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Streszczenie
Wstęp. Test cobas® DPX typu multiplex jest przeznaczony do badań dawców krwi w anali-
zatorze cobas® 6800 fi rmy Roche. Wykorzystuje metodę real-time PCR i służy do ilościowego 
badania kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) parwowirusa B19 (B19V) oraz wykrywania 
kwasu rybonukleinowego RNA wirusa zapalenia wątroby typu A (HAV) w ludzkim osoczu. 
Opcjonalnym elementem systemu jest cobas p 680 — w pełni zautomatyzowane urządzenie 
pipetujące przeznaczone do pulowania pojedynczych próbek osocza.
Cel. Celem badań była ocena przydatności testów cobas® DPX do prowadzenia badań
w krwiodawstwie. Przeanalizowano między innymi czułość wykrywania markerów, popraw-
ność identyfi kacji donacji zakażonych oraz ryzyko wystąpienia wyników fałszywych. 
Materiał i metody. Czułość analityczną określano, badając w 24 powtórzeniach każdą 
próbkę z panelu rozcieńczeń materiału referencyjnego Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) 
genotypów B19V (09/110) — sześć rozcieńczeń genotypów 1–3 (31,6–0,1 IU/ml) oraz IS WHO 
RNA HAV (00/562) zawierających 10–0,03 IU/ml. Poprawność identyfi kacji zakażeń testem 
DPX oceniono, badając w ośmiu pulach 767 donacji, w tym jedną z wysoką wiremią B19V.
Wyniki. Czułość analityczna testu cobas® DPX na poziomie 95% wykrywalności (LOD) 
(95-proc. przedział ufności) wyniosła 8,70 (4,92–21,69) IU/ml dla genotypu 1; 37,80 (22,24–
–93,65) IU/ml dla genotypu 2 i 29,84 (19,04–65,60) IU/ml dla genotypu 3 DNA B19V oraz 
0,82 (0,49–1,96) IU/ml dla RNA HAV. Wyniki badań imitujących badania przeglądowe były 
zgodne z wynikami spodziewanymi. W trakcie oceny nie obserwowano wyników fałszywych.
Wnioski. Badanie testem DPX wykonane na cobas® 6800 i p 680 pozwala prawidłowo iden-
tyfi kować DNA-emię B19V, która może spowodować przekroczenie dopuszczalnego poziomu 
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104 IU B19V/ml w puli produkcyjnej składników osoczopochodnych. Równolegle prowadzone 
jest badanie RNA HAV. W badaniach nie stwierdzono istotnego ryzyka występowania wyników 
fałszywych.
Słowa kluczowe: DNA B19V, parwowirus B19, RNA HAV,
wirus zapalenia wątroby typu A, badania krwiodawców
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Summary
Introduction. The cobas® DPX test for use on the cobas® 6800 system, is a real-time PCR 
test for identifi cation 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-
fi cation 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 
IU/mL to 0.1 IU /mL of genotype 1, 2, 3 and six dilutions of RNA HAV panel ranging from 
10–0,03 IU/ml (24 replicates/dilution). Detection and identifi cation 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% confi dence 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 
IU/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 B19V that could contaminate plasma production pools 
with HAV and B19V beyond the acceptable level (> 104 IU/mL, according to recommenda-
tions). During the evaluation procedure there was no signifi cant risk of false results.
Key words: DNA B19V; parvowirus B19; RNA HAV; hepatitis A ; blood donation 
screening
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Wstęp

Bezosłonkowy parwowirus B19 (B19V) na-
leży do rodziny Parvoviridae. Genom stanowi 
jednoniciowy kwas deoksyrybonukleinowy (DNA, 
deoxyribonucleic acid). Zakażenia B19V występują 
powszechnie na całym świecie. Zwiększoną liczbę 
zachorowań stwierdza się zimą i wiosną, co kilka lat 
obserwowane są epidemie. Odsetek osób z wytwo-
rzonymi przeciwciałami klasy IgG przed 18. rokiem 
życia może osiągnąć 60% i wzrastać do 80% u osób 
dorosłych [1]. W Polsce blisko 2/3 populacji nabywa 

odporność na zakażenie B19V przed ukończeniem 
20. roku życia [2]. U osób immunokompetentnych 
infekcja przebiega zazwyczaj bezobjawowo lub
z mało swoistymi symptomami. Zakażenie B19V 
stwarza ryzyko wystąpienia istotnych powikłań 
klinicznych u osób z obniżoną odpornością, z nasi-
loną odnową układu czerwonokrwinkowego oraz
u seronegatywnych kobiet ciężarnych. Liczba kopii 
DNA B19V w ostrej fazie zakażenia może przekra-
czać 1012 IU/ml [1]. 

Jak dotąd wyróżniono trzy główne formy po-
limorfi czne B19V: genotyp 1, 2 i 3. Występowanie 
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genotypów parwowirusa B19 jest zróżnicowane, 
przy czym genotyp 1 jest najbardziej rozpowszech-
niony i występuje na całym świecie [1]. Ponadto
w Polsce sporadycznie wykrywa się zakażenia geno-
typem 2 [3]. Wszystkie znane formy polimorfi czne 
B19V wykazują podobne właściwości biologiczne 
oraz znaczenie kliniczne [1]. Opisywano trudności
w wykrywaniu genotypów 2 i 3 metodami biologii 
molekularnej. Niektóre testy wykazują obniżoną 
czułość kliniczną względem form polimorfi cznych 
lub ich wcale nie wykrywają [4–6]. Dlatego podkre-
śla się istotność stosowania testów diagnostycznych 
o wysokiej czułości w odniesieniu do wszystkich 
klinicznie ważnych form polimorfi cznych B19V [7].

Trudności diagnostyczne związane są także
z ryzykiem otrzymania wyników fałszywie ujem-
nych w próbkach z wysokim stężeniem DNA B19V 
we wczesnej fazie zakażenia, podobnie jak u osób 
z obniżoną odpornością, kiedy wiremia osiąga 
wartości 1014 IU/ml [8]. 

Przetoczenie produktu krwiopochodnego 
uzyskanego z osocza dawcy z wysoką DNA-emią 
może spowodować zakażenie B19V u biorcy [9–11]. 
Aby zapobiec przeniesieniu zakażenia parwowiru-
sem B19 z produktem krwiopochodnym, osocze 
dawców jest badane na obecność DNA B19V przed 
frakcjonowaniem. W Polsce badania przeglądowe 
DNA parwowirusa B19 wykonuje się w próbkach 
od dawców osocza przeznaczonego do produkcji 
immunoglobulin anty-RhD i anty-HBs (badania
w pulach osocza), u dawców, których krwinki używa 
się do immunizacji, oraz łącznie z badaniem kwasu 
deoksyrybonukleinowego (RNA, ribonucleic acid) 
HAV w osoczu przeznaczonym do wytwarzania 
produktów osoczopochodnych zgodnie z wymogami 
frakcjonatora [12]. Według Farmakopei Europej-
skiej w puli osocza przeznaczonego do frakcjono-
wania stężenie DNA B19V nie może przekroczyć 
wartości 104 IU/ml [13]. Dlatego badania DNA 
B19V należy wykonywać testami umożliwiającymi 
wykrycie takiego poziomu DNA B19V, aby w puli 
produkcyjnej stężenie kwasów nukleinowych wi-
rusa nie przekroczyło wartości 104 IU /ml.

W Polsce w latach 2013–2016 w osoczu 
przeznaczonym do frakcjonowania DNA-emię 
B19V powyżej 104 IU/ml wykrywano z częstością 
12,5/100  tys. donacji oraz 18,4/100  tys. dawców.
W trakcie badań 1 514 615 donacji pobranych od 
1 029 535 dawców uzyskano 189 wyników reak-
tywnych (dane uzyskane z rocznych sprawozdań 
Regionalnych Centrów Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa (RCKiK) [14].

Wirus zapalenia wątroby typu A (HAV, 
Hepatitis A Virus) jest wirusem RNA należącym 

do Picornaviridae. Przenosi się przede wszystkim 
drogą pokarmową i wywołuje wirusowe zapalenie 
wątroby typu A (WZW A). Wirus nie ma osłonki, 
co wiąże się z jego wysoką stabilnością oraz opor-
nością na inaktywację. Rozpowszechnienie WZW 
A zależy od stanu sanitarnego. W krajach o niskim 
statusie socjalno-ekonomicznym zakażenie HAV,
w większości bezobjawowo, przechodzi ponad 90% 
dzieci poniżej 10. roku życia. W Polsce po 1997 ro -
ku obserwowano spadek zapadalności na WZW 
A (z 10,47/100 tys. w 1997 r. do 0,18/100 tys.
w 2005 r.) [15]. Do 2016 roku rejestrowano niewielką 
liczbę zapaleń wątroby typu A, na przykład w 2008 ro -
ku odnotowano około 200 przypadków, a w 2016 ro -
ku — tylko 35 przypadków [16]. W 2017 roku na-
stąpił gwałtowny wzrost zachorowań na wirusowe 
zapalenie wątroby typu A; odnotowano 3072 takich 
przypadków, co stanowi blisko 100-krotny wzrost za-
chorowań w porównaniu z rokiem poprzednim [17].

Okres inkubacji HAV wynosi kilka tygodni. Wi-
remia, z wykrywanym RNA HAV, jest obserwowana 
na ogół tylko przez około 2–6 tygodni (sporadycznie 
ponad rok) po ekspozycji. Najwyższy poziom wiru-
sowego RNA we krwi występuje w czasie ostrych 
objawów choroby. Wyzdrowienie ma miejsce po 
około miesiącu. Wirus ten zazwyczaj nie prowadzi 
do zakażenia przewlekłego. Nie obserwuje się sta-
nu nosicielstwa. U około 0,1% dorosłych zakażenie 
ma postać nadostrą, groźną dla życia [18].

W literaturze opisywane są pojedyncze przy-
padki przeniesienia tego zakażenia przez transfuzje 
[19–20]. Niemniej, ze względu na oporność HAV 
na procesy inaktywacji, RNA HAV jest badane
w osoczu przeznaczonym do frakcjonowania. We-
dług danych Instytutu Hematologii i Transfuzjologii 
(IHiT) w Polsce od roku 2015 na obecność RNA 
HAV i DNA B19V (testy multiplex) bada się średnio 
około 600 tys. donacji rocznie.

Cel

Celem badań były walidacja i ocena przydatno-
ści testu cobas DPX, z wykorzystaniem systemu 
cobas 6800 i cobas p 680 fi rmy Roche do wykrywa-
nia DNA B19V i RNA HAV w osoczu dawców krwi. 

Materiał i metody

Test cobas® DPX jest przeznaczony do bez-
pośredniego, ilościowego oznaczania DNA parwo-
wirusa B19 (B19V, genotypy 1, 2 i 3) oraz jakoś-
ciowego wykrywania RNA HAV (genotypy 1, 2
i 3) w ludzkim osoczu. Test jest oparty na technice 
real-time PCR i należy do testów typu duplex, co 
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oznacza, że po izolacji kwasów nukleinowych do-
konuje się amplifi kacji z użyciem mieszaniny pri-
merów skierowanych do genomu dwóch wirusów. 
Analiza wyniku reaktywnego w systemie cobas 
6800 pozwala stwierdzić, który wirus jest obecny 
w próbce i nie wymaga wykonywania oddzielnego 
badania różnicującego. Stosując test cobas DPX, 
uzyskuje się wynik ilościowy DNA B19V — jest to 
możliwe dzięki wykorzystaniu standardu ilościowe-
go (QS, quality standard) kalibrowanego względem 
standardu międzynarodowego Światowej Organiza-
cji Zdrowia (WHO, World Health Organization) —
i wynik jakościowy RNA HAV. Test DPX, dostępny 
w opakowaniach po 96 sztuk, jest przeznaczony nie 
do diagnostyki zakażeń parwowirusem B19 i HAV 
u pacjentów, lecz jedynie do prowadzenia badań 
dawców krwi. Wykonuje się go za pomocą systemu 
cobas 6800/8800, w którego skład wchodzą: aparat 
cobas 6800/8800 fi rmy Roche do automatycznej 
izolacji, amplifi kacji i detekcji materiału genetycz-
nego wirusów oraz serwer wraz z komputerem
i oprogramowaniem zbierającym dane i tworzącym 
kopie zapasowe. Badania testem DPX mogą być 
wykonywane w pojedynczych próbkach w aparacie 
cobas 6800/8800 i w pulach powstałych ze zlania 
określonej liczby próbek z użyciem aparatu cobas 
p 680. Systemy cobas 6800/8800 i cobas p 680 są 
przeznaczone do badania pul uzyskanych przez 
zlanie osocza z 1, 6, 24, 96 lub 480 donacji. 

Przebieg badań

Badania były wykonywane naprzemiennie 
przez dwoje operatorów i obejmowały:

 — ocenę czułości analitycznej i powtarzalno-
ści metody — walidacji czułości analitycznej 
wykrywania DNA parwowirusa B19 (B19V, 
genotypy 1–3) i RNA HAV dokonano przez 
wielokrotne badania kolejnych sześciu rozcień-
czeń standardów WHO zawierających określo-
ne stężenie (w IU/ml) materiału genetycznego 
wirusów: WHO Reference Reagent Parvovirus 
B19 09/110 (31,6–0,1 IU/ml), WHO RNA HAV 
00/562 (10–0,0316 IU/ml). Codziennie do serii 
badań dołączano 10 próbek ujemnych;

 — ocenę poprawności identyfi kacji dodatniej 
próbki w pulach osocza — pul było osiem,
a każda składała się z 96 donacji (MP96; łącznie 
zaplanowano badanie 768 donacji). Wśród próbek 
umieszczono jedną donację z wysoką wiremią 
(>109 IU/ml). Taki schemat badania miał pozwo-
lić na ocenę poprawności identyfi kacji próbki,
w której stężenie DNA B19V przekracza górny 
zakres liniowości testu (1 × 109 IU/ml);

 — ocenę instrukcji obsługi i działania sy-
stemu cobas 6800 i cobas p 680 ze strony 
operatora;

 — ocenę obsługi oprogramowania zarządza-
jącego systemem cobas 6800 i aparatem 
cobas p 680;

 — przygotowanie wskazówek postępowania 
dla użytkowników testu cobas DPX.
Wyniki analizy czułości analitycznej testu 

DPX zostały zestawione z wynikami oceny testu 
Taqscreen DPX wykonanej dla genotypu 1 B19V 
w IHiT, a dla genotypów 2 i 3 B19V — w RCKIK 
w Lublinie [21].

Wyniki

Czułość analityczna i powtarzalność metody
W tabeli 1 przedstawiono wyniki badania 

testem cobas DPX rozcie  ńczeń WHO Reference 
Reagent DNA Parvovirus B19 09/110 (genotypy 
1–3) o stężeniu 31,6–0,1 IU/ml. 

Genotyp 1 DNA B19V wykryto we wszystkich 
24 próbkach zawierających 31,6 IU/ml i 10 IU/ml, 
wynik dodatni uzyskano także w 70,83%, 54,17% 
i 25% próbek o stężeniu odpowiednio 3,16 IU/
ml, 1 IU/ml i 0,316 IU/ml oraz w jednej spośród
24 próbek o stężeniu 0,1 IU/ml. 

Genotyp 2 DNA B19V wykryto we wszystkich 
24 próbkach zawierających 31,6 IU/ml, wynik do-
datni uzyskano także w 58,33%, 16,67% i 12,5% 
próbek o stężeniu odpowiednio 10 IU/ml, 3,16 IU/ml
i 1 IU/ml. W próbkach o stężeniu 0,316 IU/ml
i mniejszym nie wykryto DNA B19V. 

Genotyp 3 DNA B19V wykryto w 95,83% 
próbek zawierających 31,6 IU/ml, wynik dodatni 
uzyskano także w 58,33%, 16,67% i 4,16 % pró-
bek o stężeniu odpowiednio 10 IU/ml, 3,16 IU/ml
i 1 IU/ml. W próbkach o stężeniu 0,316 IU/ml
i 0,1 IU/ml nie wykryto DNA B19V. 

W tabeli 2 przedstawiono wyniki wykrywania 
RNA HAV w rozcieńczeniach (10–0,316 IU/ml)
WHO RNA HAV (00/562). We wszystkich 24 prób-
kach zawierających 10 IU/ml, 3,16 IU/ml i 1 IU/ml 
wykryto RNA HAV, wynik dodatni uzyskano także 
w 70,83%, 41,67% i 12,5% próbek o stężeniu 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 dotyczących 
wykrywalności DNA B19V w panelach rozcieńczeń 
materiału referencyjnego WHO dla DNA, genoty-
pów 1–3 B19V, oraz wykrywania RNA HAV w IS 
WHO RNA HAV 00/562.

Czułość analityczna wykrywania genotypu 
1 B19V testem cobas DPX, wyrażona jako 50% 
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Tabela 1. Wyniki badania DNA B19V testem cobas DPX w próbkach rozcieńczonego międzynarodowego panelu 
referencyjnego Światowej 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)

Stężenie DNA B19V
[IU/ml]

Liczba próbek
badanych

Liczba wyników
reaktywnych

Odsetek wyników
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 próbkach rozcieńczonego standardu Światowej Organiza-
cji 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)

Stężenie RNA  wirusa
zapalenia wątroby typu A

[IU/ml]

Liczba próbek
badanych

Liczba wyników
reaktywnych

Odsetek wyników
reaktywnych

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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i 95% wykrywalności (LOD, limits of detection), 
wyniosła odpowiednio 0,94 IU/ml i 8,70 IU/ml. 
Dla genotypu 2 i 3 B19V czułość analityczna 50%
i 95% LOD miała wartości odpowiednio 6,25 IU/ml
i 37,80 IU/ml, oraz 6,92 IU/ml i 29,84 IU/ml. Czu-
łość analityczna wykrywania RNA HAV testem 
cobas DPX wyniosła z kolei 0,13 IU/ml dla 50% 
LOD oraz 0,82 IU/ml dla 95% LOD.

Poprawność identyfi kacji dodatniej próbki 
w pulach osocza składających się
z 96 donacji

Dla jednej z ośmiu badanych pul (MP96) 
uzyskano wynik reaktywny DNA B19V (9,24 × 
108 IU/ml) i wynik nieważny (invalid) RNA HAV. 
Następnie zgodnie z algorytmem producenta testu 
przeprowadzono badania ośmiu minipul (tzw. pul 
wtórnych), z których każda składała się z oso-
cza pochodzącego z 12 próbek. Dla siedmiu pul 
wtórnych uzyskano wyniki niereaktywne, a dla 
jednej — wyniki nieważne (invalid) w kierunku 
DNA B19V i RNA HAV. Następnie indywidualnie 
zbadano wszystkie 12 próbek wchodzących w skład 
puli wtórnej, dla której uzyskano wyniki nieważne 
(invalid). W przypadku jednej z nich uzyskano 
wynik nieważny (invalid) badania RNA HAV oraz 
wynik powyżej wartości odcięcia (titer max; górna 
granica zakresu liniowości dla testu wynosi 1 × 
109 IU/ml) badania DNA B19V. Osocze tej donacji 
rozcieńczono 1 mln razy osoczem, w którym we 
wcześniejszym badaniu nie stwierdzono DNA 
B19V i RNA HAV. Rozcieńczoną donację zbadano 
ponownie testem cobas DPX indywidualnie i uzy-
skano wynik ilościowy DNA B19V 1,66 × 105 IU/ml
(po uwzględnieniu rozcieńczenia, wiremię w do-
nacji określono na poziomie 1,66 × 1011 IU/ml) 

oraz wynik RNA HAV niereaktywny. W efekcie 
przeprowadzonych badań poprawnie zidentyfi ko-
wano donację z wysokim stężeniem DNA B19V 
(> 109 IU/ml). Podczas badań nie obserwowano 
wyników fałszywie dodatnich będących skutkiem 
zanieczyszczeń materiałem biologicznym — tak 
zwanych kontaminacji (tab. 4).

W trakcie walidacji przeprowadzanych w IHiT 
i badań w RCKiK w Lublinie czułość analityczna na 
poziomie 95% wykrywalności (zakres rozcieńczeń: 
31,6–0,1 IU/ml) dla DNA B19V wyniosła w teście 
cobas DPX 8,7 IU/ml dla genotypu 1, 37,8 IU/ml dla 
genotypu 2 i 29,84 IU/ml dla genotypu 3, a w teście 
cobas Taqscreen DPX odpowiednio: 11,7 IU/ml,
4,58 IU/ml i 2,31 IU/ml [22]. 

Pozostałe obserwacje dotyczące 
użytkowania testu cobas® DPX
wraz z analizatorem cobas® 6800
oraz aparatem cobas p 680 (Roche) 

W trakcie oceny stwierdzono, że system cobas 
6800, za pomocą którego wykonuje się badanie 
testem cobas DPX, ma szereg użytecznych funkcji, 
między innymi podaje informacje o konieczności 
wykonania tygodniowej konserwacji, o uzupeł-
nieniu materiałów zużywalnych. Monitoruje daty 
ważności i numery serii odczynników oraz fi rmo-
wych kontroli dodatnich i ujemnych; wyświetla 
komunikaty, który z płynów/pojemników/statywów 
należy opróżnić lub uzupełnić; sprawdza obecność 
i odpowiednie położenie: kontroli firmowych, 
statywów z próbkami, materiałami zużywalnymi
i odczynnikami. System podaje informacje o nieczy-
telności kodów kreskowych, a także przewidywany 
czas zakończenia badania. Po zakończeniu badania 
w uporządkowany sposób przedstawia wyniki, po-

Tabela 3. Czułość analityczna testu cobas DPX na podstawie wyników wielokrotnego badania rozcieńczeń 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
(kod)

Liczba próbek Czułość analityczna,
wykrywalność 50%

(50-proc. przedział ufności)
[IU/ml]

Czułość analityczna,
wykrywalność 95% 

(95%-proc. przedział ufności)
[IU/ml]

B19V Genotyp 1 

(09/110) 
144 0,94 (0,63–1,38) 8,70 (4,92–21,69)

B19V Genotyp 2

(09/110) 
144 6,25 (4,41–9,00) 37,80 (22,24–93,65)

B19V Genotyp 3 (09/110) 144 6,92 (5,04–9,59) 29,84 (19,04–65,60)

RNA HAV

(00/562)
144 0,13 (0,09–0,18) 0,82 (0,49–1,96)
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zwala je dowolnie przeglądać oraz nimi zarządzać. 
W przypadku wystąpienia awarii program sterujący 
systemem cobas 6800 i aparatem cobas p 680 ge-
neruje komunikaty o zaistniałym problemie i po-
daje numer błędu. System archiwizuje wyniki oraz 
komunikaty na dyskach. Wyniki oraz komunikaty 
można również przesyłać przez sieć internetową. 
Połączenie internetowe umożliwia również zdalną 
diagnostykę aparatu przez serwis.

Potwierdzono, że instrukcja obsługi systemu 
cobas 6800 i cobas p 680, i wykonania testu cobas 
DPX opisuje poszczególne etapy badania DNA 
B19V i RNA HAV w sposób umożliwiający ope-
ratorowi na samodzielne wykonanie wszystkich 
etapów badania.

Obsługa oprogramowania aparatu cobas 6800 
i cobas p 680 jest analogiczna do obsługi testu 
cobas MPX.

Omówienie wyników walidacji

W trakcie badań ewaluacyjnych w IHiT stwier-
dzono, że test cobas DPX fi rmy Roche wykony-
wany w systemie cobas 6800 wykrywa z wysoką 
czułością DNA wirusa B19V o genotypie 1, 2
i 3. Uzyskane wyniki analizy czułości analitycznej 
wskazują, że badania mogą być prowadzone za-
równo w pojedynczych donacjach, jak i w pulach 

uzyskanych przez zlanie osocza z większej liczby 
donacji. Wielkość puli musi uwzględniać najnowsze 
zalecenia międzynarodowe oraz krajowe dotyczące 
czułości detekcji poszczególnych wirusów w odnie-
sieniu do pojedynczej donacji.

Porównanie czułości testów cobas DPX i cobas 
Taqscreen DPX (tab. 5) w wykrywaniu genotypu 
1 B19V wskazało na wyższą czułość testu nowej 
generacji, co jest zgodne z wynikami czułości 
analitycznej zamieszczonymi w instrukcjach pro-
ducenta. W przypadku genotypu 2 i 3 parwowirusa 
B19 zwraca uwagę mniejsza czułość testu cobas 
DPX w porównaniu z testem cobas Taqscreen 
DPX. Otrzymane różnice mogą wynikać z ma-
teriału użytego do badań. Należy podkreślić, że 
oceny nie dokonywano, stosując standard między-
narodowy (IS), ale użyto rozcieńczenia materiału 
referencyjnego (dostarczanego w postaci osocza), 
który oprócz genotypu 1 obejmuje genotypy 2 i 3.
W materiale referencyjnym (WHO Reference Rea-
gent for Parvovirus B19 Genotypes for NAT NIBSC 
code 09/110) poziom DNA B19V został określony 
na podstawie średniej otrzymanej z wyników badań 
ilościowych z 27 laboratoriów i wynosi: 5,98 log10 
IU/ml (5,61–6,32 log10 IU/ml) dla genotypu 1; 5,94 
log10 IU/ml (5,43–6,52 log10 IU/ml) dla genotypu 
2; 5,97 log10 IU/ml (5,21–6,54 log10 IU/ml) dla 
genotypu 3. Wyniki ilościowe dla materiału refe-

Tabela 4. Identyfi kacja dodatniej donacji z wysokim stężeniem DNA B19V w pulach osocza

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

Liczba

badanych pul osocza
(pula — 96 donacji)

dodatnich donacji/
/pul osocza

prawidłowo zidentyfi kowanych
dodatnich donacji w pulach

8 1 1

Liczba oznaczeń: 8 Identyfi kacja zakażonej donacji polegała na zbadaniu 8 pul wtórnych po 12 donacji, a następnie 
12 donacji wchodzących w skład reaktywnej puli wtórnej; aby zidentyfi kować zakażoną donację, 
wykonano łącznie 20 oznaczeń (21, licząc konieczność rozcieńczenia próbki o wysokiej wiremii)

Tabela 5. Czułość analityczna testu cobas DPX w porównaniu z testem cobas Taqscreen DPX

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

cobas DPX cobas Taqscreen DPX

Standard Światowej
Organizacji Zdrowia/WHO
Reference Panel

Seria Czułość analityczna,
wykrywalność 95%

[IU/ml]

Seria Czułość analityczna,
wykrywalność 95%

[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 wątroby typu A 00/562 0,8 nieobecny
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rencyjnego genotypów 2 i 3 charakteryzuje szerszy 
przedział ufności niż dla genotypu 1, co oznacza, że 
są one obarczone większym błędem [23]. Należy 
również wziąć pod uwagę, że otrzymane średnie 
wartości mogą odbiegać od rzeczywistego poziomu 
DNA B19V w materiale referencyjnym ze względu 
na niedokładność rozcieńczeń.

Ponieważ również w trakcie walidacji testu 
Procleix Parvo/HAV Assay, przeznaczonego do jed-
noczesnego wykrywania materiału genetycznego 
B19V i HAV, obserwowano różnice między podaną 
przez producenta czułością testu a wartościami 
otrzymanymi podczas ewaluacji, nie można również 
wykluczyć, że materiał referencyjny nie zachowuje 
stabilności. Taki proces został udokumentowany
w przypadku IS HCV [24].

Aby spełnić aktualne zalecenia Farmakopei Eu-
ropejskiej, zakładające, że należy identyfi kować do-
nacje, które w puli produkcyjnej mogą spowodować 
przekroczenie stężenia 10 tys. IU DNA B19V/ml,
badania w CKiK mogą być prowadzone w pojedyn-
czych donacjach oraz w tak zwanych pulach osocza 
składających się z 6, 24, 96 donacji [13]. 

W IHiT poprawność identyfi kacji dodatniej 
próbki w pulach osocza oceniano, prowadząc ba-
dania w pulach po 96 próbek. Wykonanie badań 
testem cobas DPX w systemie cobas 6800 z apa-
ratem cobas p 680 pozwoliło na prawidłową iden-
tyfi kację donacji o wysokiej wiremii. Obserwacje 
poczynione w czasie przeprowadzonej symulacji 
wskazują, że należy zwracać szczególną uwagę na 
wyniki nieważne (oznaczone jako invalid), które 
mogą być wywołane skrajnie wysoką DNA-emią 
B19V (powyżej zakresu liniowości testu, tj. 1 × 109 
IU/ml). W takiej sytuacji należy próbkę wyjściową 
rozcieńczyć zgodnie z zaleceniami producenta testu 
(pamiętając, że rozcieńczając próbkę zmieniamy 
w niej stężenie wszystkich jej składowych, w tym 
u dawcy z wiremią HAV — poziomu RNA HAV).

W przypadku wyniku reaktywnego lub nie-
ważnego (invalid), w trakcie badania DNA B19V 
w pulach należy postępować zgodnie z zalecenia-
mi producenta. W badaniach MP96 identyfi kacja 
donacji wywołującej reaktywność MP96 polega 
na wykonaniu badania ośmiu pul wtórnych po
12 donacji. Wszystkie donacje wchodzące w skład 
reaktywnej puli wtórnej są następnie badane po-
jedynczo. Przyjęte postępowanie oznacza, że do 
identyfi kacji zakażonej donacji należy wykonać 
przynajmniej 20 oznaczeń ( 21, jeżeli wiremia 
próbki przekracza 109 i konieczne jest jej badanie 
w odpowiednim rozcieńczeniu), nie licząc próbek 
kontrolnych. Analogiczne postępowanie obowiązu-
je po wykryciu w MP96 RNA HAV. 

W trakcie badań w IDT i pulach liczących 
96 donacji lub mniej nie obserwowano wyników 
fałszywie reaktywnych spowodowanych kontami-
nacjami oraz wyników nieważnych (łączna liczba 
oznaczeń 644). 

Podsumowanie

Test cobas® DPX fi rmy Roche może być uży-
wany do badania DNA B19V i RNA HAV w osoczu 
dawców krwi. Badania dawców w pełni zautoma-
tyzowanym systemie cobas 6800 z aparatem cobas
p 680 należy prowadzić w tak zwanych pulach 
osocza, przy czym możliwe jest również wykonanie 
badania w pojedynczych donacjach z pominięciem 
cobas p 680. Wielkość puli musi uwzględniać ak-
tualne rekomendacje międzynarodowe i krajowe 
określające poziom wykrywalności DNA B19V.

Badania w systemie cobas® 6800 i p680 mogą 
być wykonywane wyłącznie przez wysoko wykwa-
lifi kowany personel, przeszkolony w zakresie sto-
sowania metod biologii molekularnej oraz obsługi 
systemu cobas® 6800 oraz p 680 fi rmy Roche do 
wykonywania badań testem cobas® DPX. Należy 
bezwzględnie przestrzegać instrukcji i zasad użyt-
kowania systemu cobas® 6800 i p680.
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