznych [4]. Z kolei norma PN-EN ISO
15189 zawiera wymagania dotyczace kompetencji
oraz jakosci dla laboratoriow medycznych.

Zasadniczym elementem akredytacji jest wa-
lidacja metodyki badawczej, to jest potwierdzenie
przez zbadanie oraz przedstawienie obiektywnego
dowodu, ze zostaly spelnione szczegbdlne wymaga-
nia dotyczace zamierzonego zastosowania. Zakres
walidacji metodyki zazwyczaj dotyczy okreSlenia:
doktadnoSci, granic wykrywalno$ci i oznaczalnoSci,
specyficzno$ci, liniowos$ci, powtarzalno$ci, od-
twarzalnoS$ci, odpornoS$ci na czynniki zewnetrzne
1 wrazliwo§ci na wplywy wewnetrzne. Walidacja
moze tez dotyczy¢ tylko jednego specyficznego
parametru, na przyklad czasu przechowywania
probek zakazonych parvowirusem B19. To wiasnie
jest przedmiotem niniejszej pracy.

Oznaczanie parvowirusa B19
w probkach osocza

Zakazenie parvowirusem B19 wystepuje na
calym $wiecie 1 jest szczegdlnie niebezpieczne dla
dzieci, miodziezy oraz kobiet w cigzy [5]. Zgodnie
z wymaganiami okre§lonymi w ustawie o wyrobach
medycznych, w diagnostyce medycznej iz vitro na-
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lezy stosowaé wyroby medyczne spelniajgce okre-
Slone wymagania. Aparatura i1 odczynniki musza
posiada¢ deklaracje zgodnoSci z dyrektywa 98/79/
EC [6]. Certyfikat taki potwierdza rowniez jakoSc
produktu stosowanego w laboratoryjnych badaniach
markerow zakazenia parvowirusem B19V [7].

Testy diagnostyczne opracowane przez labora-
toria diagnostyczne mozna stosowac po uprzednim
przeprowadzeniu ich peinej walidacji, ze szcze-
g6lnym uwzglednieniem czultoS$ci 1 swoisto$ci
[8, 9]. Poniewaz wymagania dotyczace testow
wykrywajacych DNA parvowirusa B19 sa bardzo
restrykcyjne, w powszechnym uzyciu znajdujg sie
testy renomowanych producentéw $wiatowych.
Zaleca sie stosowanie metody iloSciowej, poniewaz
ten rodzaj badania umozliwia odro6znienie przewle-
ktego zakazenia stosunkowo czestego w populacji
(zazwyczaj charakteryzujacego sie niska DNA-emig
< 10*IU/ml i niezwigzanego z objawami kliniczny-
mi) od zakazenia w ostrej fazie z wysokg DNA-emia
(z objawami chorobowymi) [10]. Czuto$¢ analitycz-
na stosowanego testu oraz wynik badania powinny
by¢ wyrazane w jednostkach miedzynarodowych na
mililitr (IU/ml), dzieki czemu mozna poré6wnywac
testy 1 ich wyniki uzyskiwane r6znymi metoda-
mi w poszczegoblnych medycznych laboratoriach
diagnostycznych [11]. Test do wykrywania DNA
B19V musi umozliwi¢ wykrywanie wszystkich
jego znanych genotypow z taka samg czulo$cia,
co musi by¢ potwierdzone przez producenta testu
odpowiednimi dokumentami. Zgodnie z Rozpo-
rzadzeniem Ministra Zdrowia [12] wyniki badania
musza by¢ autoryzowane przez diagnoste labora-
toryjnego posiadajacego odpowiednia specjalizacje
1/lub co najmniej dwuletnie do§wiadczenie w danej
dziedzinie diagnostyki.

Walidacja czasu przechowywania probki
zakazonej parvowirusem B19

Przedmiotem niniejszych rozwazan jest sy-
tuacja, kiedy stosuje sie powszechnie znane testy
do wykrywania parvowirusa B19, ale chce sie roz-
szerzyC zakres ich stosowania poza ramy czasowe
gwarantowane przez producenta, to jest wydtuzyé
czas przechowywania probki z 12 do na przykiad
18 miesiecy. Pytanie jest nastepujace: Czy diuzsze
przechowywanie w stanie zamrozenia probek i po-
jemnikOw osocza przeznaczonego do frakcjonowania
zawierajacych parvowirusa B19 moze prowadzic
do spadku stezenia tego wirusa? Przyjmujac, ze
stezenie wirusa w badanej probce spada z czasem
jej przechowywania, mozna zalozy¢, ze prawdopo-
dobnie zmniejsza sie rowniez w pojemniku z 0so-

czem, poniewaz probka i osocze przechowywane sg
w takich samych warunkach.

Nalezy takze rozwazy¢, czy wielokrotne zamra-
zanie i rozmrazanie probek moze powodowac spadek
stezenia wirusa. Jeden z gléwnych producentow
testow przeznaczonych do wykrywania parvowirusa
B19 informuje, ze osocze z EDTA, CPD, CPD-A,
CP2D, ACD-A lub 4% cytrynianem sodu mozna
przechowywaé do 12 miesiecy w temperaturze
<-18°Cido 15 dni w temperaturze 2-8°C. W swojej
ulotce producent informuje ponadto, ze ujemnego
wplywu na skuteczno$¢ testu nie obserwowano
takze, gdy probki osocza poddawano 3 cyklom zamra-
zania i rozmrazania. Producent jednocze$nie dodaje,
ze uzytkownik testu sam musi zweryfikowac inne
warunki pobierania i przechowywania. Tego typu
zapisy dajg uzytkownikowi mozliwo$¢ zweryfiko-
wania zalozonej hipotezy i zwalidowania czasu prze-
chowywania probki zakazonej parvowirusem B19,
w tym przypadku wydiuzenia tego czasu o 6 mie-
siecy lub diuze;.

Celem badania iloSciowego parvowirusa B19
jest oznaczenie 1 odrzucenie osocza, ktérego wire-
mia spowoduje, ze w badanej puli przekroczy ona
warto§ci 10% IU/ml. Teoretycznie niebezpieczny
bylby wzrost stezenia wirusa, ale w trakcie przecho-
wywania wiremia probki spada, co jest zjawiskiem
korzystnym. Pozostaje uzasadnié, ze wiremia w ba-
danej probce zachowuje sie identycznie, jak w po-
jemniku z osoczem. Nalezy wykluczy¢ ryzyko, ze
spada w badanej probce, a nie zmienia sie lub spada
wolniej w pojemniku z osoczem. Niebezpieczna byla-
by istotna réznica miedzy wiremia w badanej probce
1 w pojemniku z osoczem. W zwigzku z tym nalezy
sprawdzié, czy wiremia w badanej probce zachowuje
sie podobnie jak w pojemniku z osoczem. W celu
przeprowadzenia walidacji czasu przechowywania
probek zakazonych parvowirusem B19 nalezy zba-
daé probke krwiiosocza w punkcie ,,0”, a nastepnie
w okreSlonych odstepach czasu (np. co miesiac lub
co trzy miesiace) az do pokazania sie trwalych zmian.

Mozna przyjac, ze trwale zmiany zachodza,
gdy $rednia z 3 powtorzen dla probki i osocza przez
kolejne pomiary w ciggu 6 miesiecy przekracza na
przyklad 25%. Przyjecie wartoSci duzo nizszej (np.
5%) moze okazal sie zbyt optymistyczne, a innej
skrajnej wartosci (np. 80%) — zostac zakwestiono-
wane przez audytora. Uwzgledniajac doSwiadczenie
laboratorium oraz realia takich pomiarow, warto$¢
25% wydaje sie optymalna. Nalezy nastepnie ob-
liczy¢ parametry statystyczne, takie jak: $rednia,
odchylenie standardowe i wspoiczynnik zmienno$ci
dla kazdej badanej probki i osocza. W zalezno$ci od
wynikOw oraz dostepnos$ci innej probki zakazonej
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parvowirusem B19 mozna dopus$ci¢ mozliwo$§é
przeprowadzenia dodatkowe;j serii badan.

Kazde laboratorium powinno mieé opracowa-
ne 1 stosowacé procedury szacowania niepewnosci
pomiaru. NiepewnoS§¢ to parametr zwigzany z wy-
nikiem pomiaru, okre§lajacy przedzial woko6t war-
tosci przyjetej (najczesSciej obliczanej jako warto$c
Srednia), w ktéorym na danym poziomie prawdo-
podobienstwa mozna spodziewac sie wystapienia
wartoSci oczekiwanej. Niepewno$ci pomiaru nie
nalezy myli¢ z bledem pomiaru, ktory jest roznica
miedzy warto$cig oznaczang pojedynczego pomiaru
a warto$cia oczekiwang. Najpelniejsza i najbardzie]
szczegblowa forma oszacowania niepewnoSci jest
budzet niepewnosci, ktory dotyczy zsumowania
najwazniejszych zrodel niepewnoSci.

Podsumowanie

Zakres walidacji jest zawsze kompromisem
miedzy kosztami, ryzykiem 1 mozliwo$ciami tech-
nicznymi. Istnieje wiele przypadkow, dla ktérych za-
kres moze by¢ podany tylko w sposob uproszczony.
Proponowany wyzej sposéb postepowania pozwala
stwierdzi¢, jak zmienia sie zawarto$¢ parvowirusa
B19 w probce w okre§lonym czasie (np. 18 miesie-
cy), jaka jest tendencja tych zmian oraz po jakim
czasie przekroczone zostang zalozone wartoSci
graniczne (np. zmiany o 25% wobec warto§ci po-
czatkowej). W ten sposob mozna zwalidowac czas
przechowywania probek i stosowania odpowiednich
testow do wykrywania parwowirusa B19 po uplywie
czasu gwarantowanego przez producenta testu.
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