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Evaluation of Syphilis Total Ab on the Evolis analyzer (BIO-RAD) for blood
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Streszczenie

Wstep: Test Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD (Francja) jest przeznaczony do wykrywania
przeciwcial skierowanych do antygenow Treponema pallidum w ludzkiej surowicy lub osoczu.
Oznaczenia sq prowadzone w automatycznych analizatorach Evolis firmy BIO-RAD.

Celem badan byla ocena przydatnosci testu Syphilis Total Ab BIO-RAD do prowadzenia badan
przeglgdowych krwiodawcow w Polsce. Analizowano swoistosc, czulosc testu oraz powtarzal-
nosc¢ 1 odtwarzalnosc wartosci S/Co. Przeanalizowano takze wyniki badan z 18 miesiecy po
wdrozeniu testu w Wojskowym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (WCKiK), a na-
stepnie porownano z wynikami badania innym testem EIA uzyskanymi w okresie 36 miesigcy
poprzedzajgcych zmiane testu.

Material i metody: Swoistosc testu oszacowano w Instytucie Hematologii © Transfuzjologii
(IHiT) na podstawie badania 2058 probek pochodzqcych z biezgcych badan krwiodawcow.
Czulosc kliniczng oceniono na podstawie wynikow badania: 1) paneli probek serododatnich
(potwierdzomych) nierozcienczonych i przygotowanych przez rozcienczenie dodatniej surowicy
archiwalnej, 2) panelu serokonwersyjnego (SeraCare), 3) probek reaktywnych w badaniu
prospektywnym wykonanym w celu oceny specyficznosci testu. Dodatkowo przeanalizowano
wyniki badania 48 940 donacji za pomocq testu Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD po wpro-
wadzeniu do rutynowych badan przeglgdowych (od stycznia 2015 v. do czerwca 2016 v.) i po-
rownano z wynikami badan przeglgdowych w okresie wczesniejszym (89 672 donacji w latach
2012-2014 badano testem TrepanostikaTP rec. firmy bioMerieux, Francja).

Wyniki: W badaniu ewaluacyinym swoistosc testu Syphilis Total Ab BIO-RAD wynosila
99,9% (uznajgc RR z nieokreslonym wynikiem testu potwierdzenia za wynik falszywie re-
aktywny). W badaniach paneli wlasnych wszystkie probki byly zgodnie reaktywne w tescie
ocenianym 1 w tescie odniesienia (zgodnosc 100%). W badaniach panelu serokonwersyjnego
w obu testach uzyskano takg samg liczbe wynikow reaktywnych.

Czestosc potwierdzonych wynikow powtarzalnie reaktywnych uzyskanych w okresie 2012-2016
wynosita 0,0079% (11/138 612 donacyi), przy czym swoistosc testu Syphilis Ab BIO-RAD wy-
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nosita 99,98% w porownaniu z 99,79% w okresie poprzedzajgcym zmiang testu, a pozytywna
wartosc predykcyina testu ocenianego byla istotnie statystycznie wyzsza (40% vs. 2,65%, p <
0,05).

Whioski: Test Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD wykonywany na analizatorze Evolis charak-
teryzuge si¢ dobrg swoistoscig, czuloscig oraz odtwarzalnosciq 1 powtarzalnoscig wartosci S/Co.
Uzyskane wyniki pokazujq, ze poprawa swoistosci (pozytywnej wartosci predykcyjnej) badania
przeglgdowego przez dobor testu pod kqgtem tego parametru przynosi wymierne ograniczenie
kosztow (m.in. przez zmmniejszenie liczby badan powtarzanych i weryfikacyjnych, kontrolnych
oraz zniszczen skladnikow krwi) oraz prowadzi do ograniczenia liczby dyskwalifikowanych
czasowo dawcow.

Stowa kluczowe: kila, treponema pallidum, badania przegladowe dawcow
J. Transf. Med. 2017; 10: 1-11

Summary

Background: Syphilis Total Ab BIO-RAD (France) is designed for detection of antibodies to
Treponemapallidum antigens in human serum and plasma. Tests are performed in automatic
analyzers Evolis (BIORAD).

The aim was to evaluate the advantages of the Syphilis Total Ab BIO-RADtest for blood donor
screening in Poland. Specificity, sensitivity, repeatability and reproducibility of S/Co values
were evaluated. After 18 months of using the test at the Military Blood Center (WCKiK), the
results were analyzed and compared to those obtained with other EIA tests which had been in
use for 36 months before the implementation of Syphilis Total Ab BIO-RAD.

Material and methods: Specificity evaluation was performed at the Institute Hematology
and Transfusion Medicine (IHiT) on samples collected from 2058 currently screened donors.
Assessment of clinical sensitivity was based on study outcome of: 1) seropositive sample pa-
nels (confirmed), raw and prepared by dilution of positive archive serum, 2) seroconversion
panel (SeraCare), 3) samples reactive in a prospective study performed for assessment of test
specificity. Additionally, we analyzed results for 48 940 donations tested with Syphilis Total Ab
BIO-RAD between January 2015 and June 2016 and the results were compared with results
for 89.672 donations tested in the period 2012-2014 with Trepanostika TP rec. bioMerieux
(France).

Results: Specificity of Syphilis Total Ab BIO-RAD test is equal to 99.9%; repeat reactive (RR)
samples with indeterminate confirmation results were considered false reactive. In our own
panel studies all samples were found reactive both in the evaluated assay and in reference test
(100% compliance). The same number of reactive results was reported for both tests in sero-
conversion panel studies.

Frequency of confirmed RR results in the period 2012-2016 at WCKiK was calculated at
0.0079% (11/138,612 donations). Specificity of Syphilis Ab BIO-RAD was equal to 99.98% as
compared to 99.79% reported for the period before test implementation and the positive predic-
tive value of the evaluated test was significantly higher (40% vs. 2.65%, p < 0.05).
Conclusions: The S/Co values for specificity, sensitivity, reproducibility and repeatability of
Syphilis Total Ab Test BIO-RAD performed on the analyzer Evolis were found satisfactory.
The study outcome demonstrates that the choice of a higher-specificity test (positive predictive
values) brings about measurable cost-cutting (smaller number of rvepeat, verification and con-
trol tests performed as well as reduced blood component wastage) and reduction in number of
temporarily disqualified donors.

Key words: syphilis, treponema pallidum, blood donation screening
J. Transf. Med. 2017; 10: 1-11
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Wstep

Kita (fac. syphilis) to choroba zakaZna, przeno-
szona najczeS$ciej podczas kontaktow seksualnych,
wywolywana przez bakterie Treponema pallidum
nalezaca do rodziny Spirochaetaceae. Jedynym zywi-
cielem tej bakterii jest czlowiek. Okres wylegania
choroby wynosi 9-90 dni. Kite cechuje wieloletni
przebieg z nastepujacymi po sobie okresami obja-
wowymi 1 bezobjawowymi. Moze ona przebiegac
w sposob utajony, ulega¢ samowyleczeniu lub
wywolywaé powazne zmiany narzadowe. Zakaz-
no$¢ kily jest SciSle zwigzana z okresem choroby,
najwieksza jest w 2 pierwszych latach zakazenia.
Wyroznia sie kite nabyta 1 wrodzong [1]. Krwio-
dawca znajdujacy sie w kazdym ze stadiow choroby
moze przenies¢ zakazenie na biorcg. Wediug da-
nych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World
Health Organization) kazdego roku na Swiecie
wykrywa sie okolo 11 mln nowych przypadkow
kity [2]. W 2014 roku w Europie zgloszono 24 541
przypadkow kity, w poréwnaniu z 2010 rokiem
odnotowano wzrost zachorowan o 30%. Obecnie
glowna grupe zakazonych stanowig homoseksualni
mezczyzni (ok. 63%) [3].

Potwierdzenie choroby jest oparte na obrazie
klinicznym, wywiadzie epidemiologicznym oraz
wynikach badan laboratoryjnych [4, 5]. Rekomen-
dacje dla krwiodawstwa zwracaja szczegblng uwage
na stosowanie testéw o jak najwiekszej czutoSci
1 charakteryzujacych sie optymalna swoistoS$cia,
tak by ich stosowanie nie powodowalo (czasowej)
utraty dawcow z wynikami nieswoistymi 1 w Kon-
sekwencji nieuzasadnionego ograniczenia dostepu
do sktadnikow krwi.

Na podstawie oceny czulo$ci 1 swoisto$ci te-
stow serologicznych wykrywajacych przeciwciala
przeciwko Treponema pallidum Miedzynarodowa
Organizacja ds. Chordb Przenoszonych Droga
Piciowa (IUSTI, International Union Against Se-
xually Transmitted Infections) zalecila stosowanie
w badaniach przegladowych testow swoistych
— kretkowych, na przyklad testow immunoenzy-
matycznych (EIA) [6]. Ponadto zarekomendowata
potwierdzanie zakazenia Treponema pallidum
testem opartym na innej metodyce niz badanie
przegladowe. Przykiadowo, jesli powtarzalnie
reaktywny wynik testu przeglagdowego uzyskano
w teScie EIA, badania weryfikacyjne powinny by¢
wykonane za pomoca nastepujacych testow: te-
stu hemaglutynacji (TPHA, Treponema Pallidum
Haemaglutination Assay), testu immonoflouoro-
scencyjnego kretkow (FTA, Fluorescent Trepone-
mal Antibody), testu immonoflouoroscencyjnego

kretkow w modyfikacji absorpcyjnej (FTA-ABS,
Fluorescent Treponemal Antibody Absorption Test)
lub WB (Western Blot). Zaleca sie potwierdzanie
wyniko6w powtarzalnie reaktywnych na podstawie
dwoch rodzajow testow [7].

Biorac pod uwage powyzsze zalecenia, w Pol-
sce od 2012 roku do badan przegladowych w kie-
runku 7. pallidum wéréd krwiodawcow sa wyko-
rzystywane wylacznie testy swoiste [6], ktore
opieraja sie na teScie immunochemicznym z uzy-
ciem mikroczastek i znacznika chemiluminescen-
cyjnego (CMIA, Chemiluminescent Microparticle
Immnuoassay), teScie immunoezymatycznym (EIA,
enzyme immunoassay) i TPHA. Natomiast badania
weryfikacyjne sg wykonywane przynajmniej dwoma
odpowiednimi testami swoistymi innymi niz testy
przegladowe, na przykiad testami typu WB i TPHA.

Stata dyskwalifikacja krwiodawcow nastepuje
po uzyskaniu wynikow dodatnich w przynajmniej
2 testach potwierdzenia. W przypadku innych
wynikow naktada sie dyskwalifikacje czasowa.
Dawca do oddawania krwi moze hy¢ przywrocony,
gdy wyniki testu przegladowego oraz testéw po-
twierdzenia sa ujemne. W przypadku potwierdzenia
zakazenia w kierunku Treponema pallidum dawca
jest na stale wykreSlany z rejestru dawcow krwi
1 kierowany do poradni wenerologicznej. Wszystkie
tego typu przypadki sa zglaszane do panstwowego
powiatowego inspektora sanitarnego wiasciwego
dla siedziby laboratorium (PPIS) [8].

W 2013 roku w Polsce potwierdzono 1343
przypadki kily [9], z czego w pionie krwiodawstwa
potwierdzono swoiste przeciwciala anty-Treponema
pallidum u 179 dawcow [Instytut Hematologii
1 Transfuzjologii (IHiT) na podstawie danych z Cen-
trow Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (CKiK)].
Testy przeznaczone do diagnostyki Treponema
pallidum nie zostaly wpisane ani do wykazu A, ani
B Dyrektywy 98/79/WE Parlamentu Europejskiego
oraz Rady Unii Europejskiej (UE) [10], w zwigzku
z czym szczego6lnie istotne jest dokonywanie ewa-
luacji tego typu testow przed wprowadzeniem do
rutynowego badania dawcow krwi.

Cel badan

Celem badan byla ocena przydatnosSci testu
Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD do prowadzenia
badan przegladowych u krwiodawcow w Polsce.
Aby sprawdzi¢ przydatno$§¢é nowego testu, nalezy
oznaczy¢ czulo$¢, swoisto$§é, powtarzalno§¢ 1 od-
twarzalno$¢ wartosci S/Co. Dodatkowo przeanali-
zowano wyniki otrzymane w okresie pierwszych
18 miesiecy od wprowadzenia testu do badan
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przegladowych 1 pordwnano z wynikami poprze-
dzajacymi zmiane. Zwrocono w szczegdlnosci
uwage na czulo$¢ 1 swoistoS¢ uzyskiwana w obu
analizowanych okresach.

Materiat i metody

Testy stosowane w badaniach
Charakterystyka ocenianego testu

Test Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD jest
przeznaczony do wykrywania przeciwcial skie-
rowanych do antygenow Treponema pallidum
w ludzkiej surowicy lub osoczu. Oznaczenia sg wy-
konywane w analizatorach Evolis firmy BIO-RAD.

Antygeny, ktoérymi sa optaszczone dotki mi-
kroplytek, wiaza specyficzne przeciwciala klasy
IgG, [gM 1 IgA Treponema pallidum, co umozliwia
wykrywanie przeciwcial podczas wszystkich eta-
pow zakazenia. Dolki mikroplytki sg oplaszczone
mieszaning antygenow rekombinowanych 15Kd,
17Kd i 47Kd Treponema pallidum. Po dodaniu ko-
niugatu do dotka, w ktorym inkubowano probke,
specyficzne przeciwciala znajdujace sie w bada-
nej surowicy lub osoczu 1acza sie z antygenami
w dotku mikroplyki i z antygenami zwigzanymi
z peroksydaza chrzanowa znajdujacymi sie w ko-
niugacie. Po usunieciu niezwigzanego materiaiu
w procesie piukania i po dodaniu substratu, zmia-
na zabarwienia mieszaniny substrat/chromogen
wskazuje na obecno$¢ zwigzanego enzymu, co
z kolei §wiadczy o obecno$ci w probce specy-
ficznych przeciwcial. W celu okre§lenia obec-
nos$ci lub nieobecno$ci swoistego przeciwciala
w probce, aparat porownuje intensywno$c¢ za-
barwienia z zabarwieniem w dolkach mikroplyt-
ki, w ktorych byly badane surowice kontrolne,
1 generuje wynik odpowiednio — reaktywny lub
niereaktywny.

Wszystkie odczynniki, z wyjatkiem roztworu
do ptukania oraz substratu, ktory musi by¢ przygo-
towany na §wiezo przed badaniem, sg dostarczane
w postaci gotowej do uzytku. Badanie jest wykony-
wane na podzielnej plytce zawierajacej 12 paskow
po 8 studzienek.

Testy odniesienia i testy stosowane
w badaniach weryfikacyjnych

Badania przeglagdowe wykonywano na pod-
stawie testoOw posiadajacych pozytywng opinie
IHiT oraz znak CE IVD: EIA (I test odniesienia)
oraz CMIA (II test) odniesienia. Do badan wery-
fikacyjnych wykorzystywano testy wykrywajace
przeciwciala anty-Treponema pallidum. Byty to
testy swoiste, na przykiad TPHA, FTA, FTA-ABS.

Badania wykonywane w IHiT potwierdzano na pod-
stawie testow typu WB oraz TPHA. Wyniki badan
probek zar6wno ocenianym testem, jak i testami
odniesienia wyrazono jako warto§¢ S/Co; S/Co>1
jest interpretowany jako wynik reaktywny; gdy < 1
jako wynik ujemny.

Swoistos¢ testu

W ramach analizy swoisto§ci oznaczono oce-
nianym testem 2058 probek pochodzacych z bie-
zacych badan krwiodawcow, prowadzonych dwoma
testami odniesienia wczesniej dopuszczonymi do
prowadzenia badan przegladowych. Badania wy-
konywano w tych samych probkach krwi dawcow
w IHiT oraz centrach krwiodawstwa. W trakcie
oceny kazdego dnia po zakonczeniu badan w Woj-
skowym Centrum Krwiodawstwa 1 Krwioleczni-
ctwa (WCKIK) oraz Regionalnym Centrum Krwio-
dawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK) w Warszawie
probki transportowano do IHIT. Materiat przed
wykonaniem badan byl odwirowywany i nastepnie
badany zgodnie z procedurg wykonania oznaczenia.
Po zakonczeniu badan w IHiT probki przechowy-
wano w temperaturze lodowki (2-8°C), do mo-
mentu otrzymania wynikow. Oznaczenia I testem
odniesienia (test immunoenzymatyczny) wykonano
w WCKiK w Warszawie na 775 probkach. Drugim
testem odniesienia byl test chemiluminescencji
— przy jego uzyciu w RCKiK w Warszawie prze-
badano kolejne 1283 probki.

Do wyliczenia swoistos$ci stosowano wzor [11]:
liczba probek prawdziwie ujemnych/ogolna liczba
badanych probek (tj. taczna liczba probek praw-
dziwie ujemnych oraz falszywie reaktywnych)
X 100%. Pozytywna 1 negatywna wartoS¢ predyk-
cyjng liczono w sposob nastepujacy: pozytywna
warto§¢ predykcyjna to liczba wynikoéw prawdziwie
dodatnich/liczba wynikow prawdziwie dodatnich
+ liczba wynikow falszywie ujemnych; negatywna
warto$¢ predykcyjna to liczba wynikoéw prawdziwie
ujemnych/liczba wynikdw prawdziwie ujemnych
+ liczba wynikow falszywie ujemnych. Oba pa-
rametry, przedzialy ufno$ci oraz istotno$c staty-
styczng liczono za pomoca arkusza kalkulacyjnego
w programie Excell (Microsoft, USA) [12].

Czulos¢ testu
Czutos$¢ testu okreslono przez analize wyni-

kéw badania:

— trzech paneli wiasnych przygotowanych przez
rozcienczenie dodatniej surowicy archiwalnej
(zakazenie potwierdzone zgodnie z procedura
weryfikacyjng obowigzujaca w polskim krwio-
dawstwie [13];
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— panelu Syphilis Seroconversion Panel PSS901
(SeraCare);

— probek reaktywnych w badaniu prospektyw-
nym wykonanym w celu oceny specyficznosci
testu.

Probki powtarzalnie reaktywne w badaniu
testem Syphilis Total Ab (BIO-RAD) prowadzo-
nym réwnolegle do badan przegladowych oraz
reaktywne w oznaczeniach testami odniesienia
poddano procedurze weryfikacji zgodnie z algo-
rytmem dopuszczalnym w Polsce w przypadku
dawcow krwi [13], tj. wykonano oznaczenia te-
stami TPHA 1 WB.

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é
Powtarzalno$¢ 1 odtwarzalnoS¢ oceniono na
podstawie wartosci odchylenia standardowego (SD)
1 wspolczynnika zmiennos$ci (CV) (%) dla warto$ci
oznaczen sygnatu S/Co trzech probek (zdecydowa-
nie dodatniej, stabo dodatniej oraz ujemnej), ktore
badano 3 razy w ciagu jednego dnia (powtarzalnoSc)
1jednorazowo przez 3 kolejne dni (odtwarzalnosc).

Rutynowe badanie markerow zakazenia TP

W celu dalszej oceny czulo$ci i swoisto$ci
testow przeznaczonych do wykrywania Treponema
pallidum przeanalizowano wyniki badan prze-
gladowych prowadzone w WCKiK w Warszawie
w okresie od 1 stycznia 2012 roku do konca czerwca
2016 roku. W tym czasie tacznie przebadano 138
612 donacji, przy czym do kofica 2014 roku roku
badania prowadzono testem Trepanostika TP rec.
firmy bioMerieux (Francja) na aparacie DSX™
obejmujacym zautomatyzowany system ELISA
(Dynex Technologies, USA), a od poczatku 2015
roku testem Syphilis Total Ab, stosujac aparat
Evolis (BIO-RAD) (odpowiednio 89.672 i 48.940
donacji).

Badania przegladowe w kierunku kily oraz
weryfikacja wynikow powtarzalnie reaktywnych
przeprowadzano zgodnie z zaleceniami IHiT [13].
Kazdy wynik wstepnie reaktywny byl poddawany
ponownemu badaniu w dwoch powtérzeniach. Po
uzyskaniu testem przegladowym wyniku powta-
rzalnie reaktywnego, surowica/osocze przekazywa-
no na badania weryfikacyjne, a pojemniki z krwia
1jej sktadnikami niszczono.

Badania weryfikacyjne wykonano w Poradni
Dermatologicznej Klinki Dermatologii, Szpitala
Klinicznego Dziecigtka Jezus w Warszawie i obej-
mowaly testy: TPHA (do 2014 r. Celognost-Syphilis
H, Siemens, w 2015 r. TPHA, Giesse Diagnosics,
W. Brytania, a w roku 2016 r. NADAL-TPHA,
Niemcy) i test FTA ABS (Osrodek Diagnostyczno-

-Badawczy Chordob Przenoszonych Droga Piciowa
w Bialymstoku). W trakcie ewaluacji systemu
badania wykonywano w IHiT. Powtarzalnie reak-
tywne wyniki badan potwierdzano dwoma testami
swoistymi: TPHA (TPHA Lateks Test, NADAL,
Niemcy) oraz testem WB (recomLine Treponema
IgG firmy MIKROGEN DIAGNOSTIK, Niemcy).

Wyniki

Swoistosé

Swoisto§¢ testu Syphilis Total Ab BIO-RAD
w trakcie ewaluacji w IHiT wyniosta 99,90%
(2037/2039 x 100%) 1 byta zblizona do wartoSci
deklarowanej przez producenta — 99,95%. Dla
porownania swoisto$¢ I 111 przegladowego testu od-
niesienia wynosita odpowiednio 99,84% i 99,74%.

Szczegbdlowe wyniki badania 2058 probek oce-
nianym testem Syphilis Total Ab oraz rutynowego
badania przegladowego, oddzielnie dla testu odnie-
sienia I 1 II, przedstawiono w cze$ci A 1 B (tab. 1).
Lacznie w badaniach ocenianym testem uzyskano
2040 wynikoéw waznych. Dla 2037 (99,85%) probek
uzyskano wyniki niereaktywne, dla 3 (0,15%) pro-
bek wyniki wstepnie reaktywne. Po 2-krotnym po-
wtorzeniu badan trzech probek wyniki powtarzalnie
reaktywne uzyskano dla dwoch z nich (0,098%), dla
trzeciej wyniki byty niereaktywne. Dla obu probek
powtarzalnie reaktywnych otrzymano dodatnie
wyniki w teScie potwierdzenia TPHA (TPHA Latex
Test, NADAL, Niemcy). Wynik badania w teScie
WB (recomLine Treponema IgG firmy MIKROGEN
DIAGNOSTIK, Niemcy) dla jednej z tych probek
byt dodatni, dla drugiej nieokre§lony. Obie probki
potwierdzone w badaniach weryfikacyjnych byly
takze powtarzalnie reaktywne w testach odniesie-
nia (odpowiednio I i II).

Czulos¢ testu

— W panelu wiasnym (tah. 2) wszystkie probki
byly zgodnie reaktywne w tescie ocenianym
oraz w teScie odniesienia (zgodno$¢ 100%),
zatem nie stwierdzono réznic w czuto$ci mie-
dzy testem Syphilis Total Ab a testami obecnie
stosowanymi do prowadzenia badan przegla-
dowych u polskich dawcow krwi.

— W panelu rozcienczen (ryc. 1) w teScie Syphilis
Total Ab dla wszystkich probek otrzymano
wyniki reaktywne (10/10), podczas gdy w ba-
daniu testem odniesienia wyniki 4 probek
byly ujemne, co moze wskazywac na wieksza
czulo§¢ testu ocenianego.

— Narycinie 2 mozna zauwazy¢, ze wyniki ozna-
czen probek nr 1-6, obejmujacych rozciencze-
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Tabela 1. Wyniki rownolegtych badan préobek krwiodawcow testem Syphilis Total Ab oraz testami odniesienia I i Il

Table 1. Results of parallel testing of donor samples with Syphilis Total Ab and | and Il reference tests

A.

Liczba prébek

Test oceniany Syphilis Total Ab

| Test odniesienia

Niereaktywnych

IR

NRR

RR

W tym RR: potwierdzonych TPHA i WB

1.263 (99,84%) 1.280 (99,77%)

2 3

1 0
1(0,079%) 3
17 (0,079%) 1

~ prébka reaktywna w tescie ocenianym i | tescie odniesienia

B.

Liczba probek

Test oceniany Syphilis Total Ab

Il test odniesienia

Niereaktywnych

IR

NRR

RR

W tym:

RR niepotwierdzonych testem TPHA i/lub WB
RR potwierdzonych testem TPHA i/lub WB

774 (99,87%) 773 (99,74%)

1 2

0 0
1(0,129%) 2
0 1

1*7 (0,129%) 17

*Wynik TPHA dodatni, WB nieokreslony; ~ probka reaktywna w tescie ocenianym i Il tescie odniesienia
IR — wynik wstepnie reaktywny; RR — wynik powtarzalnie reaktywny; NRR — niepowtarzalnie reaktywny

Tabela 2. Poréwnanie wynikéw badania prébek pane-
lu wtasnego (probki archiwalne od dawcéw z potwier-
dzonym zakazeniem kretkiem bladym) testem Syphilis
Total Ab oraz | testem odniesienia

Table 2. Comparison of own panel testing (archive
samples from donors with confirmed infection) with
Syphilis Total Ab and reference test |

Numer  Wyniki w tescie
probki  ocenjanym Syphilis Odniesienia (1)
Total Ab
S/CO Wynik S/CO  Wynik
1 18,07 Reaktywny 14,53 Reaktywny
2 19,14  Reaktywny 10,44 Reaktywny
3 19,13  Reaktywny 8,45 Reaktywny
4 17,72 Reaktywny 5,94 Reaktywny
5 14,51 Reaktywny 4,78 Reaktywny
6 5,85 Reaktywny 9,61 Reaktywny

nia od 1:2 do 1:64, byty reaktywne zar6wno
w ocenianym teScie, jak i w teScie, z ktorym
go poroOwnywano, natomiast trzy kolejne
probki obejmujace rozcienczenia od 1:128

20,0

Q 2,0

wv

cut off | - I i -
0,8
0,6
0.4

0,2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
[ BioRad # probki panelu
[ Test odniesienia

Rycina 1. Poréwnanie wynikéw réwnolegtego badania
komercyjnego panelu rozcienczen (PSS901 SeraCare)
anti — Treponema pallidum testem Syphilis Total Ab
oraz testem odniesienia |

Figure 1. Comparison of the results of a parallel study
of commercial panel dilution (PSS901 SeraCare) anti
— Treponema pallidum Syphilis Total Ab and reference
test|
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do 1:512 byty reaktywne wylacznie w tescie
ocenianym.

— Narycinie 3 przedstawiono wyniki badania pro-
bek panelu serokonwersji (PSS901 SeraCare), na
ktorych nie obserwuje sie roznic miedzy testem
badanym a testem odniesienia. Wyniki oznaczen
probek nr 1-5 byty niereaktywne w obu testach.
Probki nr 6-9 byly natomiast reaktywne w oce-
nianym tesScie oraz w teScie odniesienia.

Powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢

Na rycinie 4 przedstawiono wyniki oznaczen
powtarzalno$ci 1 odtwarzalno$ci sygnatu S/CO
dla testu Syphilis Total Ab (BIO-RAD). Wspoi-
czynnik zmienno$ci CV dla powtarzalno$ci nie
przekraczal 10%, natomiast dla odtwarzalno$ci
wynosit 8,23-13,05%, co wskazuje na mniejszg
stabilno§¢ S/CO w probkach stabo reaktywnych
1 ujemnych.

24
22
20
18
16
14
12
10

S/Co

cut off

o N B~ O

172 14 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512
Rozcienczenie

B Syphilis Total Ab s/co
@ | Test odniesienia s/co

Rycina 2. Poréwnanie wynikéw oznaczen testem oce-
nianym Syphilis Total Ab i | testem odniesienia probek
panelu rozcienczeniowego

Figure 2. Comparison of results for Syphilis Total Ab
and reference test | for samples of dilution panel

Zmiennos$¢, CV (%)

I .
14% CVkilaBiorad.sta 10v*10c

12%

10%

8%

6%

4%

2%

0%
Powtarzalno$¢ ~ Odtwarzalnos¢

M Silnie dodatnia
] Dodatnia
[ Ujemna

Rycina 4. Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ wartosci syg-
natu S/Co dla ocenianego testu Syphilis Total Ab

Figure 4. Repeatability and reproducibility of the S/Co
signal for the evaluated Syphilis Total Ab test

100

A4 —

0,1 ]

1 T T T / T
scTP901-1  scTP901-2  scTP901-3  scTP 901-4_—~5cTP 901°5
S/Co — .

scTP 901-6 scTP 901-7 scTP 901-8 scTP 901-9

0,01

Prébka panelu

—— BioRad
—8— Abbott

Rycina 3. Ocena czutosci testu Syphilis Total Ab na podstawie badania panelu PSS901 SeraCare i poréwnania z | te-

stem odniesienia

Figure 3. Evaluation of Syphilis Total Ab sensitivity based on the study of PSS901Sera Care panel and comparison

with reference test |
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Tabela 3. Wyniki badania dawcéw krwi po wdrozeniu testu Syphilis Total Ab do rutynowych badan przegladowych
w WCKiK

Table 3. Results of donor screening following implementation of Syphilis Total Ab for routine use in Warsaw Mili-
tary Blood Transfusion Center (WCKiK)

Rok 2012 . 2013 r. 2014 r. 2015 r. 01-06.2016 r.

(test) (test A) (test A) (test A) (test B) (test B)

Liczba przebadanych donacji 28 200 30 554 30918 31946 16 994

RR 53 73 63 9 6

Liczba (%) potwierdzonych donacji 6* (0,02%) 8* (0,03%) 8* (0,03%) 7* (0,02%) 6* 0,04%)
0** (0%) 2** (0,0065%) 3**(0,0097%) 2**(0,0063%) 4** (0,023%)

*Uwzgledniono donacje powtarzalnie reaktywne potwierdzone przynajmniej w jednym tescie weryfikacyjnym
**Uwzgledniono donacje powtarzalnie reaktywne potwierdzone wyfgcznie w dwdch testach weryfikacyjnych
Test A — Trepanostika TP rec. firmy bioMerieux; Test B — Syphilis Total Ab firma BIO-RAD

Rutynowe badania przegladowe
w kierunku anty-Treponema pallidum
w WCKiK

W tabeli 3 przedstawiono wyniki rutynowych
badan w kierunku kily wykonane w okresie od
1 stycznia 2012 roku do konca czerwca 2016 roku
w WCKiK w Warszawie. W analizowanym okresie
po przebadaniu Igcznie 138 612 donacji zidentyfi-
kowano 11 osdb, u ktorych potwierdzono swoisto$¢
pierwotnego powtarzalnie reaktywnego wyniku
badania przegladowego (0,0079%) (tab. 3). Szcze-
gotowe wyniki dotyczace donacji powtarzalnie
reaktywnych, dla ktorych przynajmniej jeden test
weryfikacyjny dawal wynik dodatni, przedstawiono
w tabeli 4.

W przypadku testu A 11-13% sposrod probek
powtarzalnie reaktywnych potwierdzano w trakcie
badania weryfikacyjnego, natomiast w przypadku
testu B odsetek ten byt wyzszy i wynosit 81-100%.

Na podstawie danych z tabeli 3 wyliczono
swoistoS¢ oraz warto$¢ predykcyjng pozytywna
w poszczeg6lnych latach. Wyniki przedstawiono
na rycinie 5.

Po przebadaniu blisko 90 tysiecy donacji
swoisto$¢ testu bioMerieux Trepanostika TP rec.
wynosita 99,79%, przedziat ufnosci 95% (CI 95%):
99,76-99,82% (lub 99,81%), jesli uznac, ze wynik
zostal potwierdzony, gdy tylko jeden z dwoch
testow weryfikacyjnych byl dodatni), a testu
ocenianego po zbadaniu niespelna 49 tysiecy do-
nacji — 99,98%, CI 95%: 99,97-99,99% (99,99%).
Roznice w czestosSci wynikow swoistych nie byly
istotne statystycznie (Chi2 = 78,50, p<< 0,05).
Wartos$¢ predykcyjna pozytywna testu Syphilis wy-
nosita 40%, CI 95%: 16,34-67,71% i byla istotnie
statystycznie wyzsza (Chi® = 31,59, p << 0,05)
w porownaniu z testem Trepanostika TP rec., dla

ktérego parametr ten miat warto$¢ 2,65%, CI 95%:
0,86-6,07%.

W tabeli 4 przedstawiono dane dotyczace wy-
tacznie probek dodatnich przynajmniej w jednym
teScie potwierdzenia.

Wyniki

Charakterystyka systemu Evolis
W systemie Evolis automatycznie sa wykony-

wane nastepujace czynnosci:

— przygotowywanie listy probek do badan na
podstawie skanowania kodéw kreskowych
umieszczonych na probkach;

— pipetowanie materiatu;

— dodawanie odczynnikow w kolejnych etapach
badania;

— plukanie plytki oraz bezposredni odczyt ab-
sorbancji.

Codzienna praca wymaga wykonania niewielu
czynno$ci przygotowawczych, takich jak przygoto-
wanie wybranych odczynnikow, zaprogramowanie
badania, umieszczenie w aparacie probek, mate-
riatow zuzywalnych oraz odczynnikow. Wykonanie
badania pelnej ptytki (91 oznaczen, nie liczac
probek kontrolnych) zajmuje okoto 2,5 godziny
od rozpoczecia badania do uzyskania wynikow.
Aparat pozwala dokladnie ocenié czas zakonczenia
badania.

Wyniki oznaczen przeprowadzonych na plytce
sa dostepne po zakonczeniu ostatniego z zaprogra-
mowanych badan. Elementy skiadowe plytki sa ma-
terialami jednorazowymi, zuzyte paski z plytki nie
moga by¢ wykorzystane ponownie, na przyklad do
nastawienia badan powtornych/dodatkowych w nie-
wykorzystanych dotkach reakcyjnych. W przypadku
uzyskania wyniku reaktywnego badania powtorne/
/dodatkowe musza by¢ wykonane w dotkach nie-
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Tabela 4. Wyniki badan weryfikacyjnych wykonanych u dawcéw, u ktérych otrzymano wyniki powtarzalnie reak-
tywne w badaniu przeglagdowym w kierunku Treponema pallidum

Table 4. Results of verification tests for donors found repeat reactive in Treponema pallidum screening

2012 r. (potwierdzonych 0)

Test przegladowy Testy potwierdzenia
Dawca S/Co TPHA FTA ABS FTA
1 7,75 3+ +/- -
2 7,50 + +/- -
3 3,76 + +/- -
4 6,97 3+ +/- -
5 1,23 + - -
6 5,55 + +/- -
2013 r. (potwierdzonych 2)
Dawca S/Co TPHA FTA ABS FTA
1 3,68 2+ +/- -
2 34,69" 3+ + + (1/450)
3 6,54 3+ - -
4 5,33 3+ - -
5 6,71 3+ - -
6 4,78 3+ +/- -
7 4,68 3+ + + (1/1300)
8 2,99 3+ +/- -
2014 r. (potwierdzonych 3)
Dawca S/Co TPHA FTA ABS FTA
1 1,99 + + + (1/1300)
2 6,82 + - -
3 7,56 3+ + + (1/150)
4 7,04 3+ +/- -
5 3,01 3+ + + (1/1300)
6 6,10 3+ - -
7 6,24 3+ +/- -
8 4,00 + - _
2015 r. (potwierdzonych 2)
Dawca S/Co TPHA FTA ABS FTA
1 8,96 3+ - -
2 8,56 3+ - -
3 8,87 + - -
4 10,59 + - -
5 5,14 + +/- -
6 4,01 + + + (1/4000)
7 6,43 + + + (1/150)
2016 r. (potwierdzonych 4)
Dawca S/Co TPHA FTA ABS FTA
1 6,85 2+ +/- -
2 3,87 3+ + + (1/450)
3 6,96 + - -
4 2,60 3+ + + (1/4000)
5 11,51 3+ + + (1/150)
6 10,69 3+ + + (1/150)

*Architect, ABBOTT, RCKiK Warszawa, po wezwaniu badanie wykonane w WCKIiK: S/Co — 5,47
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Trepanostica TP rec. Syphilis Total Ab
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Rycina 5. Swoisto$¢ oraz warto$é predykcyjna pozytywna badania przegladowego Treponema pallidum w WCKiK
w latach 2012-2016 (do konca 2014 r. badania prowadzono testem Trepanostika TP rec. firmy bioMerieux, a od 2015 r.

testem Syphilis Total Ab firmy BIO-RAD)

Figure 5. Specificity and positive predictive value of Treponema pallidum screening in WCKiK) in 2012-2016. Until
the end of 2014 screening was performed with Trepanostika TP rec. bioMerieux; since 2015 with Syphilis Total Ab

BIO-RAD)

uzywanych wczesniej paskow, umieszczonych

w ramce plytki.

Test Syphilis Total Ab BIO-RAD, oceniany

w badaniach rownoleglych, w poréwnaniu z testami

odniesienia obecnie stosowanymi do badan prze-

gladowych u polskich dawcow krwi, wykazywatl:

— porownywalng (do I testu odniesienia) czulo§¢
w badaniach probek panelu serokonwersji oraz
w badaniach przegladowych (test odniesienia
I1i1D);

— wyzszg czulo§¢ w 2 z 3 paneli rozcienczen,
w porOwnaniu z testem wykorzystujgcym
chemiluminescencje (I test odniesienia);

— wysoka swoisto$¢ (99,95%), mieszczaca sie
w zakresie deklarowanym przez producenta
testu (99,4-100%);

— zgodno$¢ wynikoéw badania probek dodatnich
z wynikami testow przeglagdowych obecnie sto-
sowanymi w polskim krwiodawstwie opartymi
na metodzie chemiluminescencji oraz EIA;

— odpowiednig powtarzalno§¢ i odtwarzalno$§é
sygnatu S/Co dla probek dodatnich.
Poczynione obserwacje pozwalaja wyciagnac

wniosek, ze oceniany test Syphilis Total Ab moze

by¢ uzywany do badan przegladowych u dawcow
krwi w Polsce, w kierunku zakazenia kretkiem
bladym, a aparat typu Evolis nadaje sie do auto-
matycznego wykonywania badan przegladowych.

Zgodnie z zaleceniami miedzynarodowymi
oraz krajowymi [7, 13] test moze by¢ takze wy-
korzystywany jako test potwierdzenia, w sytuacji
gdy badanie przeglagdowe wykonywane jest testem
opartym na innej metodzie, na przyktad TPHA.

Analiza wynikow rutynowych badan przegla-
dowych w WCKiK i poro6wnanie ich z okresem
poprzedzajacym wdrozenie nowego testu wskazuje
na duze znaczenie doboru testu przeglagdowego nie
tylko pod katem czuloSci testu, ale takze jego swo-
istosci. W trakcie ewaluacji testu firmy BIO-RAD
wykazano, ze jego czulo$¢ jest nie mniejsza od
testow dotychczas stosowanych w polskim krwio-
dawstwie. Podsumowanie pierwszych 18 miesiecy
prowadzenia rutynowych badan testem Syphilis
Total Ab firmy BIO-RAD wykazato, ze charakte-
ryzuje sie on wysoka swoisto$cia, co przeklada sie
na istotnie wyzsza pozytywng warto§¢ predykcyjna
niz w tescie poprzednio uzywanym. Poprawa tego
parametru przyniosla przynajmniej dwie wymier-
ne korzyS$ci. Po pierwsze, pozwolila na istotne
zmniejszenie liczby dawcow dyskwalifikowanych
czasowo ze wzgledu na nieswoiste wyniki reak-
tywne uzyskane w trakcie badania przegladowego.
Biorac pod uwage analizowane okresy, tego typu
sytuacji byto §rednio mniej o okoto 50/12 miesiecy.
Po drugie, dzieki zwiekszeniu swoisto$ci niszczono
mniejsza liczbe pojemnikéw ze skiadnikami krwi
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oraz ponoszono nizsze koszty badan weryfikacyj-
nych 1 kontrolnych. Uzyskanie mniejszej liczby
wynikow falszywie reaktywnych ogranicza rowniez
koszty zwiazane z kwalifikacja dawcy, zbednymi
badaniami laboratoryjnymi (badania biochemiczne,
serologiczne, biologii molekularnej). Jednocze$nie
zwieksza sie 1lo$¢ krwi 1 jej sktadnikow, ktore moga
by¢ przeznaczone do uzytku klinicznego.

Nie bez znaczenia jest fakt zmniejszenia liczby
dawcow wzywanych do Centrum Krwiodawstwa
w celu pobrania probki kontrolnej oraz wizyty/
/konsultacji w gabinecie lekarskim i1 wypelnieniu
ankiety epidemiologicznej, ktére maja na celu
znalezienie zrodla zakazenia choroby przenoszone;j
droga plciowa. Takie sytuacje sa przyczyng istot-
nego niepokoju dawcy.

Nalezy rowniez pamietaé, ze natozenie dys-
kwalifikacji czasowej moze prowadzi¢ do trwalej
utraty dawcow spowodowanej zniecheceniem,
zwigzanym z badaniami weryfikacyjnymi.

Podsumowujac, przeprowadzone badania i ana-
lizy wykazaty, ze test Syphilis Total Ab BIO-RAD
moze by¢ uzywany do badan przegladowych u daw-
cow krwi w Polsce w kierunku zakazenia kretkiem
bladym, a aparat typu Evolis nadaje sie do auto-
matycznego wykonywania badan przegladowych.

Podczas doboru testu przegladowego istotne
sg nie tylko czuto$¢ kliniczna i analityczna, ale takze
swoistos$¢. Optymalny dobor ostatniego parametru
moze sie przyczyni¢ do istotnego zmniejszenia
zniszczen donacji z powodu wynikow reaktywnych
badan przegladowych oraz znaczacych oszczedno-
$ci ekonomicznych.

Podziekowanie

Badania ewaluacyjne zostaly sfinansowane
przez Bio-Rad Polska Sp. z o.0.
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