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Charakterystyka testu cobas® DPX
przeznaczonego do badania dawcéw krwi
na obecnos¢ DNA parwowirusa B19 (B19V)

i RNA HAV przy uzyciu analizatora cobas® 6800
oraz aparatu cobas p 680 firmy Roche

Evaluation of the Roche cobas® DPX Test performed on the cobas®
6800 system and cobas p 680 instrument for parvovirus B19 DNA
and HAV RNA detection in blood donations
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Streszczenie

Wstep. Test cobas® DPX typu multiplex jest przeznaczony do badasn dawcéw krwi w anali-
zatorze cobas® 6800 firmy Roche. Wykorzystuje metode real-time PCR i stuzy do ilosciowego
badania kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) parwowirusa B19 (B19V) oraz wykrywania
kwasu rybonukleinowego RNA wirusa zapalenia wqtroby typu A (HAV) w ludzkim osoczu.
Opcjonalnym elementem systemu jest cobas p 680 — w pelni zautomatyzowane urzqdzenie
pipetujqce przeznaczone do pulowania pojedynczych probek osocza.

Cel. Celem badan byla ocena przydatnosci testow cobas® DPX do prowadzenia badan
w krwiodawstwie. Przeanalizowano miedzy innymi czutos¢ wykrywania markerow, popraw-
nosc identyfikacyi donacyi zakazonych oraz ryzyko wystgpienia wynikow falszywych.
Material i metody. Czulosc analityczng okreslano, badajgc w 24 powtorzeniach kazdg
probke z panelu rozciesiczen materialu referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
genotypow BI19V (09/110) — szesc rozcienczen genotypow 1-3 (31,6-0,1 IU/ml) oraz 1S WHO
RNA HAV (00/562) zawierajgcych 10-0,03 IU/ml. Poprawnosc identyfikacyji zakazen testem
DPX oceniono, badajgc w osmiu pulach 767 donacji, w tym jedng z wysokq wiremiq B19V
Wyniki. Czulos¢ analityczna testu cobas® DPX na poziomie 95% wykrywalnosci (LOD)
(95-proc. przedziat ufnosci) wyniosta 8,70 (4,92-21,69) IU/ml dla genotypu 1; 37,80 (22,24~
-93,65) 1U/ml dla genotypu 2 1 29,84 (19,04-65,60) 1U/ml dla genotypu 3 DNA B19V oraz
0,82 (0,49-1,96) IU/ml dla RNA HAV. Wyniki badan imitujqcych badania przeglgdowe byly
zgodne z wynikami spodziewanymi. W trakcie oceny nie obserwowano wynikow fatszywych.
Wnhioski. Badanie testem DPX wykonane na cobas® 6800 i p 680 pozwala prawidtowo iden-
tyfikowac DNA-emig¢ B19V, ktora moze spowodowac przekroczenie dopuszczalnego poziomu
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104 IU B19V/ml w puli produkcyjnej skladnikow osoczopochodnych. Rownolegle prowadzone
jest badanie RNA HAV. W badaniach nie stwierdzono istotnego ryzyka wystgpowania wynikow

fatszywych.

Stowa kluczowe: DNA B19V, parwowirus B19, RNA HAYV,
wirus zapalenia watroby typu A, badania krwiodawcow

Summary
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Introduction. The cobas® DPX test for use on the cobas® 6800 system, is a real-time PCR
test for identification and quantitation of human parvovirus B19 (B19V) DNA and detection
of hepatitis A virus (HAV) RNA in human plasma. An optional component to the cobas® 6800
system is the cobas p 680 instrument that makes pools from individual samples.

Aim. Evaluation of the performance of cobas® DPX test and demonstration of its ability to
detect HAV and polymorphic forms of B19V during plasma testing. Sensitivity, correct identi-
fication of reactive donations as well as the risk of false positive results was estimated.

Material and method. The analytical sensitivity of cobas® DPX test was assessed by test-
ing dilutions of the WHO B19V Genotype 1-3 Reference Panels (09/110) and IS WHO RNA
HAV (00/562) dilution panel. Six dilutions of each B19 panel were tested ranging from 31.6
1U/mL to 0.1 IU /mL of genotype 1, 2, 3 and six dilutions of RNA HAV panel ranging from
10-0,03 1U/ml (24 replicates/dilution). Detection and identification of reactive donations tested
in minipools were evaluated by testing 767 negative and 1 high DNA B19V reactive donations

in 8 pools.

Results. The 95% limits of detection [LOD] (95% confidence range) of the cobas® DPX test
for DNA B19V were respectively: genotype 1 — 8.70 IU/mL (4.92-21.69), genotype 2 — 37.80
1U/ml (22.24-93.65), genotype 3 — 29.84 IU/ml (19.04-65.60) and for RNA HAV were: 0.82
IU/ml (0.49-1.96). Results of the cobas® DPX test from samples analyzed in minipools were
100% concordant with the expected results. No false reactive or invalid results were observed

during donation screening.

Conclusion. The cobas® DPX test on the cobas® 6800 system allows to identify donations
infected with HAV and genotypes 1-3 of BI19V that could contaminate plasma production pools
with HAV and B19V beyond the acceptable level (> 10* IU/mL, according to recommenda-
tions). During the evaluation procedure there was no significant risk of false results.

Key words: DNA B19V; parvowirus B19; RNA HAV; hepatitis A; blood donation

screening

Wstep

Bezostonkowy parwowirus B19 (B19V) na-
lezy do rodziny Parvoviridae. Genom stanowi
jednoniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (DNA,
deoxyribonucleic acid). Zakazenia B19V wystepuja
powszechnie na calym $wiecie. Zwiekszong liczbe
zachorowan stwierdza sie zima i wiosna, co kilka lat
obserwowane sg epidemie. Odsetek oséb z wytwo-
rzonymi przeciwciatami klasy IgG przed 18. rokiem
zycia moze 0siggnac 60% i wzrastac¢ do 80% u osob
dorostych [1]. W Polsce blisko 2/3 populacji nabywa
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odpornos§¢ na zakazenie B19V przed ukonczeniem
20. roku zycia [2]. U os6b immunokompetentnych
infekcja przebiega zazwyczaj bezobjawowo lub
z malo swoistymi symptomami. Zakazenie B19V
stwarza ryzyko wystgpienia istotnych powiklan
klinicznych u os6b z obnizong odpornoscia, z nasi-
lona odnowa ukiadu czerwonokrwinkowego oraz
u seronegatywnych kobiet ciezarnych. Liczba kopii
DNA B19V w ostrej fazie zakazenia moze przekra-
czaé¢ 1012 TU/ml [1].

Jak dotad wyrozniono trzy glowne formy po-
limorficzne B19V: genotyp 1, 2 1 3. Wystepowanie
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genotypow parwowirusa B19 jest zroznicowane,
przy czym genotyp 1 jest najbardziej rozpowszech-
niony 1 wystepuje na caltym Swiecie [1]. Ponadto
w Polsce sporadycznie wykrywa sie zakazenia geno-
typem 2 [3]. Wszystkie znane formy polimorficzne
B19V wykazuja podobne wiasciwosci biologiczne
oraz znaczenie Kkliniczne [1]. Opisywano trudnosci
w wykrywaniu genotypow 2 1 3 metodami biologii
molekularnej. Niektore testy wykazuja obnizong
czulo$¢ kliniczng wzgledem form polimorficznych
lub ich wcale nie wykrywaja [4-6]. Dlatego podkre-
§la sie istotno$¢ stosowania testow diagnostycznych
o wysokiej czuloSci w odniesieniu do wszystkich
klinicznie waznych form polimorficznych B19V [7].

TrudnoSci diagnostyczne zwigzane sa takze
z ryzykiem otrzymania wynikow falszywie ujem-
nych w prébkach z wysokim stezeniem DNA B19V
we wczesnej fazie zakazenia, podobnie jak u oso6b
z obnizong odporno§cia, kiedy wiremia osiaga
wartoéci 1014 TU/ml [8].

Przetoczenie produktu krwiopochodnego
uzyskanego z osocza dawcy z wysoka DNA-emig
moze spowodowac zakazenie B19V u biorcy [9-11].
Aby zapobiec przeniesieniu zakazenia parwowiru-
sem B19 z produktem krwiopochodnym, osocze
dawcow jest badane na obecno§é DNA B19V przed
frakcjonowaniem. W Polsce badania przegladowe
DNA parwowirusa B19 wykonuje sie w probkach
od dawcoéw osocza przeznaczonego do produkcji
immunoglobulin anty-RhD i anty-HBs (badania
w pulach osocza), u dawcow, ktorych krwinki uzywa
sie do immunizacji, oraz lacznie z badaniem kwasu
deoksyrybonukleinowego (RNA, ribonucleic acid)
HAV w osoczu przeznaczonym do wytwarzania
produktow osoczopochodnych zgodnie z wymogami
frakcjonatora [12]. Wediug Farmakopei Europej-
skiej w puli osocza przeznaczonego do frakcjono-
wania stezenie DNA B19V nie moze przekroczyé
warto$ci 104 IU/ml [13]. Dlatego badania DNA
B19V nalezy wykonywacé testami umozliwiajacymi
wykrycie takiego poziomu DNA B19V, aby w puli
produkcyjnej stezenie kwasow nukleinowych wi-
rusa nie przekroczylo warto$ci 104 IU /ml.

W Polsce w latach 2013-2016 w osoczu
przeznaczonym do frakcjonowania DNA-emie
B19V powyzej 104 IU/ml wykrywano z czesto$cig
12,5/100 tys. donacji oraz 18,4/100 tys. dawcow.
W trakcie badan 1 514 615 donacji pobranych od
1 029 535 dawcow uzyskano 189 wynikow reak-
tywnych (dane uzyskane z rocznych sprawozdan
Regionalnych Centrow Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa (RCKiK) [14].

Wirus zapalenia watroby typu A (HAV,
Hepatitis A Virus) jest wirusem RNA nalezacym
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do Picornaviridae. Przenosi sie przede wszystkim
droga pokarmowa 1 wywoluje wirusowe zapalenie
watroby typu A (WZW A). Wirus nie ma ostonki,
co wigze sie z jego wysoka stabilnos$cia oraz opor-
noscig na inaktywacje. Rozpowszechnienie WZW
A zalezy od stanu sanitarnego. W krajach o niskim
statusie socjalno-ekonomicznym zakazenie HAV,
w wiekszoSci bezobjawowo, przechodzi ponad 90%
dzieci ponizej 10. roku zycia. W Polsce po 1997 ro-
ku obserwowano spadek zapadalno§ci na WZW
A (z 10,47/100 tys. w 1997 r. do 0,18/100 tys.
w 2005 1.) [15]. Do 2016 roku rejestrowano niewielkg
liczbe zapalen watroby typu A, na przykiad w 2008 ro-
ku odnotowano okoto 200 przypadkow, a w 2016 ro-
ku — tylko 35 przypadkéw [16]. W 2017 roku na-
stapil gwaltowny wzrost zachorowan na wirusowe
zapalenie watroby typu A; odnotowano 3072 takich
przypadkow, co stanowi blisko 100-krotny wzrost za-
chorowan w porownaniu z rokiem poprzednim [17].

Okres inkubacji HAV wynosi kilka tygodni. Wi-
remia, z wykrywanym RNA HAV, jest obserwowana
na og6l tylko przez okolo 2-6 tygodni (sporadycznie
ponad rok) po ekspozycji. Najwyzszy poziom wiru-
sowego RNA we krwi wystepuje w czasie ostrych
objawow choroby. Wyzdrowienie ma miejsce po
okoto miesigcu. Wirus ten zazwyczaj nie prowadzi
do zakazenia przewleklego. Nie obserwuje sie sta-
nu nosicielstwa. U okoto 0,1% doroslych zakazenie
ma postac nadostra, grozng dla zycia [18].

W literaturze opisywane sg pojedyncze przy-
padki przeniesienia tego zakazenia przez transfuzje
[19-20]. Niemniej, ze wzgledu na oporno$¢ HAV
na procesy inaktywacji, RNA HAV jest badane
w osoczu przeznaczonym do frakcjonowania. We-
diug danych Instytutu Hematologii i Transfuzjologii
(IHiT) w Polsce od roku 2015 na obecno$¢ RNA
HAV i DNA B19V (testy multiplex) bada sie Srednio
okoto 600 tys. donacji rocznie.

Cel

Celem badan byty walidacja i ocena przydatno-
Sci testu cobas DPX, z wykorzystaniem systemu
cobas 6800 1 cobas p 680 firmy Roche do wykrywa-
nia DNA B19V 1 RNA HAV w osoczu dawcow krwi.

Material i metody

Test cobas® DPX jest przeznaczony do bez-
posredniego, iloSciowego oznaczania DNA parwo-
wirusa B19 (B19V, genotypy 1, 2 1 3) oraz jako$-
ciowego wykrywania RNA HAV (genotypy 1, 2
13) w ludzkim osoczu. Test jest oparty na technice
real-time PCR 1 nalezy do testow typu duplex, co

www. jtm.viamedica.pl 93



Journal of Transfusion Medicine 2018, tom 11, nr 3

oznacza, ze po izolacji kwasow nukleinowych do-
konuje sie amplifikacji z uzyciem mieszaniny pri-
merow skierowanych do genomu dwoch wirusow.
Analiza wyniku reaktywnego w systemie cobas
6800 pozwala stwierdzic, ktory wirus jest obecny
w probce i nie wymaga wykonywania oddzielnego
badania roznicujacego. Stosujac test cobas DPX,
uzyskuje sie wynik iloSciowy DNA B19V — jest to
mozliwe dzieki wykorzystaniu standardu iloSciowe-
g0 (QS, quality standard) kalibrowanego wzgledem
standardu miedzynarodowego Swiatowej Organiza-
¢ji Zdrowia (WHO, World Health Organization) —
1 wynik jako$ciowy RNA HAV. Test DPX, dostepny
w opakowaniach po 96 sztuk, jest przeznaczony nie
do diagnostyki zakazen parwowirusem B19 i HAV
u pacjentow, lecz jedynie do prowadzenia badan
dawcow krwi. Wykonuje sie go za pomocg systemu
cobas 6800/8800, w ktorego sktad wchodza: aparat
cobas 6800/8800 firmy Roche do automatycznej
izolacji, amplifikacji i detekcji materialu genetycz-
nego wirusoOw oraz serwer wraz z komputerem
1 oprogramowaniem zbierajacym dane 1 tworzacym
kopie zapasowe. Badania testem DPX moga by¢
wykonywane w pojedynczych probkach w aparacie
cobas 6800/8800 1 w pulach powstalych ze zlania
okreslonej liczby probek z uzyciem aparatu cobas
p 680. Systemy cobas 6800/8800 i cobas p 680 sg
przeznaczone do badania pul uzyskanych przez
zlanie osocza z 1, 6, 24, 96 lub 480 donacji.

Przebieg badan

Badania byly wykonywane naprzemiennie
przez dwoje operatorow i obejmowaty:

— ocene czulo$ci analitycznej i powtarzalno-
§ci metody — walidacji czulo$ci analitycznej
wykrywania DNA parwowirusa B19 (B19V,
genotypy 1-3) i RNA HAV dokonano przez
wielokrotne badania kolejnych szeSciu rozcien-
czen standardow WHO zawierajacych okreslo-
ne stezenie (w IU/ml) materialu genetycznego
wirusow: WHO Reference Reagent Parvovirus
B1909/110 (31,6-0,1 IU/ml), WHO RNA HAV
00/562 (10-0,0316 IU/ml). Codziennie do serii
badan dotaczano 10 probek ujemnych;

— ocene poprawnosci identyfikacji dodatniej
probki w pulach osocza — pul bylo osiem,
a kazda skladata sie z 96 donacji (MP96; tacznie
zaplanowano badanie 768 donacji). Wsrod probek
umieszczono jedng donacje z wysoka wiremia
(>10?IU/ml). Taki schemat badania miat pozwo-
li¢ na ocene poprawnosci identyfikacji probki,
w ktorej stezenie DNA B19V przekracza gorny
zakres liniowoéci testu (1 x 10° IU/ml);

— ocene instrukcji obstugi i dzialania sy-
stemu cobas 6800 i cobas p 680 ze strony
operatora;

— ocene obslugi oprogramowania zarzadza-
jacego systemem cobas 6800 i aparatem
cobas p 680;

— przygotowanie wskazowek postepowania
dla uzytkownikow testu cobas DPX.

Wyniki analizy czulo$ci analitycznej testu
DPX zostaly zestawione z wynikami oceny testu
Tagscreen DPX wykonanej dla genotypu 1 B19V
w IHiT, a dla genotypow 2 13 B19V — w RCKIK
w Lublinie [21].

Wyniki

Czulos¢ analityczna i powtarzalnoS¢ metody

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badania
testem cobas DPX rozcienczen WHO Reference
Reagent DNA Parvovirus B19 09/110 (genotypy
1-3) o stezeniu 31,6-0,1 IU/ml.

Genotyp 1 DNA B19V wykryto we wszystkich
24 probkach zawierajacych 31,6 IU/ml 1 10 [U/ml,
wynik dodatni uzyskano takze w 70,83%, 54,17%
1 25% probek o stezeniu odpowiednio 3,16 U/
ml, 1 IU/ml i 0,316 IU/ml oraz w jednej sposrod
24 probek o stezeniu 0,1 TU/ml.

Genotyp 2 DNA B19V wykryto we wszystkich
24 probkach zawierajacych 31,6 IU/ml, wynik do-
datni uzyskano takze w 58,33%, 16,67% 1 12,5%
probek o stezeniu odpowiednio 10 IU/ml, 3,16 IU/ml
1 1 IU/ml. W probkach o stezeniu 0,316 IU/ml
1 mniejszym nie wykryto DNA B19V.

Genotyp 3 DNA B19V wykryto w 95,83%
probek zawierajacych 31,6 IU/ml, wynik dodatni
uzyskano takze w 58,33%, 16,67% 1 4,16 % pro-
bek o stezeniu odpowiednio 10 IU/ml, 3,16 IU/ml
1 1 IU/ml. W probkach o stezeniu 0,316 IU/ml
10,1 IU/ml nie wykryto DNA B19V.

W tabeli 2 przedstawiono wyniki wykrywania
RNA HAV w rozcienczeniach (10-0,316 IU/ml)
WHO RNA HAV (00/562). We wszystkich 24 prob-
kach zawierajacych 10 IU/ml, 3,16 IU/ml i 1 IU/ml
wykryto RNA HAV, wynik dodatni uzyskano takze
w 70,83%, 41,67% 1 12,5% probek o stezeniu od-
powiednio 0,316 IU/ml, 0,1 IU/ml i 0,0316 IU/ml.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki analizy sta-
tystycznej (analiza Probit) danych dotyczacych
wykrywalno$ci DNA B19V w panelach rozcienczen
materialu referencyjnego WHO dla DNA, genoty-
pow 1-3 B19V, oraz wykrywania RNA HAV w IS
WHO RNA HAV 00/562.

Czulo§¢ analityczna wykrywania genotypu
1 B19V testem cobas DPX, wyrazona jako 50%
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Tabela 1. Wyniki badania DNA B19V testem cobas DPX w prébkach rozcienczonego miedzynarodowego panelu
referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dla parwowirusa B19, genotyp 1, 2, 3 (kod panelu: 09/110)

Table 1. DNA B19V results of cobas DPX test in World Health Organization (WHO) International Reference Panel
sample dilutions for Parwowirus B19V genotypes 1, 2 and 3 (NIBSC code: 09/110)

Stezenie DNA B19V Liczba probek Liczba wynikow Odsetek wynikow
[IU/ml] badanych reaktywnych reaktywnych
Genotyp 1
31,6 24 24 100%
10 24 24 100%
3,16 24 17 70,83%
1 24 13 54,17%
0,316 24 6 25%
0,1 24 1 4,17%
Genotyp 2
31,6 24 24 100%
10 24 14 58,33%
3,16 24 4 16,67%
1 24 3 12,5%
0,316 24 0 0%
0.1 24 0 0%
Genotyp 3
31,6 24 23 95,83%
10 24 14 58,33%
3,16 24 4 16,67%
1 24 1 4,16%
0,316 24 0 0%
0,1 24 0 0%

Tabela 2. Wyniki badania RNA HAV testem cobas DPX w prébkach rozcienczonego standardu Swiatowej Organiza-
¢ji Zdrowia (IS WHO RNA HAV 00/562)

Table 2. Positivity of RNA HAV for the cobas DPX test in International WHO RNA HAV Standard sample dilutions (IS
WHO RNA HAV 00/562)

Stezenie RNA wirusa Liczba probek Liczba wynikow Odsetek wynikéw
zapalenia watroby typu A badanych reaktywnych reaktywnych
[IU/ml]
10 24 24 100%
3,16 24 24 100%
1 24 24 100%
0,316 24 17 70,83%
0,1 24 10 41,67%
0,0316 24 3 12,5%
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Tabela 3. Czuto$¢ analityczna testu cobas DPX na podstawie wynikéw wielokrotnego badania rozcienczen panelu
referencyjnego WHO B19V (genotyp 1-3) oraz IS WHO RNA HAV

Table 3. Analytical sensitivity of cobas DPX test calculated on results from WHO International Reference Panel sample
dilutions for Parwowirus B19V (genotypes 1-3) and IS WHO RNA HAV

Panel WHO Liczba probek Czutos¢ analityczna, Czutos¢ analityczna,
(kod) wykrywalnos¢ 50% wykrywalnos¢ 95%
(50-proc. przedziat ufnosci) (95%-proc. przedziat ufnosci)
[IU/ml] [1U/ml]
B19V Genotyp 1
144 0,94 (0,63-1,38) 8,70 (4,92-21,69)
(09/110)
B19V Genotyp 2
144 6,25 (4,41-9,00) 37,80 (22,24-93,65)
(09/110)
B19V Genotyp 3 (09/110) 144 6,92 (5,04-9,59) 29,84 (19,04-65,60)
RNA HAV
144 0,13 (0,09-0,18) 0,82 (0,49-1,96)
(00/562)

1 95% wykrywalno$ci (LOD, limits of detection),
wyniosta odpowiednio 0,94 IU/ml 1 8,70 IU/ml.
Dla genotypu 2 1 3 B19V czuto$¢ analityczna 50%
195% LOD miata wartoSci odpowiednio 6,25 IU/ml
137,80 IU/ml, oraz 6,92 IU/ml 1 29,84 IU/ml. Czu-
tos¢ analityczna wykrywania RNA HAV testem
cobas DPX wyniosta z kolei 0,13 IU/ml dla 50%
LOD oraz 0,82 IU/ml dla 95% LOD.

Poprawnos¢ identyfikacji dodatniej probki
w pulach osocza skladajacych sie
z 96 donacji

Dla jednej z o$Smiu badanych pul (MP96)
uzyskano wynik reaktywny DNA B19V (9,24 X
108 IU/ml) i wynik niewazny (invalid) RNA HAV.
Nastepnie zgodnie z algorytmem producenta testu
przeprowadzono badania oSmiu minipul (tzw. pul
wtornych), z ktorych kazda skladata sie z oso-
cza pochodzacego z 12 probek. Dla siedmiu pul
wtornych uzyskano wyniki niereaktywne, a dla
jednej — wyniki niewazne (invalid) w kierunku
DNA B19V i RNA HAV. Nastepnie indywidualnie
zbadano wszystkie 12 probek wchodzacych w skiad
puli wtornej, dla ktorej uzyskano wyniki niewazne
(tnvalid). W przypadku jednej z nich uzyskano
wynik niewazny (invalid) badania RNA HAV oraz
wynik powyzej wartoSci odciecia (titer max; gorna
granica zakresu liniowosci dla testu wynosi 1 X
109 IU/ml) badania DNA B19V. Osocze tej donacji
rozcienczono 1 mln razy osoczem, w ktorym we
wczesniejszym badaniu nie stwierdzono DNA
B19V 1 RNA HAV. Rozcieficzong donacje zbadano
ponownie testem cobas DPX indywidualnie i uzy-
skano wynik ilo§ciowy DNA B19V 1,66 x 10° IU/ml
(po uwzglednieniu rozcienczenia, wiremie w do-
nacji okre§lono na poziomie 1,66 x 10! IU/ml)

oraz wynik RNA HAV niereaktywny. W efekcie
przeprowadzonych badan poprawnie zidentyfiko-
wano donacje z wysokim stezeniem DNA B19V
(> 10° IU/ml). Podczas badan nie obserwowano
wynikow falszywie dodatnich bedacych skutkiem
zanieczyszczen materialem biologicznym — tak
zwanych kontaminacji (tab. 4).

W trakcie walidacji przeprowadzanych w IHiT
1badan w RCKiK w Lublinie czulo$¢ analityczna na
poziomie 95% wykrywalnoSci (zakres rozcienczen:
31,6-0,1 IU/ml) dla DNA B19V wyniosia w tescie
cobas DPX 8,7 IU/ml dla genotypu 1, 37,8 IU/ml dla
genotypu 2 129,84 IU/ml dla genotypu 3, a w teScie
cobas Tagscreen DPX odpowiednio: 11,7 IU/ml,
4,58 IU/ml i 2,31 IU/ml [22].

Pozostale obserwacje dotyczace
uzytkowania testu cobas® DPX
wraz z analizatorem cobas® 6800
oraz aparatem cobas p 680 (Roche)

W trakcie oceny stwierdzono, ze system cobas
6800, za pomoca ktorego wykonuje sie badanie
testem cobas DPX, ma szereg uzytecznych funkcji,
miedzy innymi podaje informacje o konieczno$ci
wykonania tygodniowej konserwacji, o uzupel-
nieniu materialow zuzywalnych. Monitoruje daty
wazno$ci 1 numery serii odczynnikow oraz firmo-
wych kontroli dodatnich i ujemnych; wyswietla
komunikaty, ktory z ptynow/pojemnikow/statywow
nalezy oproznic lub uzupelnié; sprawdza obecnos$é
1 odpowiednie polozenie: kontroli firmowych,
statywow z probkami, materialami zuzywalnymi
1 odczynnikami. System podaje informacje o nieczy-
telno§ci kodow kreskowych, a takze przewidywany
czas zakonczenia badania. Po zakonczeniu badania
w uporzadkowany sposob przedstawia wyniki, po-
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Tabela 4. Identyfikacja dodatniej donacji z wysokim stezeniem DNA B19V w pulach osocza

Table 4. Identification of positive sample with high concentration of DNA B19V in plasma pools

Liczba

badanych pul osocza
(pula — 96 donacji)

dodatnich donacji/
/pul osocza

prawidfowo zidentyfikowanych
dodatnich donacji w pulach

8

1

1

Liczba oznaczen: 8

Identyfikacja zakazonej donacji polegata na zbadaniu 8 pul wtérnych po 12 donacgji, a nastepnie

12 donacji wchodzacych w skfad reaktywnej puli wtérnej; aby zidentyfikowac zakazong donacje,
wykonano facznie 20 oznaczen (21, liczac koniecznos¢ rozcienczenia probki o wysokiej wiremii)

Tabela 5. Czutos¢ analityczna testu cobas DPX w poréwnaniu z testem cobas Tagscreen DPX

Table 5. Comparison of analytical sensitivity of cobas® DPX Test (Roche) with cobas Tagscreen DPX test

cobas DPX

cobas Tagscreen DPX

Standard Swiatowej Seria Czutos¢ analityczna, Seria Czutos¢ analityczna,
Organizacji Zdrowia/\WHO wykrywalnos¢ 95% wykrywalnos¢ 95%
Reference Panel [IU/ml] [IU/ml]

B19V — genotyp 1 09/110 8,7 09/110 11,7

B19V — genotyp 2 09/110 37.8 09/110 4,58

B19V — genotyp 3 09/110 29,84 09/110 2,31

Wirus zapalenia watroby typu A 00/562 0,8 nieobecny

zwala je dowolnie przegladac oraz nimi zarzadzac.
W przypadku wystgpienia awarii program sterujacy
systemem cobas 6800 i aparatem cobas p 680 ge-
neruje komunikaty o zaistniatym problemie i po-
daje numer biedu. System archiwizuje wyniki oraz
komunikaty na dyskach. Wyniki oraz komunikaty
mozna rowniez przesylaC przez sieC internetowa.
Polaczenie internetowe umozliwia rowniez zdalng
diagnostyke aparatu przez serwis.

Potwierdzono, ze instrukcja obstugi systemu
cobas 6800 1 cobas p 680, 1 wykonania testu cobas
DPX opisuje poszczegblne etapy badania DNA
B19V 1 RNA HAV w spos6b umozliwiajacy ope-
ratorowi na samodzielne wykonanie wszystkich
etapow badania.

Obstuga oprogramowania aparatu cobas 6800
1 cobas p 680 jest analogiczna do obstugi testu
cobas MPX.

Omowienie wynikow walidacji

W trakcie badan ewaluacyjnych w IHiT stwier-
dzono, ze test cobas DPX firmy Roche wykony-
wany w systemie cobas 6800 wykrywa z wysoka
czulo$cia DNA wirusa B19V o genotypie 1, 2
1 3. Uzyskane wyniki analizy czulo$ci analitycznej
wskazuja, ze badania moga by¢ prowadzone za-
rowno w pojedynczych donacjach, jak 1 w pulach

www. jtm.viamedica.pl

uzyskanych przez zlanie osocza z wiekszej liczby
donacji. Wielko§¢ puli musi uwzglednia¢ najnowsze
zalecenia miedzynarodowe oraz krajowe dotyczace
czuloSci detekcji poszczegdlnych wirusow w odnie-
sieniu do pojedynczej donacji.

Porownanie czuto$ci testow cobas DPX i cobas
Tagscreen DPX (tab. 5) w wykrywaniu genotypu
1 B19V wskazalo na wyzsza czulo$§¢ testu nowe;j
generacji, co jest zgodne z wynikami czuloSci
analitycznej zamieszczonymi w instrukcjach pro-
ducenta. W przypadku genotypu 2 1 3 parwowirusa
B19 zwraca uwage mniejsza czulo$¢ testu cobas
DPX w porownaniu z testem cobas Tagscreen
DPX. Otrzymane réznice moga wynikac¢ z ma-
terialu uzytego do badan. Nalezy podkreslic, ze
oceny nie dokonywano, stosujac standard miedzy-
narodowy (IS), ale uzyto rozcienczenia materialu
referencyjnego (dostarczanego w postaci osocza),
ktory oprocz genotypu 1 obejmuje genotypy 2 1 3.
W materiale referencyjnym (WHO Reference Rea-
gent for Parvovirus B19 Genotypes for NAT NIBSC
code 09/110) poziom DNA B19V zostal okreSlony
na podstawie $redniej otrzymanej z wynikow badan
iloSciowych z 27 laboratoriow 1 wynosi: 5,98 log10
[U/ml (5,61-6,32 1og10 [U/ml) dla genotypu 1; 5,94
log10 IU/ml (5,43-6,52 1og10 IU/ml) dla genotypu
2; 5,97 1log10 IU/ml (5,21-6,54 logl0 IU/ml) dla
genotypu 3. Wyniki iloSciowe dla materiatu refe-
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rencyjnego genotypow 2 13 charakteryzuje szerszy
przedzial ufno$ci niz dla genotypu 1, co oznacza, ze
sg one obarczone wiekszym bledem [23]. Nalezy
rowniez wzig¢ pod uwage, ze otrzymane Srednie
wartos$ci moga odbiegac od rzeczywistego poziomu
DNA B19V w materiale referencyjnym ze wzgledu
na niedoktadno$c¢ rozcienczen.

Poniewaz rowniez w trakcie walidacji testu
Procleix Parvo/HAV Assay, przeznaczonego do jed-
noczesnego wykrywania materialu genetycznego
B19V i HAV, obserwowano roznice miedzy podang
przez producenta czulo$cig testu a wartoSciami
otrzymanymi podczas ewaluacji, nie mozna rowniez
wykluczy¢, ze material referencyjny nie zachowuje
stabilnosci. Taki proces zostal udokumentowany
w przypadku IS HCV [24].

Aby spelnic¢ aktualne zalecenia Farmakopei Eu-
ropejskiej, zakladajace, ze nalezy identyfikowac do-
nacje, ktore w puli produkcyjnej mogg spowodowac
przekroczenie stezenia 10 tys. IU DNA B19V/ml,
badania w CKiK moga by¢ prowadzone w pojedyn-
czych donacjach oraz w tak zwanych pulach osocza
skladajacych sie z 6, 24, 96 donacji [13].

W IHiT poprawno$¢ identyfikacji dodatniej
probki w pulach osocza oceniano, prowadzgc ba-
dania w pulach po 96 probek. Wykonanie badan
testem cobas DPX w systemie cobas 6800 z apa-
ratem cobas p 680 pozwolito na prawidiowa iden-
tyfikacje donacji o wysokiej wiremii. Obserwacje
poczynione w czasie przeprowadzonej symulacji
wskazuja, ze nalezy zwracac szczegblng uwage na
wyniki niewazne (oznaczone jako invalid), ktore
moga by¢ wywolane skrajnie wysoka DNA-emig
B19V (powyzej zakresu liniowo$ci testu, tj. 1 X 107
IU/ml). W takiej sytuacji nalezy probke wyjSciowa
rozcienczy¢ zgodnie z zaleceniami producenta testu
(pamietajac, ze rozcienczajac probke zmieniamy
w niej stezenie wszystkich jej sktadowych, w tym
u dawcy z wiremig HAV — poziomu RNA HAV).

W przypadku wyniku reaktywnego lub nie-
waznego (invalid), w trakcie badania DNA B19V
w pulach nalezy postepowac zgodnie z zalecenia-
mi producenta. W badaniach MP96 identyfikacja
donacji wywolujacej reaktywno$é MP96 polega
na wykonaniu badania o§miu pul wtornych po
12 donacji. Wszystkie donacje wchodzace w skiad
reaktywnej puli wtornej sa nastepnie badane po-
jedynczo. Przyjete postepowanie oznacza, ze do
identyfikacji zakazonej donacji nalezy wykonac
przynajmniej 20 oznaczen (> 21, jezeli wiremia
probki przekracza 10?1 konieczne jest jej badanie
w odpowiednim rozcienczeniu), nie liczac probek
kontrolnych. Analogiczne postepowanie obowigzu-
je po wykryciu w MP96 RNA HAV.

W trakcie badan w IDT 1 pulach liczacych
96 donacji lub mniej nie obserwowano wynikow
falszywie reaktywnych spowodowanych kontami-
nacjami oraz wynikow niewaznych (1aczna liczba
oznaczen 644).

Podsumowanie

Test cobas® DPX firmy Roche moze by¢ uzy-
wany do badania DNA B19V i RNA HAV w osoczu
dawcow krwi. Badania dawcow w pelni zautoma-
tyzowanym systemie cobas 6800 z aparatem cobas
p 680 nalezy prowadzi¢ w tak zwanych pulach
0socza, przy czym mozliwe jest rowniez wykonanie
badania w pojedynczych donacjach z pominieciem
cobas p 680. WielkoS¢ puli musi uwzgledniac ak-
tualne rekomendacje miedzynarodowe i krajowe
okreslajace poziom wykrywalnosci DNA B19V.

Badania w systemie cobas® 6800 i p680 moga
by¢ wykonywane wylgcznie przez wysoko wykwa-
lifikowany personel, przeszkolony w zakresie sto-
sowania metod biologii molekularnej oraz obstugi
systemu cobas® 6800 oraz p 680 firmy Roche do
wykonywania badan testem cobas® DPX. Nalezy
bezwzglednie przestrzegac instrukcji i zasad uzyt-
kowania systemu cobas® 6800 1 p680.

Podziekowania

Autorzy dziekuja panu Jarostawowi Olchowe-
mu z firmy Roche Diagnostics Polska za pomoc przy
realizacji badan oraz mgr Zuzannie Dziag za pomoc
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Badania zostaly wykonanie w ramach ewaluacji
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