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Testy Elecsys® Anti-HCV II, Elecsys® HIV combi PT,
Elecsys® HBsAg Il, Elecsys® HBsAg Confirmatory
Test oraz Elecsys® Syphilis wykonywane
na analizatorze cobas e 601 firmy Roche
— ocena ich przydatnosci w badaniach
przegladowych dawcow krwi

Evaluation of fully automated Elecsys® Anti-HCV I, Elecsys® HIV combi PT,
Elecsys® HBsAg Il, Elecsys® HBsAg Confirmatory Test and Elecsys® Syphilis
performed on cobas e 601 Roche analizer — immune assays used
for donor screening
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Streszczenie

Wstep. Testy Elecsys® Anti-HCV II, HBsAg II, HIV combi PT oraz Syphilis firmy Roche sq
oparte na metodzie elektrochemiluminescencyi (ECLIA) i przeznaczone do prowadzenia badan
przeglgdowych u dawcow krwi oraz badan diagnostycznych. Oznaczenia prowadzi si¢ przy
uzyciu w pelni automatycznego analizatora cobas e 601.

Celem pracy byla ocena przydatnosci testow Elecsys® do badar przeglgdowych w krwiodawstwie.
Analizowano swoistosc, czulosc testow oraz powtarzalnosc i odtwarzalnosc wartosci S/CO.

Material i metody. Swoistosc testow oszacowano na podstawie badania 2508 donacji od
dawcow pierwszorazowych 1 wielokrotnych. Czulosc kliniczng oceniano na podstawie wyni-
kow badania: 1) paneli serokonwersyjnych (SeraCare, BBI); 2) paneli probek serododatnich
(potwierdzomych), zakazonych genotypami najczesciej wystgpujgcymi u dawcow krwi w Polsce,
oraz paneli rozcienczen kilku z nich; 3) donacyi dodatnich w badaniu NAT-ujemnych w sero-
logicznym badaniu przeglgdowym (NAT yields). Wszystkie badania oprocz probek NAT yields
wykonywano rownolegle testem odniesienia CMIA.

Wyniki. Swoistosc testu Anti-HCV II wynosila 99,8%, testu HBsAg II — 100%, HIV combi PT
— 99,6%, Syphilis — 99,9%. W badaniach paneli serokonwersji w ocenianych testach HBsAg II,
HIV combi PT; Syphilis oraz w tescie odniesienia uzyskiwano takq samq liczbe wynikow reaktywnych.
Test Anti-HCV I w panelach serokonwersyjnych SeraCare wykryt przeciwciata anty-HCV dodatko-
wo w dwoch wczesniejszych probkach panelu w porownaniu do testu odniesienia. Czulosc kliniczna
wynosita 100% dla nierozcierniczonych probek serododatnich.

Wyniki reaktywne uzyskiwano w probkach zakazonych HCV rozcieniczonych od 50 do 1,6 tys. razy
(18 reaktywnych/18 rozcierniczen badanych), podczas gdy w tescie odniesienia CMIA wyniki reaktyw-
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ne otrzymywano do rozcienczenia 200-kvotnego (9 reaktywnych/18 rozcienczen badanych). W przy-
padku HIV reaktywnych bylo 9/18 badanych rozcienczen, w przypadku HBV — 11/15, a w przypadku
kily — 7/9. Testy odniesienia wykrywaly rzadziej odpowiednie markery zakazenia: 7/18, 10/15 1 6/9.

Czulosc kliniczna wyznaczona na podstawie wynikow badania probek NAT yields wynosita 12%
dla HCV (11/91), 6% dla HBV (6/99) oraz 14% dla HIV (1/7). Wspolczynnik zmiennosci CV dla
powtarzalnosci 1 odtwarzalnosci wynikow wyrazonych przez S/CO wynosit < 20%. W trakcie
oceny nie odnotowano zadnego wyniku niewaznego ani awarii analizatora cobas e601.

Whnioski. Testy Anti-HCV I, HBsAg II, HIV combi PT oraz Syphilis firmy Roche wykony-
wane na analizatorze cobas e601 charakteryzujq sie dobrg swoistoscig, czuloscig oraz odtwa-
rzalnoscig 1 powtarzalnosciq wartosci S/CO 1 mogq byc stosowane do prowadzenia badan
przeglgdowych u polskich krwiodawcow.

Stowa kluczowe: anty-HCV, anty-HIV 1/2, antygen p24 HIV, antygen HBs,
Treponema pallidum, badania przegladowe dawcow
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Summary

Background. Electrochemiluminescence (ECLIA) immunoassays Elecsys®: Anti-HCV II,
HBsAg II, HIV and Syphilis combi PT produced by Roche Diagnostics are dedicated to blood
donor screening and clinical sample testing on a fully automated cobas e 601 analyzer.

The aim was to evaluate the usefulness of the Elecsys® assays for blood donor screening in
Poland; analysis of assay specificity, sensitivity, repeatability and reproducibility (S/CO).

Material and methods. Specificity evaluation was based on analysis of 2 508 donations from
Sirst-time and repeat donors. Clinical sensitivity was estimated on the basis of test vesults of: 1)
servoconversion panels (SeraCare, BBI), 2) panel of seropositive samples (confirmed) infected with
genotypes most common in Poland; panels included dilutions of several seropositive samples, 3)
donations positive in NAT Assays/negative in routine serological screening (NAT yields). With the
exception of NAT yield samples, all studies were performed in parallel with reference CMIA fests.

Results. Test specificity was as follows: anti-HCV Il — 99.8%, HBsAg II — 100%, HIV
combi PT — 99.6%, Syphilis — 99.9%. The number of reactive results obtained with HBsAg
II, HIV combi PT and Syphilis assays in seroconversion panels was the same as with refervence
tests. In SeraCare seroconversion panels the Anti-HCV II assay detected HCV antibodies in
two earlier panel samples which went undetected in the reference test. For undiluted seroposi-
tive samples, the clinical sensitivity was estimated at 100%.

Reactive results were obtained in HCV infected samples with dilutions from 1 : 50 to 1 : 1600
(18 reactive /18 tested dilutions), whereas in the reference CMIA test reactive results were re-
ported in samples diluted up to 1 : 200 (9 reactive/18 tested dilutions). For HIV reactivity was
detected in 9/18 dilutions, for HBV in 11/15, and for Syphilis in 7/9. The reference test detected
infectious markers less frequently; 7/18, 10/15 and 6/9 for HIV, HBV and Syphilis respectively.
Clinical sensitivity based on NAT yields was 12% for HCV (11/91), 6% for HBV (6/99) and
14% for HIV (1/7). The coefficient variation (CV) for repeatability and reproducibility of results
expressed in S/CO was < 20%. During the evaluation period no invalid result was obtained
and no analyzer failure was reported.

Conclusions. Automated Elecsys® assays: Anti-HCV II, HBsAg II, HIV and Syphilis combi
PT performed on the cobas e601 analyzer (Roche) present satisfactory specificity, sensitivity and
reproducibility and repeatability of results (S/CO). They can therefore be used for screening of
Polish blood donors.

Key words: anti-HCV, anti-HIV 1/2, antigen p24 HIV, antigen HBs,
Treponema pallidum, blood donor screening
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Wstep

Pierwszym markerem serologicznym czyn-
nikdw zakaznych przenoszonych drogg krwi ana-
lizowanym u polskich dawcow byl antygen HBs
(HBsAg), ktory zaczeto bada¢ w latach 70. zesziego
stulecia. W 1987 roku wprowadzono obowiazek
badania anty-HIV, a w 1992 roku — anty-HCV [1].
Badania przegladowe stuza przede wszystkim za-
pewnieniu bezpieczenstwa transfuzji, zapobiegajac
przypadkom potransfuzyjnego zapalenia watroby
(typu B i C) oraz zakazeniom HIV. Jak wazny jest
to element bezpieczenstwa, pokazuja statystyki
dotyczace epidemiologii czynnikow zakaznych
wykrywanych u dawcoéw krwi. Rocznie identyfikuje
sie tacznie okoto 1,3 tys. dawcoéw z markerami sero-
logicznymi wskazujacymi na trwajace lub przebyte
zakazenie (wyniki powtarzalnie reaktywne [RR,
repeat reactive] w badaniu przegladowym). W 2014
roku u dawcow pierwszorazowych czesto$¢ wyni-
kow RR badania przeciwcial anty-HCV wynosila
okolo 0,8%, a antygenu HBs — 0,3%. Czestos¢
seropozytywnych/serododatnich zakazen HIV
(RR, potwierdzonych w badaniach weryfikacji)
w latach 2008-2013 to 7-9 przypadkow na 100 tys.
dawcow [2]. Z drugiej strony nalezy pamietac, ze
w trakcie badan prowadzonych w krwiodawstwie
na szeroka skale (obecnie blisko 1,3 miIn donacji
rocznie pobieranych od blisko 600 tys. dawcow
[3]) uzyskuje sie rowniez istotng liczbe wynikoéw
biologicznie falszywie reaktywnych (BFR, biologi-
caly false reactives). Wyniki BFR wynikaja miedzy
innymi ze swoisto$ci testow na poziomie ponizej
100%. Uzyskanie wyniku reaktywnego badania
przegladowego obliguje do wykonania oznaczenia
w dwoch powtorzeniach. JeSli wynik reaktywny
sie nie powtorzy, wynik pierwotny zostaje uznany
za falszywy 1 donacja taka moze by¢ uzyta do le-
czenia. W przypadku uzyskania wyniku RR (min.
2 wyniki reaktywne na 3 przeprowadzone badania)
konieczne jest wykonanie testow potwierdzenia/
/uzupelniajacych, ktore pozwalaja na identyfikacje
wynikow dodatnich. Tylko dodatni wynik testu
potwierdzenia/uzupeinienia §wiadczy o zakazeniu.

Z 582 probek HBsAg RR zgromadzonych
przez Instytut Hematologii i Transfuzjologii IHiT)
w 2015 roku potwierdzono 326, a wsrod 550 anty-
-HIV RR dodatni wynik testu potwierdzenia/uzu-
pelnienia uzyskano dla 45. Niepotwierdzone wyniki
w liczbie 761 (67,2%) to najprawdopodobniej wyniki
BFR, ktore mimo braku potwierdzenia zakazenia
skutkowaly czasowa dyskwalifikacja dawcy.

W trosce o zapewnienie wysokiego bezpie-
czenstwa transfuzji, a jednoczesnie zabezpieczenie

przed utratg dawcow z wynikami niepotwierdzo-
nymi/nieswoistymi, istotne znaczenie ma wyko-
nywanie badan przegladowych za pomoca testow
o jak najwiekszej czuloSci 1 swoistoSci. Zgodnie
z ustawodawstwem polskim i1 europejskim testy do
badan HCV, HBV 1 HIV przed wprowadzeniem na
rynek musza uzyskac znak CE IVD [4, 5]. Ocena
dzialania testu przedstawiana przez producenta
w instrukcji uzytkowania bywa fragmentaryczna, na
przyklad czulo$¢ analityczna jest okre$lana jedynie
wzgledem standardéw miedzynarodowych przy-
gotowanych z jednej formy polimorficznej danego
wirusa. Powszechnie wiadomo, ze swoisto$¢ moze
by¢ charakterystyczna dla okre§lonej populacji; na
roznych obszarach dominujg poszczegolne formy
polimorficzne, ktére moga by¢ wykrywane z czu-
toScig inng niz ta reprezentowana w standardzie
miedzynarodowym [6, 7]. Dlatego w naszym kraju
przed wprowadzeniem do badan przegladowych
krwiodawcow kazdy test jest poddawany ocenie
czulo$ci (analitycznej, klinicznej) 1 swoistoSci
z uwzglednieniem specyfiki epidemiologicznej oraz
organizacyjnej dotyczacej prowadzenia rutynowych
badan w polskiej stuzbie krwi [8, 9].

Celem przedstawionych badan byta ocena
przydatnosci do prowadzenia badan krwiodawcow
za pomoca:

— testow przegladowych Anti-HCV II, HIV combi

PT, HBsAg II 1 Syphilis firmy Roche;

— testu weryfikacyjnego HBsAg Confirmatory
firmy Roche;
— analizatora cobas e 601 firmy Roche.

Material i metody

Charakterystyka testow
podlegajacych ocenie

Przedmiotem oceny byty: Elecsys® Anti-HCVII,
Elecsys® HIV combi PT, Elecsys® HBsAg I1
1 Elecsys® Syphilis — immunochemiczne testy in
vitro, stuzace do jako$ciowego wykrywania w ludz-
kim osoczu lub surowicy przeciwcial przeciwko
wirusowi zapalenia watroby typu C, antygenu
HIV-1 p24, 1acznie z przeciwcialami przeciwko
HIV-1, w tym z grupy O oraz HIV-2, antygenu po-
wierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B
(HBsAg) i przeciwciat przeciwko kretkowi blademu
(Treponema pallidum). Testy te sa oparte na meto-
dzie elektrochemiluminescencji (ECLIA).

Immunochemiczny test Elecsys® HBsAg

Confirmatory, potwierdzajacy obecno§¢ antygenu
powierzchniowego zapalenia watroby typu B, jest
oparty na zasadzie neutralizacji HBsAg swoistymi
przeciwcialami. Test neutralizacji HBsAg Con-
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firmatory wymaga wczeSniejszego manualnego
przygotowania materiatu do przeprowadzenia ba-
dania. W zaleznoS$ci od wartosci S/CO (sample/cut
off) otrzymanej w teScie HBsAg II probka badana
oraz probki kontrolne podlegaja rozcienczeniu od-
czynnikiem confirmatory reagent i control reagent
wedlug algorytmu podanego w ulotce testu. Na
podstawie odczytu wartos$ci S/CO probki kontrol-
nej 1 probek poddawanych neutralizacji, zgodnie
z instrukcja zawarta w ulotce, wylicza sie odsetek
(%) neutralizacji.

Dlatestow Anti-HCVII, HIV combi PT, HBsAg Il
oprocz wynikow niereaktywnych (S/CO < 0,9)
1 reaktywnych (S/CO > 1) wydzielona jest strefa
graniczna (border) o zakresie S/CO od 0,9 do 1.
Otrzymanie wyniku granicznego wymaga reali-
zacji takiego samego algorytmu postepowania,
jak w przypadku uzyskania wyniku reaktywnego.
Strefy granicznej nie ma w teScie Syphilis.

Czesc¢ kalibratoréw 1 kontroli uzywanych w sy-
stemie ma postac liofilizatow (HIV 1 kila), wy-
magajacych odpowiedniego przygotowania przed
rozpoczeciem badania. Dzieki przygotowaniu
kalibratoréw 1 kontroli z liofilizatu zachowuja one
wazno$¢ przez dluzszy czas, jesli sa przechowywa-
ne w temperaturze 2-8°C: kalibrator HIV — przez
12 tygodni; kalibrator kity — 28 dni; kontrola do
HIV 1 kontrola do kily — przez 8 tygodni po roz-
puszczeniu.

Parametry i sposob prowadzenia
oceny testow

Ocene przydatnoSci testow Anti-HCV II, HIV
combi PT, HBsAg II oraz Syphilis do wykrywania
odpowiednio przeciwcial anty-HCV, antygenu p24
wirusa HIV-1 wraz z przeciwciatlami anty-HIV-1
oraz anty-HIV-2, antygenu HBsAg, przeciwciat
anty-TP w krwiodawstwie przeprowadzono na
podstawie oznaczenia ich czulo$ci, swoisto$ci,
powtarzalnos$ci i odtwarzalno$ci warto$ci S/CO.

Wszystkie badania — z wyjatkiem probek
NAT yields (tj. pochodzacych od 0s6b zakazonych,
w ktorych podczas rutynowych przegladowych
badan serologicznych nie wykryto przeciwcial/
/antygenéw, wykryto natomiast material ge-
netyczny wiruséw w badaniach molekularnych
[NAT, Nucleid Acid Testing]) oraz badan powta-
rzalno$ci i odtwarzalno$ci warto$ci S/CO — wy-
konywano rownolegle z testami odniesienia (tj.
testami ze znakiem CE IVD i pozytywna ocena
IHiT uzyskana przed ich wprowadzeniem do
krwiodawstwa, stosowanymi rutynowo do wi-
rusologicznych badan przegladowych polskich
krwiodawcow).

Swoistos¢é testow
Dla okreslania swoistoSci oznaczono ocenia-

nymi testami 2508 probek od dawcow pierwszora-

zowych 1 wielokrotnych pochodzacych z biezacych
przegladowych badan krwiodawcow. Badania pro-
wadzono rownolegle w dwoch Regionalnych Cen-
trach Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK)
stosujacych odmienne testy wykrywajace sero-
logiczne markery zakazen HCV, HIV, HBV i TP.

Sposrod 2508 probek badanych ocenianym testem

1504 pochodzito z RCKiK w Warszawie (I test

odniesienia), natomiast 1004 — z RCKiK w Byd-

goszczy (Il test odniesienia). W trakcie badan prze-
gladowych, zgodnie z obowigzujacym w polskim

krwiodawstwie algorytmem postepowania [10],

w przypadku uzyskania wyniku reaktywnego (IR,

initial reactive) badanie w tej samej probce powta-

rzano dwukrotnie. Zgodnie z zaleceniami producenta
wyniki graniczne traktowano tak samo jak wyniki
reaktywne. Uzyskanie wyniku RR (reaktywnego

S/CO = 1 lub granicznego, tj. S/CO 0,9-1, dla min. 1

powtorzenia) zobowigzywato do wykonania testow

potwierdzenia/uzupelniajacych.

Powtarzalnie reaktywne/graniczne wyniki te-
stow uzyskane w badaniu przeglagdowym 2508 bie-
zacych probek od dawcow pierwszorazowych 1 wie-
lokrotnych weryfikowano w nastepujacy sposob:
— Anti-HCV II — badaniem NAT RNA HCV

(Ultrio Elite, Grifols — Hiszpania); jeSli nie

stwierdzono RNA HCV, swoisto$¢é wyniku

uzyskanego w trakcie badania przegladowego
weryfikowano testem uzupelniajacym typu

Western blot HCV (recomLine HCV IgG, Mikro-

gen Diagnostyk — Niemcy);

— HIV combi PT — testami NAT RNA HIV (Ul-
trio Elite, Grifols; Confirmatory HIV-1, GFE
Blut — Niemcy) oraz w badaniu Western blot
HIV (recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG, Mikrogen
Diagnostyk; lub INNO-LIA HIV I/II Score,
Innogenetics — Belgia);

—  Syphilis — testem TPHA (Treponema Pallium
Haemagglutination Assay, Nadal — Niemcy)
1 Western blot Treponema (recomLine Trepone-
ma IgG, IgM, Mikrogen Diagnostyk).
Swoistos$¢ testOw oszacowano na podstawie

wynikow uzyskanych w badaniach dawcow prowa-

dzonych ocenianymi testami i wyliczono ze wzoru:
liczba probek prawdziwie ujemnych / ogblna liczba
probek badanych (probki prawdziwie ujemne oraz

falszywie reaktywne) X 100%.

Czulo$c¢ testow
Czutos$¢ poszczegblnych testéw okreslono na
podstawie wynikow badania:
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1. paneli serokonwersyjnych: HCV (SeraCare
PHV 9151 SeraCare PHV 925), HBV (SeraCare
PHM 934(M) i BBI PHM 919), HIV (SeraCare
PRB 966 1 BBI PRB 958), kila (SeraCare PSS
901 1 SeraCare TP 901);

2. paneli probek serododatnich (panel probek archi-
walnych IHiT), z potwierdzonym zakazeniem (od-
powiednio w badaniu Western blot, NAT, w teScie
neutralizacji) oraz szczegblowo scharakteryzowa-
nych (m.in. z okre$lanym genotypem i wiremia):

— z anty-HCV — panel 10 probek (6 zidentyfi-
kowanych w 2009 r. i 4 z 2010 r., zbadanych
testami Architect [Abbott] 1 Procleix Ultrio [Gri-
fols], n = 10), w tym zakazone: genotypem la
(4 szt.), genotypem 1b (4 szt.), genotypem 3a
(1 szt.) i genotypem 4a/4c/4d (1 szt.). Ustalenia
genotypu dokonano wcze$niej testem Versant
HCV Genotype 2.0 — LiPA (Simens);

— z HBsAg (potwierdzona obecno§é DNA HBV)
— panel 11 probek (5 z 2009 r. 16 z 2010 r,;
badania przegladowe wykonano testem Archi-
tect (Abbott) 1 Procleix Ultrio (Grifols),n = 11),
w tym zakazone: genotypem H (4 szt.), geno-
typem A (4 szt.) i genotypem D (3 szt.). Usta-
lenia genotypu dokonano wcze$niej testem
INNO-LiPA HBV Genotyping (Innogenetics).
Stezenie DNA bylo znane w oSmiu probkach
— badanie metoda real-time PCR [11]; zakres
wiremii od 0,5-108,7 IU/ml;

— seropozytywne HIV — panel trzech probek,
w ktorych potwierdzono swoisto$¢ przeciwcial
w teScie Western blot oraz przez wykrycie RNA
HIV (Ultrio Elite | Grifols], Confirmatory HIV-1
[GFE Blut]); jedna probka (nr 2445/2014) byta
RR w teScie IV generacji (anty-HIV/p24) z wy-
krytym RNA HIV, jednak negatywna w badaniu
Western blot,;

— z markerami zakazenia TP — panel 11 probek
z 2014 roku, dodatnich w teScie Architect (Abbott)
(n = 11)1TPHA (Nadal) (n = 6) oraz INNO-LIA
Syphilis Score (Innogenetics) (n = 11);

3. paneli rozcienczen wybranych probek z po-
przedniego punktu (pkt 2); do wszystkich
rozcienczen uzywano 0socza z ujemnymi
wynikami badan w kierunku serologicznych
1 molekularnych markeréw wirusologicznych
oraz anty-T.pallidum.

Probki panelowe HCV o genotypie 1a, 1bi3a
rozcienczono 50-, 100-, 200-, 400-, 800- i 1600-krot-
nie; probki panelowe HBV z genotypem A, Di H
— 100-, 1000-, 10 000-, 100 000- i 1 000 000-krot-
nie. Panel rozcienczeniowy probek zakazonych HIV
zawieral trzy elementy — probki o numerach: 1, 2
13. Probka 1 (2445/2014): S/CO — 12,5 w Architect

(Abbott); RNA HIV — dodatnia w Ultrio Elite (Gri-
fols) 1 Confirmatory HIV-1 (GFE Blut) oraz ujemna
w WB — recomLine HIV-1&HIV-2 IgG (Mikrogen
Diagnostik); probka 2 (2454/2014): S/CO — 62,9
w Vitros (Ortho); RNA HIV — dodatnia w Ultrio
Elite (Grifols) oraz dodatnia w WB (recomLine HIV-
-1&HIV-2 IgG [Mikrogen Diagnostik]); probka 3
(561/2011): S/CO — 24,2 w Vitros (Ortho); RNA HIV
— dodatnia w Ultrio Elite (Novartis); WB — dodatni
w INNO-LIA HIV I/II Score w rozcienczeniu1l:1, 1
:5,1:10,1:100,1:1000,1:10 000, 1 :100 000.
Prébke panelowa Treponema pallidum
(2014/08; S/CO — 21,13 w Architect [Abbott]; S/CO
— 171 w Vitros [Ortho]; dodatni wynik w TPHA
BioMerieux (+); wynik silnie dodatni w TPHA
Biorad) rozcienczonol:2,1:4,1:8,1:16,1:
32,1:64,1:128,1:256,1:512.

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ wartosci S/CO
W celu okreélenia powtarzalno$ci warto$ci S/CO

wykonano oznaczenia trzech probek:

— zdecydowanie/silnie dodatniej — probka
nr HCV 01: zakazona genotypem 1 a, S/CO
— 14,9 w teScie Architect (Abbott), RNA wy-
kryte w Procleix Ultrio (Novartis), HBV 01
— z genotypem H, 57,1 IU HBsAg/ml, DNA
wykryte testem Procleix Ultrio (Novartis);
probka nr HIV 01: S/CO — 62,9 w tescie Vitros
(Ortho), RNA wykryte testem Ultrio Elite (Gri-
fols), swoisto§¢ przeciwcial potwierdzona te-
stem WB recomLine HIV-1&HIV-2 IgG (Mikro-
gen Diagnostik); probka oznaczona jako kita 01:
S/CO — 31 w tescie Architect (Abbott), wynik
dodatni w teScie TPHA (Nadal), swoistoS¢
przeciwcial potwierdzona w WB recomLine
Treponema IgG Mikrogen Diagnostyk;

— slabo dodatniej — probka HCV 02: S/CO
— 6,81 w teScie Architect (Abbott), RNA wy-
kryte w teScie Ultrio Elite (Grifols); prob-
ka HBV 02: z genotypem H, S/CO — 6,2
w teScie Architect (Abbott), DNA wykryte
w teScie Ultrio (Novartis); probka HIV 02:
S/CO — 12,5 w teScie Architect (Abbott),
RNA wykryte w teScie Ultrio Elite (Grifols)
oraz Confirmatory HIV-1 (GFE Blut), WB
ujemny w recomLine HIV-1&HIV-2 IgG (Mi-
krogen Diagnostyk); probka kita 02: S/CO
— 5,9 w teScie Architect (Abbott), wynik
dodatni w teScie TPHA (Nadal), swoistos§¢
przeciwcial potwierdzona w WB recomLine
Treponema IgG (Mikrogen Diagnostyk);

— ujemnej — probki oznaczone jako HCV 03, HBV
03, HIV 03, kita 03: w teScie Architect (Abbott),
MPX 2.0 (Roche) oraz Ultrio Elite (Grifols).
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Oznaczenie kazdego z ocenianych markerow
wykonywano na wyzej wymienionych probkach
trzykrotnie w ciggu jednego dnia, natomiast od-
twarzalno§¢ oceniono na podstawie oznaczenia
tych samych probek w ciaggu kolejnych trzech
dni. Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ oceniono
na podstawie warto§ci odchylenia standardo-
wego (SD, standard deviation) 1 wspolczynnika
zmienno$ci (CV, coefficient of variation) [%],
obliczonych na podstawie wynikow trzech wy-
mienionych prébek przeznaczonych dla kazdego
z ocenianych testow.

Test HBsAg Confirmatory

Test oceniano na podstawie wynikow badania
probek wczedniej potwierdzonych w trakcie ruty-
nowej weryfikacji (panel archiwalnych probek sero-
dodatnich z pkt 2). Testu neutralizacji uzyto takze
do potwierdzenia wynikow powtarzalnie reak-
tywnych uzyskanych ocenianym testem Elecsys ®
HBsAg II w probkach, ktore na podstawie wyni-
kow badan przegladowych wykonanych w latach
2005-2011 zostaly zaklasyfikowane jako yield DNA
HBYV (99 donacji seronegatywnych z wykrytym
DNA HBYV). Probki obu grup badano rownolegle
testem potwierdzenia opartym na zasadzie neu-
tralizacji antygenu HBs przez skierowane do niego
przeciwciala, majacym znak CE IVD i rutynowo
stosowanym w polskim krwiodawstwie.

Badania probek NAT yields
Dodatkowo informacje o czutos$ci kliniczne;j

uzyskano na podstawie badania unikalnych probek

z wykrytym materialem genetycznym (w osoczu

badanym przegladowo w minipulach [MP, Minipool]

lub w pojedynczych donacjach [IDT, Individual

Donation Testing], z dodatnim wynikiem molekular-

nego testu potwierdzenia RNA/DNA), a seronega-

tywnych — w pierwotnym badaniu przegladowym
technikami immunoenzymatycznymi. Probki NAT
yields obejmowaly trzy panele:

— panel 91 probek HCV NAT yields z lat 2000—
-2014, pierwotnie w trakcie badan przegla-
dowych badanych testem immunoenzyma-
tycznym ELISA (Ortho, n = 63) lub testami
chemiluminescencji: Vitros (Ortho, n = 9) lub
Architect (Abbott, n = 19). Material genetycz-
ny wirusa HCV wykryto za pomoca testow
wykorzystujacych PCR: w 43 przypadkach
— testem Cobas Amplicor (Roche, MP48),
w 10 — Ampliscreen (MP24), w 21 — MPX/
MPX 2.0 (MP 6). W pozostatych 17 probkach
RNA HCV wykryto metoda TMA, z czego sie-
dem — testem Procleix HCV/HIV-1 (IDT, Chi-

ron, Novartis), pie¢ — Ultrio HCV/HIV-1/HBV
(DT, Novartis), cztery — Ultrio Plus (IDT,
Novartis) i jeden — Ultrio Elite (IDT, Grifols).
W przypadku 78 donacji znane byly stezenia
RNA HCV (Cobas Amplicor HCV Monitor v2.0,
Roche), ktoére wynosily od 1,8 x 102 do 4,7
x 107 TU/ml). W 76 okre§lono genotyp (Versant
HCV Genotype 2.0 [LiPA], Simens) — 33 byly
zakazone genotypem 1, 36 — genotypem 3a,
a siedem — genotypem 4;

— panel 99 probek HBV NAT yields z lat 2005-
-2011, w tym 18 zakazonych w tak zwanym
pierwszym okienku serologicznym (I WP,
Pre-HBsAg Window Period), pieC — z drugiego
okienka serologicznego (I WP Post-HBsAg
Window Period) 176 — z ukrytym zakazeniem
(OBI, Occult hepatitis B Infection). Wszystkie
probki byly ujemne w badaniu przeglado-
wym wykonanym testem chemiluminescencji
(Architect [Abbott, n = 65] lub Vitros [Ortho,
n = 10]) lub immunoenzymatycznym: ELISA
(Ortho, n = 14), Hepanostica HBsAg Uni-form I1
(Biomerieux, n = 19) albo Monolisa HBsAg
Ultra (BioRad — Francja, n = 1). Materiatl
genetyczny wirusa wykryto testem Cobas
Ampliscreen (Roche) tacznie w siedmiu probkach
(MP24), testem MPX (Roche) w 33 probkach
(MP6) oraz Ultrio (Novartis) w 59 donacjach;

— panel siedmiu probek HIV NAT yields, z lat
2006-2014, ujemnych w badaniach przeglado-
wym testem immunoenzymatycznym ELISA
(Ortho, n = 2) lub testem chemiluminescencji:
Vitros (Ortho, n = 3) badz Architect (Abbott,
n = 2). Material genetyczny wirusa HIV wy-
kryto w pieciu probkach testem Procleix Ultrio
(Novartis), a w dwoch probkach — odpowied-
nio testami MPX oraz MPX 2.0 firmy Roche
w puli z szeSciu donacji.

Cobas e 601

Badania prowadzono przy uzyciu cobas e 601,
ktory jest w pelni automatycznym analizatorem im-
munochemicznym. Istnieje mozliwo$¢ zestawienia
dwoch pojedynczych modutéw immunochemicz-
nych w jednolita, zintegrowang platforme diagno-
styczng. Mozliwa jest takze wspolpraca urzadzenia
z modulem przedanalitycznym cobas p 312 [12].

Analizator cobas e 601 skiada sie z dwoch
jednostek: analitycznej (modutu immunochemicz-
nego, ukladu scalajacego [core unit], wraz z por-
tami wejScia 1 wyjScia probek, stacji uzdatniania
wody 1 UPS) oraz sterujacej (komputer i monitor
dotykowy).
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Rycina 1. Wyniki badania paneli serokonwersji HCV testem Elecsys® Anti-HCV Il (Roche) i testem odniesienia

Figure 1. Results of seroconversion HCV panels tested with E/ecsys® Anti-HCV Il (Roche) and reference test

Producentem wszystkich odczynnikow, kali-
bratoréw i kontroli jest Roche Diagnostics, a pro-
ducentem analizatora cobas e 601 — Hitachi High
Technologies Corporation.

Wyniki

Test Anti-HCV 11

W trakcie oceny swoistoS$ci testu Anti-HCV I
firmy Roche przy uzyciu aparatu cobas e 601 na 2508
probek uzyskano wyniki niereaktywne w 2500 przy-
padkow oraz wyniki wstepnie reaktywne w oSmiu
przypadkach (w tym 1 wynik graniczny). Po dwu-
krotnym powtoérzeniu badan dla wszystkich o§miu
probek otrzymano wyniki RR (w tym 1 wynik byl
powtarzalnie graniczny). Dla pieciu z oSmiu probek
(w tym rowniez dla probki z wynikiem granicznym
w badaniu przegladowym) uzyskano ujemne wyniki
badania RNA HCV i testu uzupeiniajacego We-
stern blot HCV (WB HCV). Dwie probki byly RNA
HCV-ujemne z wynikiem ,,nieokreSlony” w badaniu
WB HCV, a w jednej wykryto RNA HCV. Biorac pod
uwage probki RR ujemne w badaniach weryfikacyj-
nych, swoisto§¢ ocenianego testu wyniosia 99,8%
(2500/2505 x 100% = 99,8%).

W panelu probek SeraCare PHV 915 (ryc. 1A)
dla dwdch probek otrzymano wyniki reaktywne

zardbwno w ocenianym tescie Anti-HCV II, jak
1 w teScie odniesienia. Dla dwoch kolejnych pro-
bek wyniki §wiadczace o toczacym sie zakazeniu
(wyniki reaktywny i graniczny) otrzymano tylko
W ocenianym teScie.

W panelu SeraCare PHV 925 (ryc. 1B) probka
numer 5scC PHV 925 byla reaktywna zar6wno
w ocenianym teScie, jak 1 w teScie odniesienia.
Oceniany test umozliwil wykrycie dodatkowo
przeciwcial anty-HCV w dwoch wcze$niejszych
probkach panelu o numerach: 3scC PHV9251 4scC
PHV925. Wyniki badania obu paneli wskazuja na
wyzsza czulo$¢ kliniczng testu ocenianego w po-
roOwnaniu z testem odniesienia.

W panelu probek archiwalnych IHiT w ocenia-
nym teScie Anti-HCV II firmy Roche, jak rowniez
w teScie odniesienia dla wszystkich probek, otrzy-
mano wyniki zgodnie reaktywne (100%). W panelu
rozcienczen tylko w ocenianym tescie Anti-HCV I
Roche dla wszystkich probek wyniki byty reaktyw-
ne. W teScie odniesienia wyniki reaktywne otrzy-
mano w rozcienczeniach 1:50,1:10011: 200 dla
wszystkich badanych genotypow, natomiast w wyz-
szych rozcienczeniach (1 : 400, 1: 80011 : 1600)
uzyskano wyniki niereaktywne (ryc. 2). Wspot-
czynniki zmienno$ci CV dla powtarzalno$ci 1 od-
twarzalno$ci wynosily 2,5% 1 6,3%, tym samym
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Rycina 2. Czuto$¢ kliniczna testu Elecsys® Anti-HCV I/
(Roche) — wyniki badania paneli rozcienczeniowych ge-
notypow HCV w poréwnaniu do testu odniesienia

Figure 2. Clinical sensitivity of Elecsys® Anti-HCV Il
(Roche) — test results of plasma sample dilutions with
HCV genotypes as compared to reference test

spelnily kryteria dla testow przegladowych sto-
sowanych w krwiodawstwie [10].

Sposrod 91 probek seronegatywnych zakazo-
nych HCV (VAT yields z 1at 2000-2014) 11 (12%)
bylo reaktywnych w ocenianym teScie Anti-HCV II
firmy Roche (tab. 112). Probki reaktywne w tescie
Anti-HCV II Roche byly wczeéniej (tj. w trakcie ru-
tynowego badania przegladowego) badane testami
immunoenzymatycznymi (EIA — ELISA [Ortho],
n = 5) lub chemiluminescencji (Architect [Abbott],
n = 5,1 Vitros [Ortho], n = 1). RNA HCV wykryto
w puli z 48 donacjami badanymi testem Cobas
Amplicor (n = 4), w puli z szeScioma donacjami ba-
danymi testami MPX (n = 2) lub MPX 2.0 (n = 2),
atakze w trzech probkach badanych indywidualnie
testami — odpowiednio: Ultrio, Ultrio Plus, Ultrio
Elite (Grifols). W przypadku pieciu probek genotyp
byl znany: cztery zostaly zakazone genotypem
1b, jedna — genotypem 3a. W szeSciu probkach
okreslono stezenie RNA HCV (Cobas Amplicor
HCV Monitor v2.0), ktére wynosilo od 5,6 x 10%
do 1,7 x 10% IU/ml.

Wyniki badania paneli serokonwersyjnych,
paneli rozcienczen poszczeg6lnych genotypow
HCV oraz panelu unikalnych probek RNA HCV
dodatnich/seronegatywnych w pierwotnym bada-
niu przegladowym wskazuja na wysoka czulosSc
ocenianego testu (tab. 2).

Test HBsAg 11

W trakcie oceny swoistoSci testu HBsAg I1 fir-
my Roche w zadnej z ponad 2,5 tys. donacji nie uzy-
skano wyniku reaktywnego ani granicznego. Zatem
swoisto$¢ ocenianego testu na podstawie wynikow
uzyskanych w badaniach przegladowych bieza-
cych dawcow wyniosta 100% (2508/2508 x 100%
= 100%).

W panelu probek SeraCare PHM 934(M)
(ryc. 3A) dla wszystkich probek otrzymano wyniki

Tabela 1. Czutos¢ kliniczna ocenianych testow na pod-
stawie wynikéw badania przypadkéw NAT yield zgro-
madzonych w latach 1999-2014

Table 1. Clinical sensitivity of evaluated assays based
on NAT yield samples results of the 1999-2014 period

NAT Liczba (%)
yields Przebadanych Reaktywnych
w tescie ocenianym*
HCV 91 11 (12%)
HBV 99 6 (6%)
HIV 7 1 (14,3%)

*szczegoly zostaty przedstawione w tabelach ponizej
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Tabela 2. Analiza reaktywnosci prébek RNA HCV yield ocenianym testem Elecsys® Anti-HCV Il firmy Roche

Table 2. Analysis of reactivity of RNA HCV yield samples tested in Elecsys® Anti-HCV Il assay (Roche)

Numer prébki/test Wyniki S/CO — test Srednia Odchylenie Wspétczynnik
przegladowy Anti-HCV Il firmy arytmetyczna standardowe zmiennosci, CV (%)
Roche (S/CO)
21/EIA 1,84/1,49/1,57 1,63 0,183 11,23%
32/EIA 10,56/10,28/10,46 10,43 0,142 1,36%
41/EIA 3,15/3,08/3,01 3,08 0,07 2,27%
42/ELISA 3.0 3,15/3,13/3,14 3,14 0,01 0,32%
79/CMIA 6,82/6,66/6,79 6,76 0,08 1,26%
84/CMIA 3,23/3,18/3,22 3,21 0,026 0,82%
103/CMIA 1,71/1,68/1,65 1,68 0,03 1.,79%
106/ECI 45,77/35,66/34,94 38,79 6,055 15,61%
114/ELISA 3.0 13,54/13,77/13,76 13,69 0,13 0,95%
118/CMIA 81,31/60,79/61,13 67,74 11,75 17,35%
119/CMIA 1,91/1,84/1,88 1,87 0,035 1,87%
HBsAg (PHM934 panel)
A 10000 1
1000 1
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w
10 1
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Rycina 3. Badanie paneli serokonwersji HBV testem E/ecsys® HBsAg Il (Roche) i testem odniesienia

Figure 3. Results of seroconversion HBV panels tested by E/ecsys® HbsAg Il (Roche) and reference test

zgodnie reaktywne (100%) w ocenianym teScie
HBsAg Il Roche i w teScie odniesienia. W panelu
BBI PHM 919 otrzymano zgodne wyniki testu oce-
nianego i testu odniesienia — ujemne dla probek:
1bb B PHM919, 2bb B PHM919 i 3bb B PHM919;
dla pozostalych probek z tego panelu otrzymano
wyniki reaktywne (ryc. 3B). Wyniki badania obu
paneli wskazuja na podobng czuto$¢ kliniczng testu

www. jtm.viamedica.pl

ocenianego oraz testu odniesienia. W panelu sero-
dodatnich probek archiwalnych najczeSciej wykry-
wanych genotypow w Polsce (ryc. 4) w ocenianym
teScie HBsAg II firmy Roche i w teScie odniesienia
dla wszystkich probek (n = 11) otrzymano wyniki
reaktywne (100% zgodnosSci). W panelu rozcien-
czen probek seropozytywnych (ryc. 5), zaro6wno
w ocenianym tes$cie HBsAg II Roche, jak i w tescie
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Rycina 4. Ocena czutfosci klinicznej testu — wyniki ba-
dania polskich prébek seropozytywnych zakazonych
wirusem HBV. Kazdy punkt obrazujacy uzyskany wynik
opisano literg oznaczajgcg genotyp wykrytego wirusa

Figure 4. Clinical sensitivity of Elecsys® HBsAg Il Test
(Roche) — test results of Polish HBV infected sero-
positive samples. Each point representing a test result
is marked by the letter of the genotype

odniesienia, dla wszystkich probek z wyjatkiem
rozcienczenia 1 : 100 000 (genotyp A) otrzyma-
no wyniki zgodne. W rozcienczeniu 1 : 100 000
(genotyp A) w ocenianym teScie uzyskano wynik
graniczny, a wynik badania testem odniesienia byt
ujemny. Wyniki badania panelu probek rozcieficzo-
nych wskazuja na podobng czulo§¢ kliniczng testu
ocenianego w porownaniu do testu odniesienia.

Wspétczynnik zmienno§ci CV dla odtwarzal-
nos$ci wynosil ponizej 3,6%, a powtarzalnoSci
—10,9%. Zaréwno powtarzalno$¢, jak 1 odtwarzal-
no$¢ wartos$ci S/CO spelniajg kryteria dla testow
przegladowych przeznaczonych do badania dawcow
krwi 1 wynosza ponizej 20% [10].

W szeSciu z 99 probek (6,06%) panelu sero-
negatywnego HBV (donacje HBsAg ujemne w se-
rologicznych badaniach przegladowych, a dodatnie
w DNA HBYV) otrzymano wyniki powtarzalnie
reaktywne przy uzyciu ocenianego testu HBsAg I
firmy Roche (ryc. 6, tab. 11 3). Probki pochodzilty
z lat 2005-2011: dwie z fazy | WP, jedna z fazy II
WP itrzy od dawcy z OBIL. W serologicznym badaniu
przegladowym ujemne wyniki otrzymano testami
immunoenzymatycznymi (Hepanostica HBsAg Uni-
-form II [Biomerieux], n = 2,1 ELISA [Ortho], n=3)
oraz chemiluminescencji (Architect [Abbott],n = 1).
W dwoch przypadkach material genetyczny zostat
wykryty testem Cobas Ampliscreen (MP24, Roche),
a w czterech — Ultrio (IDT, Novartis) (tab. 3).
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Rycina 5. Wyniki badania testem Elecsys® HBsAg I/
(Roche) paneli rozcienczen donacji zakazonych najczest-
szymi w Polsce genotypami HBV w poréwnaniu do
testu odniesienia

Figure 5. Elecsys® HBsAg Il Test (Roche) results of
plasma sample dilutions of HBV genotypes most often
identified in Poland as compared to reference test
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Rycina 6. Ocena czutosci klinicznej testu Elecsys®
HBsAg Il (Roche) — wyniki badania probek seronega-
tywnych zakazonych wirusem HBV (tzw. DNA HBV yield)

Figure 6. Clinical sensitivity of Elecsys® HBsAg I
(Roche) — results of Polish HBV infected seronegative
samples (DNA HBYV yield)

Wartosci S/CO dla tych probek przedstawiono
na rycinie 6. Wszystkie powtarzalnie reaktywne
wyniki w teScie HBsAg II zostaly potwierdzone
testem HBsAg Confirmatory firmy Roche. Procent
neutralizacji potwierdzajacy obecno$¢ antygenu po-
wierzchniowego mieScil sie w zakresie 45,9-89,9%
(ryc. 7A).

Test neutralizacji

Po uzyskaniu wynikéw reaktywnych probek
panelowych (zar6wno w ocenianym te$cie HBsAg
II firmy Roche, jak i w teScie odniesienia) — sero-

dodatnich probek archiwalnych najczeS$ciej wykry-
wanych genotypow w Polsce — wykonano badania
potwierdzajace obecno$§¢ antygenu powierzchnio-
wego zapalenia watroby typu B za pomoca testu
HBsAg Confirmatory firmy Roche (ryc. 7B) oraz te-
stu odniesienia (ryc. 7C). Otrzymano dodatnie wyniki
testu neutralizacji (zgodno$¢ 100%) dla wszystkich
probek — zar6wno w ocenianym teScie HBsAg
Confirmatory firmy Roche, jak i w teScie odniesie-
nia. Procent neutralizacji potwierdzajacy obecno$é
antygenu powierzchniowego w badanych probkach
wynosil w ocenianym te$cie powyzej 97,4%.

Test HIV combi PT

W trakcie badania swoistosci HIV combi PT fir-
my Roche po przebadaniu 2508 probek otrzymano
wstepnie reaktywne wyniki dla 10 probek (w tym
4 wyniki graniczne). Zgodnie z obowigzujacym
algorytmem dla badan przegladowych dla probek
tych wykonano dwukrotne powtérzenie oznaczen.
Dla siedmiu z nich uzyskano wyniki RR, w tym dwa
graniczne (w testach odniesienia donacje te genero-
waly wyniki ujemne). Dla trzech prébek wstepnie
reaktywnych w wykonanych dwoch powtorze-
niach otrzymano wyniki niereaktywne. W zadnej
z probek RR w ocenianym teScie nie otrzymano
dodatnich wynikow w testach potwierdzenia wy-
krywajacych RNA HIV oraz w badaniu Western blot
HIV. SwoistoS$¢ ocenianego testu w badaniu IHiT
wyniosla 99,6%.

W panelu SeraCare PRB 966 dla trzech probek
(8scI PRB966, 9scl PRB966 1 10scl PRB966) otrzy-
mano wyniki zgodnie reaktywne (100%) zaréwno
w ocenianym teScie HIV combi PT firmy Roche,
jak 1 w teScie odniesienia. Dla pozostalych probek
panelu otrzymano wyniki niereaktywne w obu te-
stach (ryc. 8A). W panelu BBI PRB 958 dla dwoch

Tabela 3. Analiza reaktywnosci probek DNA HBV yield w badaniu ocenianym testem HBsAg Il firmy Roche

— prébki reaktywne

Table 3. Analysis of reactivity of DNA HBV yield samples obtained in evaluated HBsAg Il assay (Roche)

— reactive samples

Numer prébki/ Wyniki S/CO Srednia Odchylenie Wspotczynnik % neutralizacji
/test przegladowy — Fest HB sAg Il arytmetyczna standardowe zmiennosci, CV testem HBsAg
firmy Roche (5/CO) %) Cf(i)rr:;'f;gzzrey
3/ELISA 8,42/7,79/7,51 7,91 0,466 5,89% 89,9%
16/ELISA 3,69/3,59/3,78 3,69 0,065 2,58% 85%
17/ELISA 1,03/1,18/1,14 1,17 0,077 6,96% 57.3%
18/ELISA 1,1/1,22/1,21 1,18 0,066 5,66% 65,1%
26/ELISA 1,19/1,32/1,19 1,23 0,75 6,09% 58,2%
140/CMIA 0,974/0,958/0,89 0,93 0,042 4,51% 45,9%
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Rycina 7. Wyniki badania testem neutralizacji Elecsys®
HBsAg Confirmatory Test (Roche) prébek pierwotnie se-
ronegatywnych (tzw. DNA HBV vyields) w rutynowych
przegladowych badaniach HBsAg wykonywanych w Re-
gionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (7A)
oraz seropozytywnych (7B) w zaleznos$ci od S/CO uzyska-
nego w badaniu testem przegladowym Elecsys® HBsAg I
(Roche) oraz poréwnanie procentu neutralizacji z wynikami
uzyskanymi w tescie odniesienia (7C — probki seropozy-
tywne)

Figure 7. Results of Elecsys® HBsAg Confirmatory Test
(Roche) in primary seronegative samples (DNA HBV
yields) (7A) and seropositive (7B) in relation to S/CO
results of Elecsys® HBsAg Il Test (Roche); comparison
of neutralization % with reference to neutralization test
results (7C — seropositive samples)

probek — 1bb I PRB958 i 2bb I PRB958 — otrzy-
mano wyniki niereaktywne zar6wno w ocenianym
teScie HIV combi PT firmy Roche, jak 1 w teScie
odniesienia; w pozostalych prébkach panelu uzy-
skano wyniki zgodnie reaktywne w obu testach
(ryc. 8B). Wyniki badania obu paneli wskazuja na
podobng czuto$¢ kliniczng testu ocenianego i testu
odniesienia.

Wszystkie probki (n = 3) panelu archiwalnego
pierwotnie serododatnie w badaniu przegladowym
anty-HIV byly zgodnie reaktywne w tesScie HIV
combi PT firmy Roche oraz w teScie odniesienia
(czulo$¢ kliniczna — 100%).

Na rycinie 9 przedstawiono wyniki badan pane-
li rozcienczen probek serododatnich pochodzacych
z donacji pobranych w réznych fazach zakazenia
HIV. Dla rozciehczen pierwszej probki z donacji
pochodzacej z wczesnego etapu zakazenia (RNA
HIV+, WB-, prawdopodobnie p24+) w ocenia-
nym teScie oraz w teScie odniesienia otrzymano
wyniki zgodnie reaktywne (ryc. 9A). Pozostale
rozcienczenia probek panelowych (RNA HIV+,
WB+) dawaly wyniki zgodnie reaktywne az do
rozcienczen odpowiednio 1 : 10001 1 : 10. Wyniki
reaktywne wylacznie w ocenianym teScie obser-
wowano w rozcienczeniach odpowiednio 1 : 10.000
11:100 (ryc. 9B 1 9C).

Wspolczynniki zmienno$ci CV dla powtarzal-
nosci (3,6%) 1 odtwarzalnoSci (6,4%) wartosci S/CO
wynosily ponizej 20%, zatem spelniajg kryteria
dla testow przeznaczonych do prowadzenia ba-
dan przegladowych w krwiodawstwie. W badaniu
testem HIV combi PT firmy Roche siedmiu do-
nacji seronegatywnych (anty-HIV-, RNA HIV+)
otrzymano w pierwotnym serologicznym badaniu
przegladowym w jednej probce (14,3%) wynik RR
(ryc. 10, tab. 1 i 4). Byla to probka z 2008 roku,
pierwotnie badana testem przegladowym Architect
(Abbott), a material genetyczny wykryto testem
Procleix Ultrio (Novartis).

Test Syphilis

W trakcie oceny swoistosci uzyskano wyniki
RR w dwéch z 2508 probek. Obie byly ujemne
w teScie odniesienia i nie potwierdzono w nich
obecnoSci przeciwcial kretkowych testem TPHA
1 WB Treponema. W zwiazku z tym swoisto$¢ testu
Syphilis firmy Roche zostata oszacowana na 99,9%
(2506/2508 x 100% = 99,9%).

W panelu probek SeraCare PSS 901 (ryc. 11A)
dla czterech probek otrzymano wyniki zgodnie
reaktywne (100%) w ocenianym teScie 1 w tescie
odniesienia. Dla pozostalych probek w tym panelu
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Rycina 8. Wyniki badania paneli serokonwersyjnych HIV testem Elecsys® HIV combi PT (Roche) i testem odniesienia

Figure 8. Results of seroconversion HIV panels tested with Elecsys® HIV Combi PT (Roche) and reference test

uzyskano w obu testach wyniki zgodnie niereak-
tywne. Podobnie w panelu TP 901 (ryc. 11B) dla
czterech probek otrzymano wyniki reaktywne
zarOwno w ocenianym tescie Syphilis firmy Roche,
jak 1w teScie odniesienia, a dla pozostalych probek
z tego panelu wyniki byly zgodnie niereaktywne.
Wyniki badania paneli serokonwersyjnych wskazuja
na podobng czulo$¢ kliniczng testu ocenianego
1 testu odniesienia.

Wartosci S/CO wyniké6w badania donacji
wchodzacych w sktad panelu serododatnich
probek archiwalnych przedstawiono na rycinie
12. W przypadku wszystkich prébek zaréwno
w teScie ocenianym, jak 1 w testach odniesienia
otrzymano wyniki reaktywne (zgodno$¢/czutosc
kliniczna — 100%).

Przedstawione na rycinie 13 wyniki badania
panelu rozciefnczeniowego wskazujg na porowny-
walna czulo$¢ ocenianego testu i testu odniesienia.
Wspotczynniki zmienno$ci CV dla powtarzalno$ci
1 odtwarzalnoSci nie przekraczaly 20% 1 wynosily
odpowiednio 3,2% i 3,3%.

Obserwacje dotyczace analizatora
cobas e 601

W trakcie badan potwierdzono, ze aparat
przystosowany jest do pracy ciaglej, przez 24
godziny na dobe. Uzyskano takze deklarowang
przez producenta wydajno$§¢ oznaczen w kie-
runku serologicznych markerow zakazenia HCV,
HBYV, HIV i kily wynoszaca okoto 170 na godzine.
Pierwsze wyniki oznaczen anty-HCV, HBsAg oraz
anty-TP otrzymuje sie po 18 minutach, a dla HIV
(Ag/Ab) — po 27 minutach od pobrania probki.
Aparat nie podaje dokladnego czasu zakoficzenia
badan w trakcie ich wykonywania, natomiast czas
zakonczenia badania jest rejestrowany po wyko-
naniu analizy. W przypadku uzyskania wyniku re-
aktywnego mozna bezzwlocznie nastawic badania
powtoérne, ale pod zmodyfikowanym numerem
kodu. W trakcie oceny korzystano z mozliwo$ci
oznaczania czterech z 25 r6znych parametrow
jednoczesnie (rotor analizatora zawiera 25 pozycji
odczynnikowych). Jednostka analityczna zawiera
w podajniku 150 pozycji dla probek badanych
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Rycina 9. Wyniki badania testem Elecsys® HIV combi
PT (Roche) paneli rozcienczen probek seropozytywnych
zakazonych HIV w poréwnaniu do testu odniesienia

Figure 9. Clinical sensitivity of Elecsys® HIV Combi PT
Test (Roche) — test results of HIV seropositive plasma
sample dilutions as compared to reference test
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Rycina 10. Wyniki badania donacji RNA HIV y/eld testem
HIV Elecsys® combi PT (Roche)

Figure 10. Test results of RNA HIV yield donations with
HIV Elecsys® combi PT (Roche)

z mozliwo$cig ciaglego ich dokladania bez prze-
rywania pracy analizatora oraz port na probki do
badan cito. Do badan stosowano probowki roznego
rodzaju 1 wielkoSci (Becton Dickinson, Sarstedt).
Najczesciej stosowano probowki z zelem pozwa-
lajace na badanie surowicy.

Informacje dotyczace wstawianych na pokiad
odczynnikow sa wczytywane automatycznie do
analizatora na podstawie kodu kreskowego. Od-
czynniki przechowuje sie na pokladzie aparatu
w warunkach zabezpieczajacych ich stabilno$¢,
w stalej temperaturze, niezaleznej od warunkow
otoczenia. Uzupelnienie odczynnik6w na pokladzie
aparatu wykonuje sie w trybie stand-by. Odczyn-
niki przechowywane na pokladzie analizatora sg
wazne do 4 tygodni, liczac od daty ich uzycia po
raz pierwszy.

Czynno$ci konserwacyjne sa zautomatyzowa-
ne, proste do przeprowadzenia i malo czasochionne.
Obejmuja dwie procedury: wykonywana jeden raz
na tydzien (automatyczne plukanie oraz manualng
wymiane naczynek do buforéw ProCell 1 CleanCell)
oraz jeden raz na dwa tygodnie (wymiana naczynek
oraz automatyczne mycie pltynem ISE, Cleaning
Solution). Bufory i plyny wykorzystywane w ana-
lizatorze sa gotowe do uzycia. Kazda wykonana
czynno§¢ jest rejestrowana w systemie komputero-
wym analizatora. W trakcie trwania oceny systemu
aparat ani razu nie ulegl awarii i nie byta potrzebna
interwencja serwisanta.

Producent deklaruje, ze polaczenie interne-
towe cobas link umozliwia zdalne uaktualnienie
aplikacyjne 1 monitorowanie serwisowe 24 godziny
na dobe oraz bezpos$rednia pomoc specjalistow
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Tabela 4. Analiza reaktywnosci probek RNA HIV yields w badaniu testem HIV combi PT firmy Roche

Table 4. Analysis of reactivity of RNA HIV yield samples in HIV combi PT assay (Roche)

Numer prébki/test
przegladowy

Wyniki S/CO — test
HIV combi PT firmy
Roche

3/CMIA 0,929/0,937/1,08 0,054

Srednia
arytmetyczna (S/CO)

Odchylenie Wspotczynnik
standardowe zmiennosci, CV (%)
0,082 1,52%
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Rycina 11. Wyniki badania paneli serokonwersyjnych TP testem Elecsys® Syphilis (Roche) i testem odniesienia

Figure 11. Results of seroconversion TP panels tested with Elecsys® Syphilis (Roche) and reference test

aplikacyjnych oraz inzynieré6w serwisowych ozn-
-line. W czasie oceny funkcje te nie byly wykorzy-
stywane, poniewaz badania prowadzono w trybie

off-line.
Dyskusja

Dotychczas w Polsce technologia elektroche-
miluminescencji nie byla stosowana do prowadze-
nia badan przegladowych marker6éw serologicznych
u dawcow krwi. Niniejsza publikacja stanowi pierw-
szg wyczerpujaca charakterystyke testow tego typu
do prowadzenia krajowych badan krwiodawcow.

Badania ewaluacyjne zostaly wykonane row-
nolegle z badaniami przegladowymi z uzyciem te-
stow i aparatow rutynowo stosowanych w polskim
krwiodawstwie. Grupa badana obejmowala ponad
2,5 tys. kolejnych donacji. Brak informacji o do-
kladnej liczbie donacji pochodzacych od dawcow
pierwszorazowych i wielokrotnych w analizowane;j
grupie. Z ogblnych danych dla polskiego krwio-
dawstwa wynika, ze okolo 80% donacji pochodzi
od dawcow wielokrotnych, a okolo 20% — od
dawcow pierwszorazowych (dane zbiorcze THiT
z lat 2005-2015). W zwiazku z powyzszym w grupie
donacji uczestniczacych w badaniu prawdopodobnie
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Rycina 12. Wyniki badania testem E/ecsys® Syphilis (Ro-
che) prébek TP seropozytywnych (z wykrytymi anty-TP)

Figure 12. Elecsys® Syphilis (Roche) Test results of TP
seropositive samples (anti-TP detected)
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Rycina 13. Wyniki badania panelu rozcienczeniowego
prébek anty-TP testem Elecsys® Syphilis (Roche) w po-
rownaniu do testu odniesienia

Figure 13. Test results of TP infected plasma sample di-
lutions with Flecsys® Syphilis Test (Roche) as compared
to reference test

4/5 pochodzito od dawcow, ktorzy byli wczesdniej
badani na obecno$¢ markeréw zakazen HIV, HCV,
HBV i Treponema pallidum. W wyniku tych badan
odsunieto od krwiodawstwa (dyskwalifikacja cza-
sowa) dawcow, u ktorych wystepowaty wyniki BFR
w testach stosowanych w poszczeg6lnych centrach
(I 11I test odniesienia). W przypadku ocenianych
testow wszystkie donacje (pochodzace od dawcow
zaréwno pierwszorazowych, jak 1 wielokrotnych)

wlaczone do ewaluacji byly badane nimi po raz
pierwszy. Powyzsza charakterystyka badanych
dawcow oraz fakt, ze zakres wystepowania wyni-
kow BFR jest charakterystyczny dla danego testu,
tlumaczy uzyskane roznice swoisto$ci testow oce-
nianych i testow odniesienia. Otrzymane wyniki
czestoSci BFR dla kazdego z ocenianych testow
wskazujg przede wszystkim na swoistosé, jakg
bedzie wykazywal test w pierwszych miesiacach po
jego wprowadzeniu do badan rutynowych. W okre-
sie pozniejszym nalezy sie spodziewaé mniejszej
liczby wynikow nieswoistych.

Uzyskane przez nas wyniki dotyczace zaréwno
swoistos$ci, jak i1 czuloSci testow sa podobne do
deklarowanych przez producenta oraz obserwacji
innych autoréw.

Swoisto$¢ testu Anti-HCV II na poziomie
99,8% (2500/2505 x 100% = 99,8%) uzyskana
w badaniu w IHiT jest zblizona do deklarowanej
przez producenta swoisto$ci klinicznej, ktora
w grupie 6850 losowo wybranych europejskich
dawcow krwi wynosilta 99,84%. Podobnie, maksy-
malna mozliwa swoisto§¢ 100%, uzyskana w ba-
daniu testem Elecsys® HBsAg II, jest zgodna
z ustaleniami producenta, ktory w grupie 6360
europejskich dawcow krwi uzyskal swoisto§¢
kliniczng wyzsza niz 99,9%. W IHiT parametr ten
wynosil: 99,6% 1 99,9% odpowiednio dla testow
Elecsys® HIV combi PT i Syphilis firmy Roche. We
wczesniejszych analizach dokonanych u ponad
7 tys. dawcow z Azji oraz Europy swoistoS¢ tych
testow ksztaltowala sie na poziomie odpowiednio
99,77% 1 99,88%.

W niezaleznych badaniach obejmujacych okoto
6 tys. donacji pochodzacych od dawcow pierwszo-
razowych 1 14 tys. donacji od dawcow wielokrot-
nych przeprowadzonych w laboratoriach czterech
bankow krwi na terenie Austrii, Niemiec, Hiszpanii
i Tajlandii wykazano, ze swoisto$¢ testow Elecsys®
HBsAg II, Elecsys® Anti-HCV II i Elecsys® HIV com-
bi PT ksztaltuje sie na poziomie powyzej 99,5%,
oraz nie stwierdzono istotnych réznic miedzy
dawcami pierwszorazowymi a wielokrotnymi [13].

W przedstawionych badaniach czulo§¢ kli-
niczng oceniano na podstawie analizy markerow
zakazenia wykrywanych w poszczegélnych prob-
kach paneli serokonwersyjnych, szczegbélowo
scharakteryzowanych wirusologicznie probek
pochodzacych od zakazonych polskich dawcow
krwi oraz w rozcienczeniach tych probek. Wyniki
odnoszono do rezultatow badan wykonanych za
pomocy testow dotychczas stosowanych w ba-
daniach przegladowych polskich krwiodawcow.
W badaniach paneli serokonwersji w ocenianych
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testach HBsAg II, HIV combi PT, Syphilis oraz

w testach odniesienia uzyskiwano wyniki reaktyw-

ne dla tych samych probek. Test Anti-HCV II w obu

panelach serokonwersyjnych Sera Care wykrywat
przeciwciala anty-HCV dodatkowo we wczes$niej-
szych probkach paneli w por6wnaniu z testem
odniesienia. Wyniki te s zgodne z obserwacjami
zespotu Yanga, ktory stwierdzit, ze test Elecsys®

Anti-HCV II wykrywa serokonwersje 7-14 dni

wczesniej niz testy anti-HCV w systemach Ar-

chitect 1 Vitros, co oznacza, ze efektywniej skraca

okienko serologiczne [14].

Czulos$¢ kliniczna wyznaczona na podstawie
wynikow badania probek NAT yields dla testow
Elecsys® wynosita 12% dla HCV (11/91), 6% dla
HBV (6/99) oraz 14% dla HIV (1/7), co wskazuje
na ich wyzsza efektywno$§é w poréwnaniu z se-
rologicznymi testami zastosowanymi do badan
przegladowych w latach 2000-2014. W przypadku
wszystkich ocenianych testow czulo$é kliniczna
oznaczona na podstawie badania nierozcienczonych
probek serododatnich (o najczeSciej wykrywanych
w Polsce genotypach) wynosita 100%, a wyniki
badan paneli rozcienczen tych probek wskazuja na
wyzsza czulo$é testow Elecsys® w poréwnaniu do
testoOw odniesienia.

Podsumowujac, oceniane testy: Anti-HCV I,
HIV combi PT, HBsAg II oraz Syphilis charakte-
ryzuja sie:

— czulo$cig wykrywania marker6w serologicz-
nych w probkach od zakazonych oséb sero-
dodatnich poréwnywalng do czulo$ci testow
obecnie uzywanych w krwiodawstwie (za-
stosowanych testéow odniesienia), przy czym
nalezy podkresli¢ wyzsza czulo§¢ ocenianego
testu Anti-HCV II;

— swoisto$cig porownywalng do swoistos$ci de-
klarowanej przez producenta i spelniajaca
kryteria Dyrektywy 98/79/EC dotyczace;j
wyrobow medycznych uzywanych do diagno-
zy in vitro (IVD) przeznaczonych do badania
markeréw anty-HCV, anty-HIV 1 HBsAg [4, 5];

— dobra powtarzalno$cia i odtwarzalnoS$cig war-
tosci S/CO.

Test HBsAg Confirmatory cechuje dobra sku-
teczno$¢ potwierdzania wynikow HBsAg.

Testy Elecsys® Anti-HCV II, Elecsys® HIV
combi PT, Elecsys® HBsAg II, Elecsys® Syphilis
wraz z aparatem cobas e 601 firmy Roche moga
by¢ uzywane w krwiodawstwie do przegladowych
badan serologicznych, a test Elecsys® HBsAg
Confirmatory — do potwierdzania powtarzalnie
reaktywnych wynikéw badan przegladowych w kie-
runku HBsAg.
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