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Abstrakt

Vysetreni infekénich markert u darct krve na Transfuznim oddéleni Nemocnice
Ceské Budéjovice a.s.

Tématem prace je vySetfeni infek¢nich markert u darct krve. Dle zakonné normy
se darovana krev vysetiuje na pivodce onemocnéni AIDS, HBV, HCV a syfilis. I kdyz
riziko ptfenosu v poslednich desetiletich kleslo, stale zistavaji hrozbou transfuzni
mediciny. Bakteridlni kontaminace je dokonce nejdéle znamé riziko hemoterapie. Na
Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. se vzorky od darct krve
vySetfuji v laboratofi Analytiky darcii. V soucasné dob€ se vSechna vySetieni provadéji
na jediném pfistroji Abbott Architect. Pied analyzatorem Architect se virologické
markery vysetfovaly na pfistroji Abbott AXSYM a syfilis se vySetioval pomoci
diagnostické soupravy od firmy Serodia, metodou TP-PA.

Cilem prace je porovnat stavajici a predchozi vySetfovaci systémy. Popsat
jednotlivé metodiky vySetfovani, spocitat pocty reaktivnich vysledkii a porovnat
vysledky jejich konfirmacnich vySetfeni. Zjistit Cetnost reaktivnich a pozitivnich
vysledku u novych darct, ovéfit vysledky druhé konfirmace u kontrolnich vzorkd.

Prace informuje o zakladnich kritériich pro vybér darci krve, jednotlivych
infekénich markerech, kde jsou zatfazeny infekce, u nichZz dochéazi k delsi pfitomnosti
ptvodct v krvi a prostfednictvim darované krve dochazi k pienosu nékazy.

Dale jsou popsany principy metod analyzatoru AxSYM, Architect a diagnostické
soupravy Serodia TP-PA. U analyzatoru AxSYM se jedna o enzymovou imunoanalyzu
na mikrocasticich. Serodia TP-PA slouzi K prikazu protilatek proti Treponema
pallidum. Test je zaloZen na principu aglutinace senzibilizovanych ¢astic v pfitomnosti
protilatek proti Treponema pallidum v darcovské plazmé. Ptistroj Architect pracuje na
principu chemiluminiscence, je to detek¢ni metoda pro méfeni a kvantifikaci analytu.
Analyzatory AXSYM 1 Architect udavaji vysledky automaticky jako pomér hodnoty
optické denzity vzorku a cut-off, kazdy vysledek doprovazi i slovni vyhodnoceni.
Hladina cut-off je arbitralni Kk rozliSeni negativniho a pozitivniho vysledku. Reaktivni

vysledky jsou odeslany do Narodni referen¢ni laboratote, kde jsou opakované vySetieny



screeningovou metodou a metodami pracujicimi na odlisném principu nez je vySetieni
screeningove.

V obdobi od 1. 1. 2011 az 31. 1. 2011 bylo na analyzatoru AxXSYM vysetieno
17262 darct krve na infekce HIV, HBsAg a HCV, stejny pocet vysetfeni byl proveden
I metodou TPPA pro diagnostiku onemocnéni syfilis. V obdobi od 1. 2. 2012 do 31. 1.
2013 bylo na analyzatoru Architect vySetieno 18346 vzorku od darct krve na infekce
HIV, HBV, HCV a syfilis. Z celkového pocétu vySetieni provedenych analyzatorem
AXSYM a diagnostickou soupravou TP-PA bylo za rok 2011 reaktivnich 57 vzorkd.
S pfichodem analyzatoru Architect se pocty reaktivnich vzorkli zvySily vice nez
dvojnéasobné na 121 vzork.

Nejvetsi nartst reaktivity je patrny u diagnostiky syfilis, dale u metody anti-HCV.
U obou metod se jednd o priukaz protilatek, z tohoto divodu je mozné usuzovat na
interferujici vliv jinych, nespecifickych protilatek. V obdobi vySetiovani vzorka
systtmem AxSYM a metodou TP-PA se zjistily tyto pocty reaktivnich vysledk u
kontrolnich vzorkl 20, u prvodarcii 10 a pravidelnych darcii 27. Po ptfechodu na systém
Architect vzrostly pocty reaktivnich vzorkl oproti ocekdvani nejvice u pravidelnych
darct a to na 88 vzorku za sledované obdobi, U prvodarct bylo 8 reaktivnich vzorkd a
reaktivnich kontrolnich vzorki bylo 25.

Vysledky konfirma¢niho vySetfeni u kontrolnich vzorki jsou ve vétSin€ piipadi
negativni, bez ohledu na to, na jakém analyzatoru byl jejich ptedchozi screening
reaktivni. Nejvice nejasnych vysledkt z NRL bylo u metody anti-HCV.

Dohromady NRL potvrdila 5 pozitivnich vysledki sledovanych infekei, z toho
4 u novych darct, toto zjisténi potvrzuje predpoklad, Ze prvodarci jsou rizikova skupina
a s pravidelnym darcovstvim se zvySuje bezpe€nost krevni transfuze.

Na zaklad¢€ vSech porovnanych parametrii 1ze povazovat oba analyzatory za vhodné
pro vysetieni darct krve s dostatecnou specifitou a senzitivitou. Analyzator AxSYM byl
nahrazen nové¢jsim analyzatorem Architect predevsim kviili modernizaci ptistrojového
vybaveni. Technologie chemiluminiscen¢ni analyzy je upfednostiiovana kvili vysoké

citlivosti, jednoduchosti a spolehlivosti.



Abstract

Investigation of infectious markers of blood donors in Blood Estabishment
Hospital Ceské Bud&jovice a.s.

The theme of the bachelor thesis is “Infectious Disease Marker Testing of Blood
Donors”. According legal rules, donated blood is tested for infectious agents of AIDS,
syphilis and HBV, HCV. The risk of transmission of such diseases has been decreased
in recent decades nevertheless it is still a threat to transfusion medicine. Bacterial
contamination is even the risk of hemotherapy which has been known for the longest
time. At the Transfusion Department of the Ceské Bud&jovice Hospital, Inc., the
samples of blood donors are tested in the Blood Donors Analytics Laboratory. At
present, all the tests are performed on a single instrument Abbott Architect. Before
testing on the Architect analyzer, viral markers were tested on the Abbott AXSYM
instrument, while syphilis was tested via TP-PA method using a diagnostic kit by
Serodia.

The objective of the bachelor thesis is to compare the current testing systems with
the previous ones, describe individual testing methods, count the numbers of reactive
results and compare results of its confirmation tests, find out the frequency of reactive
and positive results in new blood donors, verify results of the second confirmation of
control samples.

The thesis informs about basic criteria to select blood donors, individual infectious
markers which cover the infectious diseases, in which a prolonged presence of the
agents in blood occurs, and thus the transmission of the infection is possible.

Further, the principles of methods used by the AXSYM analyzer, the Architect
analyzer and Serodia TP-PA diagnostic kit are described. In the AXSYM analyzer, the
method of enzyme immunoassay on microparticles is involved. Serodia TP-PA is used
to detect antibodies against Treponema pallidum. The test is based on the principle of
agglutination of sensitized particles in the presence of antibodies to Treponema
pallidum in donor plasma. The Architect analyzer works using the principle of
chemiluminiscence, which is a detection method intended for measuring and

quantification of the analyte. The content of the analyte is determined by a measurement



of chemiluminiscent emission. The AXSYM and Architect analyzers show the results
automatically as a ratio of the optic density sample value to cut-off. In addition, each
individual result is provided with a verbal evaluation. Cut-off value is a decisive value
to distinguish negative result from the positive one. The samples showing the reactive
results are sent to the National Reference Laboratory to be retested by means of the
screening method and the methods working on the principle different from that used in
screening test.

In the period from 1% January 2011 to 31% December 2011 17,262 blood donors
were tested using the AXSYM analyzer to detect HIV, HBsAg and HCV infections. The
same number of the tests was performed also by TP-PA method to diagnose syphilis. In
the period from 1% February 2012 to 31% January 2013, 18,346 of blood donor samples
were tested to detect HIV, HBV, HCV and syphilis. 57 samples from the total number
of tests performed on the AXSYM analyzer and TP-PA diagnostic kit were reactive in
the year 2011. With the installation of the Architect analyzer the numbers of reactive
samples increased more than twice, namely to 121 reactive samples.

The largest increase in reactivity is evident in case of syphilis diagnostics where an
increase from 11 reactive samples with TP-PA method to 49 reactive samples tested on
the Architect analyzer was observed. It was the similar with anti-HCV method where an
increase from 34 to 49 was recorded. In both cases, the methods for antibodies detection
are involved, and so it can be taken into account the interference with other non-specific
antibodies. In the period of testing by TP-PA method on the AXSYM system, 20
reactive control samples, 10 reactive first time blood donors samples and 27 reactive
regular donors samples were detected. After the changeover to Architect system, the
numbers of reactive samples were increased unexpectedly in regular donors the most,
namely up to 88 samples within the monitored period unlike 8 reactive samples in first
time donors or 25 reactive control samples.

In most cases, the confirmation test results of control samples are negative
regardless the type of analyzer used for screening tests showing reactive results. The
largest number of unclear results from the National Reference Laboratory (NRL) was
observed with anti-HCV method.



The NRL confirmed altogether 5 positive results for the monitored infection
diseases, from which 4 were in new donors. This finding confirms the assumption that
the first time donors are a risk group while with the regular blood donation the safety of
blood transfusion is increasing.

Based on all observed parameters the both analyzers can be regard as the safe
systems for blood donors testing showing the sufficient specificity. The AXSYM
analyzer was replaced by the newer Architect analyzer because of upgrading the
machine equipment primarily. The chemiluminiscent test technology is preferred

because of its high sensitivity, simplicity and reliability.
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Seznam pouZzitych zkratek

Ab
Ag
AIDS
BWR
CD
CMIA
CR
DNA
EDTA
EIA
ELISA

FTA ABS

HBV
HCV
HIV
1gG
IgM
KFR
MEIA
NAT
NRL
PCR
RIBA
RLU
RNA
RRR
RT-PCR
TP
TPHA

protilatka

antigen

syndrom ziskané imunodeficience

Bordet-Wassermanova reakce

diferencia¢ni antigen (cluster of differentiation)

chemiluminiscen¢ni imunoanalyza

Ceska Republika

deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

enzymova imunoanalyza

enzymova imunoanalyzy na pevné fazi

Floufescent Treponema Antibody Absorption test- test na treponemové
protilatky

virus hepatitidy B

virus hepatitidy C

virus lidské imunodeficience

imunoglobulin G

imunoglobulin M

komplement fixa¢ni reakce

enzymova imunoanalyza na mikrocasticich

nucleic acid test, test na nukleové kyseliny

Narodni referencni laboratot

polymerazova fetézova reakce

rekombinantni imunoblotovaci analyza

relativni svételné jednotky

ribonukleova kyselina

rychlé reaginova reakce

polymerdzova fetézova reakce v realném case

Treponema pallidum

hemaglutinacni test na Treponema pallidum
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TP-PA aglutinacni test na Treponema pallidum
VDRL veneral disease research laboratories test - test k diagnostice syfilis

ZTS zafizeni transfuzni sluzby
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Uvod

Tématem bakaldiské prace je vySetfeni infekénich markerti u darcti krve. Prestoze
se Vv poslednich desetiletich riziko ptenosu infekénich nemoci v darované krvi ve
vyspélych statech rapidné snizilo, nelze pfijemci zaruCit naprosto bezpecnou krev.
Vysetfeni infekénich markert u darcii krve stanovuje vyhldska ¢. 143/2008 Sb.
VysSetfeni znamek infekce u déarct krve a jejich slozek tvoifi soucast kritérii pro
propousténi transfuznich piipravkia pro lécebné vyuziti. Dikladné vySetieni darce krve
zvysSuje bezpecnost vyrobeného transfuzniho pfipravku. Ve smyslu chapéani piipravki
vyrobenych z lidské krve jako 1é€iva je nutné zajistit jejich 1écebnou schopnost a to bez
ptipadnych nezadoucich komplikaci zpusobenych v dusledku ptenosu infekce.

Riziko bakterialni kontaminace transfuznich ptipravki je nejdéle znamym rizikem
hemoterapie a je dlouhodobé vnimano jako vysoké. Nejvyssi riziko bakteridlni
kontaminace ptedstavuji trombocytové pripravky (skladovani pii teploté +22°C).
Nejdéle znamé infekéni riziko hemoterapie je syfilis. Jeho vyznam a incidence
kontaminace transfuznich pfipravkii jsou v souCasnosti minimalizovany diky
pouzivanym metodam skladovani transfuznich piipravkd a pomérné nizkému vyskytu
syfilis v populaci darcti v CR. (1)

Z virovych infekci jsou v Ceské republice darci krve povinné testovani na
neptitomnost infekce hepatitidy B, hepatitidy C a HIV/AIDS. Nejvyssi riziko pifenosu
virové infekce je spojeno s erytrocytarnimi transfuznimi pfipravky. Riziko prenosu
jednotlivych virovych agens kolisa v zavislosti na jeho vyskytu v populaci darct krve.
V CR je piiblizny vyskyt pienosu hepatitidy B a/nebo hepatitidy C transfuzi 1:450 000.
Pfenos HIV/AIDS transfuznim piipravkem byl v CR zaznamenan naposledy
v 80. letech pred zavedenim rutinniho testovani darct krve. (1)

Mezi vySetfeni provadéna v laboratoti Analytiky darct po odbéru na Transfuznim
oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, patii protilatky anti-HIV 1/2, antigen p24 ke
screeningu infekce HIV, antigen HBsAg K vysetieni hepatitidy B, protilatky anti-HCV
ke stanoveni hepatitidy C a protilatky proti Treponema pallidum. VSechna jmenovana

vysetfeni se v soucasné dobé provadeji na analyzatoru Abbott Architect. Tato prace se
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zabyva jiz zminénym analyzatorem a také jeho piedchiidcem, pfistrojem Abbott
AXSYM, na kterém se vySettovaly virové markery HIV, HCV a HBV. Syfilis se pred
ziskanim analyzatoru Architect vySetfoval pomoci diagnostické soupravy od firmy
Serodia metodou TPPA.

Sérologické testy jsou zalozené na prukazu protilatek, které se v krvi objevuji az za
nekolik dni az mésici po kontaktu s infekci. VySetieni protilatek je tedy v tomto
¢asném obdobi negativni, i pokud je darce nakazen. U nékterych metod lze zkratit
diagnostické okno vySetfenim antigenu. Dal$i moZnosti je pfimé stanoveni virové

nukleové kyseliny.
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1 Darcovstvi krve a vySetrovani infek¢nich

markeru u darcu krve

1.1 Historie krevni transfuze

Zminky o transfuzi je mozno nalézt jiz ve staroegyptskych, starofeckych
afimskych pisemnych pamatkach. Dodnes se vSak nenaSly doklady, zda se ve
skutecnosti také provadély. Objeveni krevniho obéhu Wiliamem Harveyem v 17. stoleti
bylo prvnim krokem pfi ziskdvani poznatkl o skute¢né funkei krve a soucasné podnitilo
snahy o jeji léCebné vyuziti. Opakované nezdary a umrti souvisejici s transfuzemi
zviteci 1 lidské krve byly zplsobené neznalosti, a tedy nerespektovanim zasad
sluCitelnosti krve. Historie dne$ni transfuzni sluzby =zacala az ve 20. stoleti.
Rozhodujicim meznikem bylo, objeveni skupinového systému ABO (Landsteiner 1901,
Jansky 1907, Moss 1910), objev protisrazlivého u¢inku a neSkodnosti citronanu
sodné¢ho (r. 1914 Hustin, Agote, Lewisohn) a v neposledni fadé¢ objev moznosti
skladovéni krve v roztoku citronanu sodného a glukdzy za pouziti chladu. K prudkému
rozvoji transfuzni sluzby piispéla ve zna¢né mite 2. svétova valka. V tomto obdobi se
vytvofil zdklad tzv. komponentové lécby. Od pouZivani celé¢ krve na transfuze se
postupné pieslo na pouzivani jednotlivych slozek. V soucasnosti se prakticky vSechna

odebrana krev zpracovava na jednotlivé krevni komponenty. (2, 3)
1.2 Nabor a vybér darci krve

Zdravotni zpusobilost darce krve uréuje vyhlaska MZ CR 143/2008 Sb.
O stanoveni blizSich pozadavkl pro zajisténi jakosti a bezpecnosti lidské krve a jejich
slozek (Vyhlaska o lidské krvi) ve znéni pozdé&jSich piedpisi. Jejim cilem je vybrat
osoby vhodné pro darovani krve a krevnich slozek pro 1é€ebné ucely a téZ zjistit, zda

potencialni darci krve a jejich slozek (dale jen darci) jsou zdravi. Darovanim krve se

16



nesmi poskodit zdravi darct, ale i pfijemce transfuze se musi chranit pifed pirenosem

infekénich onemocnéni a jinych $kodlivin. (4, 5)
1.2.1 Nabor darci krve

Dércovstvi krve je dobrovolné a na darce se nesmi vyvijet natlak. Nabor je
zaméieny hlavné na bezptispévkové darcovstvi krve. Hlavni motiv pro darovani krve je
nezi$tna pomoc jinému clovéku. Rozhodujici tlohu pfi vychové a naboru darci ma
Cesky &erveny kiiz. Na propagaci se vyuzivaji piednasky, plakaty, letaky, agitatni
¢lanky, osobni kontakt, rozhlasové a televizni vysilani zaméfené na vyznam a 1é¢ebné

poslani krve a jejich slozek, jeji nenahraditelnost, na podminky a moZznosti darovani

krve. (4)

1.2.2 Vybér darcu krve.

Darcem krve se miuze stat kazdy, kdo spliiuje stanovené limity: vék 18-65 let
(prvodarci do 60 let), télesnd hmotnost > 50 kg, uspokojivy zdravotni stav. Dérci po
pfichodu na transfuzni odd¢€leni vyplni dotaznik dérce krve, kde mimo jiné odpovidaji,
zda se sezndmili S Poucenim pro darce krve a podpisem stvrzuji, Ze jimi uvedené udaje
jsou pravdivé. Poté se jim zméii krevni tlak, puls a teplota. Ta by méla byt maximalné
37 °C, puls ma byt pravidelny 50-100 tepti za minutu a krevni systolicky tlak nesmi byt
vyssi nez 180 mm Hg, hodnota diastolického tlaku nesmi byt vétsi nez 100 mm Hg.
Dale se ptfed kazdym odbérem vySetiuje hemoglobin, u Zen nesmi byt hladina nizsi
nez 125 g/1, u muzh niz8i nez 135 g/l.

Zpusobilost k darovani krve posuzuje I€kaf transfuzniho oddéleni na zakladé
vyplnéného dotazniku darce krve, zdravotni anamnézy, cestovatelské anamnézy,
klinickych a laboratornich vySetfeni a osobniho pohovoru. V dotazniku jsou otazky
odkryvajici darclv zdravotni stav, prodé€lané operace, nemoci. Dale jsou darci
upozornéni na skute¢nost, ze zatajenim dulezitych skute¢nosti, které by mohli ohrozit
piijemce transfuze je postizitelné zakonem. Po odbéru se z krve darch vysetiuje krevni
skupina, Rh fenotyp, pfitomnost protilatek proti erytrocytim a prikaz na infekce HIV,

HBV, HCV a syfilis. Prave kviili zminénym infekénim markertim je velmi dilezité aby
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darcovstvi bylo bezplatné, pouze tak lze dosahnout co nejnizsiho rizika pro pfijemce.

K tomu dopomaha také pravidelné darcovstvi, kdy je krev vySetfovana opakované. (4,

56,7)
1.3 Infek¢ni markery u darci krve

V této skupin€ jsou zafazeny infekce, u nichz dochazi k delsi pfitomnosti piivodcii
v krvi (virémii, bakteriémii) a prostiednictvim darované krve, specidlnich krevnich
produktii, biologickych materialli, transplantovanych organii ¢i tkani, parenteralnimi
zakroky, nastroji kontaminovanymi krvi, dale kontaminovanymi jehlami a stfikackami

mezi intraven6znimi narkomany, dochazi k ptenosu nakazy. (8)
1.3.1 HIV/AIDS

Onemocnéni, které vyvolavaji viry lidské imunodeficience (human
immunodeficiency virus-HIV), bylo poprvé popsano v roce 1981. Nyni se infekce HIV

projevuje jako celosvétova pandemie. Nejvice je postizena subsaharska Afrika. (9)

e Kilinické projevy:

Prvni pfiznaky nemoci, které pfipominaji spiSe obyc€ejnou chiipku nebo anginu, se
objevi za 2-6 tydnii. Po nékolika tydnech tyto obtiZe ustoupi a ¢lovek se opét citi zdrav,
je vsak infekéni a v jeho téle virus napada dal$i buiiky a tkané. Po uplynuti jednoho
nebo vice rokl propukd nemoc znovu. Ke klasickym ptiznakiim patii hubnuti, zvétSeni
miznich uzlin, tnavnost, slabost, déletrvajici priijmy a kvasinkové infekce postihujici
dutinu ustni. Postupné se piidavaji dal§i tzv. oportunni infekce, coz jsou infekce
vyvolané malo patogennimi mikroorganismy, které¢ by ¢lovéka s normalné fungujici
imunitou neohrozily. Toto stddium nemoci odpovida syndromu ziskané

imunodeficience (acquired imunodeficiency syndrome AIDS). (9)
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e Pivodce:

Puvodcem infekce je virus HIV, ktery patii do rodu Lentivirus z Geledi
Retroviridae. Existuji dva typy lidské imunodeficience: HIV-1 a HIV-2, které se lisi
povrchovou strukturou, patogenitou, geografickym rozlozenim a nékterymi

epidemiologickymi charakteristikami. VétSinu onemocnéni vyvolava HIV-1. (8, 10)

e Stavba virionu:

Viriony vsech lentivirt, véetné HIV, znazornéné v ultra tenkych fezech maji
kulovity tvar o priméru 110 nm. Vnittek ¢éstice je vyplnén konickou nukleokapsidou
core, jez obsahuje RNA, enzymy a protein p24. Nukleokapsida je svym uzs$im koncem
ptipojena K obalu, prostor mezi obalem a nukleokapsidou je vyplnén matrixovym
proteinem. Obal obsahuje kromé lipida i glykoproteiny (glykoprotein 41, glykoprotein
120 a protein 18) buné&tného pivodu a ¢ni z néj 72 pravidelné uspoiadanych vybézka.
(10,11)

e Patogeneze onemocnéni:

Virus poskozuje lymfocyty s povrchovym antigenem CD4. Tyto burnky jsou
odpovédné za bunécnou imunitu. Tvorba protilatek, kterou zprostfedkovavaji B-
lymfocyty, neni az témét do termindlniho stadia ovlivnéna. Pfi onemocnéni AIDS se
proto vyskytuje tada infekci ptisobenych agens, u kterych je normalné imunita prevazné

bunécna. (12)
e Prevence:

pusobeni na vetejnost, véetné sexualni vychovy na Skolach. Dalsi tyto programy jsou
zam¢fené na prevenci narkomanie. Provadi se vysetfovani darct krve, kostni dieng,
organt, tkani a spermatu na HIV protilatky scilem vyloucit pozitivni osoby

z darcovstvi.(8)
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e Laboratorni prikaz:

Rutinni laboratorni prikaz infekce HIV se provadi tfemi moznymi zpisoby.
Vétsinou se jednd o priuikaz protilatek, dalsi je kombinovany test Ag/Ab, v nékterych
piipadech je mozné stanovovat samotny Ag . Protilatky proti obalovym glykoproteinim
HIV se daji prokazat uz za tfi tydny po infekci, nékdy ale az za tii mésice i pozdé&ji
a pretrvavaji do konce zivota. Pouzivaji se imunoenzymatické testy typu ELISA
s rekombinantnimi antigeny HIV-1 a HIV-2. V Casné fazi je mozné prokazat infekci
stanovenim virového antigenu p24. S rozvojem protilatkové odpovédi prokazatelnost
Ag p24 vétSinou zanika. Pti reaktivnim vysledku se vzorek zasila do Néarodni referen¢ni
laboratote pro AIDS ve Statnim zdravotnim ustavu v Praze. Kde se vysledek konfirmuje
a je ohlasen laboratofi, kde bylo provadéno screeningové vysetieni. (10, 11, 13)

K vySetfovani déarci krve na infekci HIV je nutné dle zakona pouzivat
kombinovany test pro stanoveni antigenu i protilatek. Za dostate¢nou screeningovou
metodu je povazovan AxSYM Combo HIV test. Procento falesné pozitivnich vysledkd,
bylo u darcu krve 0,13% se specifitou testu pro screening 99,87%. Dalsim moznym
analyzatorem je Architect, jeho velkd vyhoda je kratky cas od zadani pozadavku ke
kone¢nému vysledku, propustnost metody a sama laboratorni prace. Na zaklad¢ studie
je Architect HIV Ag/Ab Combo test povazovan za nejcitlivéjsi ve své tiidé. Dalsi
vysledky ukazuji, Ze tento test je velmi uzite¢ny i k detekci akutni HIV infekce. Se
specifitou testu 99,50% az 99,90%. Jednou z dalSich mozZnosti vySetfovani HIV u darct
krve je RT-PCR. Ovsem na zaklad¢ vysoké specifity testu Architect HIV Ag/Ab Combo
je povazovan za vice nez dostate¢ny, vzhledem k tomu je vhodny i K testovani do

oblasti s vysokym vyskytem HIV. (14, 15, 16, 17)
1.3.2 Hepatitida B

Virova hepatitida B predstavuje v celosvétovém méfitku jeden z nejvétSich
zdravotnickych probléma soucasnosti. Odhaduje se, Ze béhem zivota se virem

hepatitidy B (HBV) infikuje vice nez dvé miliardy lidi a Ze v soucasnosti je chronicky
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infikovano 350-400 miliond osob. Ro¢n¢ umiraji zhruba 1-2 miliony osob na piimé

nasledky infekce HBV. (9, 18)

e Kiinické projevy:

Onemocnéni ma kromé¢ hlavniho pfiznaku, jimz je onemocnéni jater Casté ptiznaky
podobné chiipce, kloubni, kozni a neurologické. Virus HBV se interaguje do
hostitelského genomu, z tohoto divodu je jeho eliminace prakticky nemozna. Pouze
pacienti bez obtizi maji nizkou nebo nedetekovatelnou hladinu viru v krvi. Do
chronicity ptechdzi HBV pitiblizn¢ 5-10 % piipadt u dospélych s moznym vznikem
jaterni cirhézy ¢i hepatocelularniho karcinomu. Pravdépodobnost tohoto piechodu je

nepiimo zavisla na véku infikovaného. (8, 19)

e Puvodce:

Piivodcem je maly DNA-virus, ktery je zatazen do Celedi Hepadnaviridae, rodu
Orthohepadnavirus. Pfislusnici ¢eledi maji kromé typické morfologie a zvlastniho
zpusobu replikace nckteré dalSi spolecné charakteristické vlastnosti jako napt. velmi
maly okruh hostitelti, vyrazny tropizmus k jaternim bunikdm nebo tendenci perzistovat
V organismu a navozovat vznik chronické hepatitidy, nemoci z imunokomplexi, jaterni

cirhozy a hepatocelularniho karcinomu. (13)

e Stavba virionu:

Kompletni virion je oznafovéan jako Daneho Céstice. Jedna se o virus, ktery ma
velmi sloZitou strukturu a v lidském organismu vyvolava velmi sloZity (pro DNA viry
naprosto unikétni) cyklus mnozeni viru. Velmi diileZitou strukuralni soucésti virionu je
HBsAg (hepatitis B surface antigen), coz je dfive nazyvany australsky antigen.
V povrchu viru jsou zakotveny celkem tfi podjednotky antigenu, z nichz ma kazda svij
presné definovany vyznam, uplatiuji se naptiklad pti vstupu viru do bunky. Pod obalem
je dfen neboli nukleokapsida, jejiz hlavni slozkou je fosfoprotein oznacovany jako

HBcAg (core). Dfen ukryva virovou DNA a enzymy polymerazu a proteinkinazu.
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Rozpustnou slozkou core je HBeAg, ktery je mozné vyuzit ke sledovani aktivity

infekce. (11, 18)

e Patogeneze onemocnéni:

HBV je primarn¢ hepatotropni a jaterni buiikky obsahuji nejméné dva faktory
aktivujici jeho replikaci. Postupné byva nakazena celd populace jaternich bunék a nejen
hladina HBsAg, ale i titr infekéniho viru v krvi dosahuji extrémné vysokych hodnot,
aniz se aktivuje imunitni systém. Vlibec neni jasné, co nakonec imunitni systém probudi

a umozni mu vyrovnat se s infekei. (11, 13)

e Prevence:

Aktivni imunizace je v soucasnosti nejdulezitéj§im prostfedkem k prevenci vzniku
HBV infekce. Vakciny v sou€asnosti dostupné na nasem trhu jsou piipravovany
rekombinantni DNA technologii. Obsahuji pouze urcity fragment povrchového antigenu
HBV (tj. ¢ast HBsAg) a to tu ¢ast, kterd je imunogenni. Vysledkem podani vakciny je
izolovana produkce anti-HBs protilatky, kterd je nositelem imunity proti HBV.
Mechanismus ucinku anti-HBs spoc¢iva v tom, Ze piti kontaktu osoby u¢inné ockované
svirem HBV dojde knavazani anti-HBs na pfislusnou oblast HBsAg, ¢imzZz je

znemoznén prinik HBV do hepatocytu. (18)

e Laboratorni prikaz:

Na celém svété je nyni k dispozici vice neZ 40 komercné dostupnych testll
kK vySetieni antigenu HBs (HBsAg). Test se nejcastéji opirda o vySetfeni, pomoci
komer¢nich diagnostickych souprav ELISA. U hepatitidy B jde o prikaz HBsAg,
HBeAg, anti-HBs, anti-HBc a anti-HBe. Po prodélané hepatitidé mtize HBsAg jiz
chybét. Ztohoto diivodu se doporuCuje dalsi testovani protilatky anti-HBc, tato
protilatka je pfitomna na konci akutni fazi 1 v pribéhu chronického nosicstvi, jejim
testovanim doSlo ke sniZeni poctu transfizi pfenesenych onemocnéni hepatitidou B,

nevyhodou tohoto stanoveni je velky pocet faleSné pozitivnich vysledka. (11, 13, 20)
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I kdyz byly testy anti-HBc IgM plvodné vyvinuty k testovani akutni infekce,
ukazalo se, ze podle jejich titru je mozné odliSit nosi¢e neaktivniho HBsAg a pacienta
s negativnim HBeAg. Na zakladé vysledkli studie porovnani kvantifikacnich metod
stanoveni anti-HBc IgM bylo ukazano, Ze jak enzymovd imunoanalyza na
mikrocasticich (MEIA) tak i chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikroc¢ésticich
(CMIA) maji dobré funk¢ni vlastnosti s nizkou variabilitou testu a nejsou ovlivnény
revmatoidnim faktorem. Pfesto se do budoucna pocita s nahrazenim metod MEIA za

technologii CMIA, hlavné kvili vysoké citlivosti, jednoduchosti a spolehlivosti. (21)
1.3.3 Hepatitida C

Celkové se odhaduje, Ze virem hepatitidy C je na svété infikovano kolem 170-200
miliontt osob. Pfed zavedenim rutinniho testovanim darct krve se vétSina osob
infikovala transfuzemi krve ¢i krevnich derivati. Nyni jsou nejohrozenéjsi skupinou
piedevsim injek¢ni uzivatelé drog. Obecné se ale, kromé piimého styku s krvi, HCV

ptenasi obtizné, i kdyz je ptitomen i ve slinach. (9, 11, 18)

e Kilinické projevy:

Vice nez polovina akutnich infekci probiha bezptiznakové, u zbyvajicich prevladaji
unava a gastrointestinalni pfiznaky, ikterus je vzéacny. Zavazny je prechod do
chronicity, ke kterému dochéazi u 70-80 % infikovanych. U vétSiny z nich dochézi ke
vzniku chronické aktivni hepatitidy, pfipadné cirthézy, moZny je 1 vznik
hepatocelularniho karcinomu. ZavaZnost jaterniho postizeni a piechod do cirhdzy

ovliviiuje predevsim vék v dobé nakazy a trvani infekce. (8)

e Puvodce:

Virus hepatitidy C je RNA virem patfici do ¢eledi Flaviviridae, rod Hepacavirus.
V soucasnosti se rozliSuje 6 genotypl, znichZ nékteré maji subtypy. Jednotlivé

genotypy maji rozdilné geografické zastoupeni, vyvolavaji odliSny klinicky prib¢h

a jsou ruzng citlivé na 1éCbu. (8, 18)
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e VIastnosti virionu:

Vir obsahuje jediny gen kédujici polyprotein, jenz je podroben $tépeni na jednotlivé
strukturdlni a nestrukturalni proteiny. Strukturalni proteiny jsou tvofeny povrchovymi
proteiny E1 a E2, tfetim strukturdlnim proteinem je Core antigen. Funkce tady
nestrukturalnich proteinli je znama, nicméné funkce nékolika dalSich je tajemstvim.
Srovnani sekvence nukleotidi v riznych izolatech ukazalo na neobvyklou heterogenitu
HCV. (11, 18)

e Patogeneze onemocnéni:

In vivo se virus mnozi nejen v hepatocytech, ale i v B-lymfocytech, a to do
extrémné vysokych hodnot- denné vznikaji miliardy novych viriont. Na RNA zavisla
RNA-polymerasa, ale nedovede korigovat chyby wvznikajici pii replikaci. Coz
znesnadiiuje imunitnimu systému vypotadat se s virovou infekci. Infekce ma proto
sklon ptechazet do chronicity a perzistovat. Za postizeni jater do znaéné miry odpovida
jednak imunitni reakce, tvorba prozanétlivych cytokinti, tak i autoimunitni pochody.

(13)

e Prevence:

Dodrzovani  hygienicko-epidemiologického  rezimu  ve  zdravotnickych
I nezdravotnickych zafizenich. Vybér a vySetfovani darcti krve (tkani, organi).
Vylouéeni osob s anti-HCV z darcovstvi krve (tkani, organt). Vyménné programy jehel

a stiikacek u narkoman. (8)

e Laboratorni prikaz:

Prikaz infekce HCV je zaloZzen na prukazu protilaitek IgG metodou ELISA,
konfirmaéni technikou je imunoblotovaci technika RIBA (recombinant immunoblott

assay). Existuji i kombinované testy Ag/Ab. Nejcitlivéjsi metodou prikazu aktivni

infekce HCV je stanoveni virovych RNA v séru, eventuelné¢ i v mononukledrech
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periferniho obéhu pomoci PCR. Nalez byva pozitivni jiz poc¢atkem 2. tydne po infekci.
(11, 13)

Analyzator AXSYM pouziva ke stanoveni protilatek anti-HCV metodu zalozenou
na principu MEIA. Jedna se o vysoce citlivy a specificky test, diky kterému doslo
K vyraznému snizeni prenosu hepatitidy C krevni transfuzi. Metody stanoveni anti-HCV
zalozené na principech MEIA 1 CMIA jsou bézné pouzivané screeningové metody.
Doporucuji se pouzivat k vySetfovani osob s nizkou prevalenci, protoze jejich velka
nevyhoda je faleSna pozitivita u vzorkd s nizkymi titry, dalsi piekézkou je dlouhé
obdobi (asi 45-68 dni) pravé do vzniku protilatek, které se stanovuji. Stejn¢ tak
nedokdze imunoanalyza rozpoznat v piipadé¢ pozitivniho vysledku, zda se jedna
o0 infekci akutni, prodé€lanou v minulosti nebo ptetrvavajici. Z tohoto diivodu je potieba,
vySettit napiiklad HCV RNA nebo test na HCV Ag. Stanoveni HCV Core Ag je
relativné snadné, levné a nevyzaduje specialni vybaveni, oproti stanoveni RNA
molekularnimi technikami. Necha se napiiklad stanovit na analyzatoru Architect spolu

s protilatkami. (22, 23)
1.3.4 Syfilis (pFijice, lues)

Je pohlavni nakaza postihujici dospélou populaci, predevsim v obdobi vrcholné
sexualni aktivity ve véku 16-30 let, a novorozence infikované v pribéhu nitrodélozniho
zivota matkou. Vyskyt syfilis u nds prudce klesl v povalecném obdobi, fadu let se
udrzoval bez vétSich zmén na nizké urovni (300-500 novych piipadi za rok).
V poslednich letech dochédzi opét k vzestupu, zejména ve skupindch populace se
zvySenou promiskuitou. Vziacngji mize byt infekce pifenesena také nepohlavné,
kontaktem s koznimi projevy infekce, pfipadné kontaktem s krvi ¢i télnimi tekutinami.
(11, 24)

25



¢ Klinické projevy:

Prubeh infekce u dospélych se rozdé€luje na tii stadia:

I. stadium vznika 2 az 3 tydny po kontaktu se zdrojem, objevuje se primarni léze-
tvrdy vied, ktery je lokalizovany pfedevSim na genitaliich, ale mize se vyskytovat
I v orofacialni oblasti (rty, ustni dutina).

II. stddium zacind piiblizn¢ za 2 tydny po zahojeni viedu, je charakteristické
celkovymi pfiznaky jako je malatnost, bolest v kloubech, horecka, anémie aj. Objevuje
se kozni vyrdazka zejména na trupu a na koncetinach. Na sliznici vznikaji eroze,
nejcastejsi jsou v ustech a na patie, dochazi ke zvétSeni lymfatickych uzlin.

II. stadium je organova syfilis a vznika az za n€kolik let po infekci. Pacient
obvykle jiz neni infekéni. Hlavnim pfiznakem je chronickd granulomat6zni reakce,
kterd vede k nekroze a k fibrotizaci. Tyto tuhé 1éze mohou infiltrovat kterykoliv orgén,
postupné se zveétsuji, hoji, zanechavaji jizvy. Nejzavaznéjsi je postizeni centralni

nervové soustavy a kardiovaskularniho ustroji. (45)

e Pivodce:

Treponema pallidum, treponemata jsou spiralni organismy 5-20 um dlouhé, tenké
s pravidelnymi zavity. Treponema pallidum obsahuje antigeny, které jsou spole¢né pro
vétSinu treponem a jsou patrné bilkovinné povahy. Protilatky proti t€émto antigenim

mohou byt pfi¢inou fale$né pozitivnich sérologickych reakci. (13)

e Prevence:

Uplatiiovani zasad bezpecného sexu. Sérologické vySetfovani t€¢hotnych Zen, darcii
krve, organt a tkani. Vyhledavani, vySetfovani a 1é¢eni nemocnych. Povinné hlaseni

nemocnych. (8)
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e Laboratorni prikaz:

Mikroskopicky prikaz: Nejlépe zulcus durum vtemném poli. Lze pozorovat
Sroubovity pohyb treponem. Ve tkani lze znézornit treponemy stfibienim,
imunofluorescenci, ptipadn¢ molekularné genetickymi metodami.

Sérologicka diagnostika:

Netreponemové testy. pouziva se Ag z hovéziho srde¢niho svalu, kardiolipin.
Zakladnimi testy pro screeningové vysetieni jsou rychla reaginova reakce (RRR) a
komplementfixacni reakce Bordet-Wassermannova (BWR), dale se provadé¢ji rtzné
precipitacni reakce, napi. VDRL, ty jsou malo specifické, ale za to nenaro¢né na
provedeni. Jejich vyhodou je, ze se stanou negativnimi pii vyléceni, na rozdil od
protilatek specifickych.

Treponemove testy: V dnes$ni dob€ se jednd ptedevSim o stanoveni specifickych
protilatek proti Treponema pallidum. Zakladnimi testy jsou ELISA a aglutinacni test na
Treponemu pallidum (TPPA), vétSina laboratofi pouziva jeden z nich jako screening a
druhy jako test konfirmacni. Nékteré testy se provadéji tak, ze se sérum napted vysyti
sorbetem z nepatogennich treponem, jde napf. o test nepiimé hemaglutinace TPHA
a imunofluorescenc¢ni FTA-ABS. Klasickym, kdyz dnes témé&f nepouzivanym testem je
Nelsonliv imobilizacni test se zivymi treponemami. Jde o standard, ale je obtizny
a rizikovy, navic mliZze byt nespecificky pozitivni za pfitomnosti antibiotik.

Na zéklad¢ studie, ktera porovnavala testy EIA a TPPA bylo zjiSténo, Ze v piipadé
TPPA negativnich a EIA reaktivnich vysledki se jedna bud’ o staré piipady
onemocnéni, nebo se jednalo o interferenci u HIV infikovanych osob. Rozdily mezi
témito vySetfenimi jsou pomérn€ znamé, proto se pro potvrzeni reaktivni reakce
doporucuje provedeni jest¢ jedné imunoanalyzy nebo imunoblotu. Dal$i moznosti
stanoveni specifickych protilatek je CMIA. Jejiz shoda s EIA je 98,7 %
a s hemaglutinaénim testem na Treponemu pallidum 99,3% z toho plyne, Ze je
minimalné stejné citliva jako jiné EIA techniky. Hlavni pfednosti testovani CMIA je
jednoduché provedeni a nizké ndklady. VySetieni metodou Kontaktni Treponema
Screen (CMIA) je velmi dobrou alternativou k tradiénim vySetfovacim metodam, ma

srovnatelnou specifitu a vyssi citlivost a to predev§im u testovani vzorkli v primarni fazi
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onemocnéni syfilis. Jako idedlni screeningovy test se tedy jevi Kontaktni Treponema
Screen, jako i dalsi techniky CMIA pravé diky vysoké citlivosti, specificnosti a snadné
automatizaci. Jedinym testem se 100% specifitou je Imunoblot, ktery se pouziva jako
jeden z konfirmacnich testi. (12, 23, 25)

1.3.5 Odbér vzorku pro vysetieni infek¢nich markerua

K testovani se pouzivd plazma darce. Pro odbér nesrazlivé krve je vhodné pouzit
jako protisrazlivé ptisady EDTA ¢i heparin. Pfi odbéru se dba na to, aby vzorek nebyl
nepiiméiené nafedén (napf. antikoagulaénim roztokem). Vzorky se odeberou v den
darovéni krve nebo jeji slozky. Zkumavka pro odbér se pfedem oznaci ¢arovym kodem,
ktery se shoduje s kdédem nachazejicim se na dotazniku, odbérovém vaku a ostatnich
zkumavkach daného darce. Po odbéru se zkumavky piepravi do laboratofe analytiky
darct k samotnému vySetteni, které se provadi t¢hoz dne. Pokud nelze vySetfeni provést
téhoz dne uchovavaji se vzorky pfi teploté 2-8°C, pokud nebudou vysetfeny do 7 dn,
odsaje se plazma a ta se uskladni pfi teploté -20°C a nizsi. (26, 27, 28)

Krevni vzorky se pfipravuji spoleéné pro HIV Ag/Ab Combo, anti-HCV , HBsAg
a syfilis. Vakuety se centrifuguji 20 minut pii 3500-4000 ot/min, minimalni podminky
jsou 150 000 g-minut (g-minuty = relativni odstiediva sila RCF x pocet minut otaceni)
Je nutné zkontrolovat vzorky na pfitomnost pény a bublin, pénu a bubliny pied
uloZenim do analyzétoru odstranit. Centrifugaci ve vysokoota¢kové centrifuze je nutno
provést vzdy pii opakovani vySetfeni a po rozmraZeni vzorku.

U vzorku s lipemickou vrstvou na povrchu je tfeba prenést Cistou plazmu nebo
sérum do dal$i zkumavky. Nelze pouZit vzorky inaktivované teplem.

Minimalni objem vzorku: 1i§i se podle typu nadobky se vzorkem. Pfi pouziti
primdrnich a aklivotnich zkumavek se pomoci rysky urcujici predepsanou vysku
hladiny zjistuje, zda obsahuji dostate¢ny objem vzorkd. Pii pouziti vzorkového
kelimku, pro zékladni vySetieni: 150 ul, kazdé opakovani ze stejného kelimku: dalSich
100 ul. (28, 29)
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2 Cil a hypotézy prace

2.1 Cil prace

Cilem prace je porovnani poctu reaktivnich vysledkii pii vySetfovani na
analyzatorech AxSYM a Architect, porovnani vysledku jejich konfirmaénich vysetieni.
Zjistit Cetnost reaktivnich vysledk u novych darct (prvodarct). U kontrolnich vzorka
ovetit vysledky druhé konfirmace. Procentuelné vyjadfit pocCet pozitivnich vysledkt
potvrzenych z NRL. Spocitat diagnostickou specificnost u jednotlivych metod

a analyzatoru.

2.2 Hypotézy

e S prechodem na novy vysetfovaci systém se zvysi pocet reaktivnich vysledk.

e Vyssi zachyt faleSné reaktivnich vysledkii bude u prvodarct nebo opakovanych
darct.

e Vyssi zachyt pozitivnich vysledkil bude u prvodarct.

e Vysledky konfirmace u kontrolnich vzorkli budou opakované nejasné.

e S novym vySetfovacim systémem se zvysi bezpecnost krevni transfuze.

e Pravidelné darovani krve sniZuje riziko ptfenosu infekénich onemocnéni.
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3 Metodika

Tato kapitola obsahuje principy metod jednotlivych analyzatort, jednotlivé testy
jejich kalibrace a kontroly kvality.

3.1 Metody stanoveni na analyzatoru AXSYM

Analyzator AXSYM (ptiloha 1) se pouzival na Transfuznim oddéleni pro vysetieni
darcii krve do tinora roku 2012, kdy byl nahrazen analyzatorem Architect (viz dale).

Analyzator AXSYM se pouzival k vySetfeni infekénich markera (anti HIV-1/ HIV-2
a antigenu HIV p24, anti-HCV, HBsSAQ) u darct za pouziti enzymové imunoanalyzy na
mikrocasticich (MEIA). (28)

3.1.1 Principy reakci metod MEIA:

Technologie enzymové imunoanalyzy na mikroc¢asticich vyuziva k méfeni analytii
roztok suspendovanych submikronovych latexovych ¢astic. Tyto ¢astice jsou potazeny
zichytovymi molekulami specifickymi pro méfeny analyt. Uginny povrch mikrogastic
zvySuje kinetiku metody a snizuje dobu inkubace. Metody MEIA tedy trvaji kratsi dobu

nez jiné imunoanalyzy. (30)

3.1.1.1 Potiebné reagencie

e Mikrocastice potaZzené zachytovymi molekulami (antigeny, protiladtkami nebo
virovymi ¢asticemi, liSicimi se podle vySetfovaného markeru).
e Pracovni roztoky: 1-fluorescen¢ni substrat, 4-methylumbelliferylfosfat (MUP).

e Konjugat s alkalickou fosfatazou. (30)

3.1.1.2 Posloupnost reakci metod MEIA:

Analyt se navaze na mikrodastice za vzniku imunokomplexu. (Vzorek
a mikrocastice se smichaji a inkubuji pfi reak¢ni teploté.)

Imunokomplex se navaze na sklenéna vlakna matrice (pfiloha 2). Procesni jehla

nasaje reakéni smés zinkubacni jamky a nadavkuje ji na reakéni matrici, kde se

30



imunokomplex ireverzibilné vaze na sklenéna vldkna matrice. Reakéni matrice se
promyje, aby se odstranil nenavazany material. Imunokomplex je zachycen sklenénymi
vlakny, zatimco nadbyte¢na reakéni smés rychle protece velkymi pory v matrici.

Procesni jehla pienese konjugat s alkalickou fosfatazou zreakéni nédobky na
reak¢ni matrici. Kojugat se navaze na imunokomplex, ¢imz vznikne sendvi¢ protilatka-
analyt-konjugat. Matrice se znovu promyje.

Déavkova¢ pracovniho roztoku 1 nadavkuje na reak¢éni matrici substrat
4-methylumbelliferylfosfat (MUP). Konjugat s alkalickou fosfatazou Kkatalyzuje
hydrolyzu MUP na 4-methylumbelliferon (MU).

MEIA optika méfi rychlost, jakou na matrici vznikd fluorescencni produkt MU.
Rychlost tvorby MU na matrici je pfimo imérna koncentraci analytu v testovaném

vzorku. (30)

3.1.1.3 Kalibrace:

Kazda metoda musi byt kalibrovana pfed analyzou vzorki. Zplsob kalibrace je dan
pro kazdou metodu. Provadi se pii pouziti nové Sarze vySetfovaci soupravy, pii instalaci
nové metody nebo nové verze stavajici metody. Pokud néktera s kontrol byla mimo
specifikovany rozsah. Jakmile jsou zméfeny hodnoty kalibratord, analyzator vypocte

jejich pramér, ktery poslouzi ke stanoveni cut-off pro danou metodu a Sarzi. (28, 31)

3.1.1.4 Kontroly kvality:

VySetteni kontrol se provadi ptfed vySetfenim vzorkd. VySetfuji se kontroly
dodavané firmou Abbott a tzv. nezavisla pozitivni kontrola Accurun 1. Analyzator
kontroluje vysledky podle nastaveného rozmezi. V ptipadé¢ nevyhovujiciho vysledku
kontrolnich vzorki se vysetieni zopakuje, pokud trva nevyhovujici vysledek, provede se
kalibrace dané metody. Pfi dalSim nevyhovujicim vysledku kontroly kvality se
zkalibruje jina Sarze dané reagencie, ptipadné se pouZije jina Sarze dané kontroly. V

ptipadé nevyhovujiciho vysledku kontrol se kontaktuje servisni technik. (28)
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3.1.2 Test HIV Ag/Ab Combo

Metoda Axsym HIV Ag/Ab Combo je enzymova imunoanalyza na mikroc¢asticich
k soubézné kvalitativni detekci protilatek proti viru lidského imunodeficitu typu 1 a 2
(anti-HIV-1/HIV-2) a antigenu p24 v lidském séru ¢i plazmé. V metod¢ je vyuzito paru
mySich monoklondlnich protilatek anti-p24 navazanych na mikroc¢asticich v sond¢ jeste
pied sérokonverzi, ¢imz se zkracuje sérokonverzni okno a zlepSuje se vCasna detekce
infekce HIV. Reakcéni souprava obsahuje mikrocastice potazené rekombinantnimi
antigeny HIV (E. Coli) k zachyceni antigenu p24 a mysi monoklonalni protilatky anti-
HIV p24 znacené biotinem. Komplexy znacené biotinem jsou detekovany pomoci
konjugatu anti-biotinovych protilatek s alkalickou fosfatazou. Pfitomnost ¢i
nepfitomnost protilatek anti-HIV-1/HIV-2 nebo antigenu p24 ve vzorku se uréuje na
zaklad¢ porovnani rychlosti tvorby fluorescen¢niho produktu s hodnotou cut-off, ktera
je vypoCtena na zaklad¢ predem provedené indexové kalibrace. Je-li rychlost
fluorescenéniho produktu ve vzorku vys$$i nebo rovna hodnoté cut-off, je vzorek

povazovan za reaktivni na protilatky a/nebo antigen p24. (31)
3.1.3 Test HBsAg

Metoda AXSYM HBsAg se pouziva ke stanoveni povrchového antigenu hepatitidy
B, pouZivaji se mikrocastice potazené mySimi monoklondlnimi protilatkami anti-HBs
ttidy IgM a protilatky anti-HBs znacené biotinem. Pokud je ve vzorku pfitomen HBsAg
vznikne Vv reakéni smési komplex protilatka-antigen-protilatka, na ktery se navaze
konjugat anti-biotinovych protilatek s alkalickou fosfatazou. Pfitomnost ¢i nepfitomnost
HBsAg ve vzorku se urcuje na zdkladé porovnani rychlosti tvorby fluorescenéniho
produktu s hodnotou cut-off, ktera je vypoctena na zakladé ptedem provedené indexové
kalibrace. Je-li rychlost fluorescenéniho produktu ve vzorku vyssi nebo rovna hodnoté

cut-off, je vzorek povazovan za reaktivni. (31)
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3.1.4 Test HCV version 3.0

Metoda AXSYM HCYV version 3.0 slouZi ke kvalitativni detekci protilatek proti viru
hepatitidy C (anti-HCV) v lidském séru nebo plazmé. Reak¢éni souprava obsahuje
mikrocastice potazené antigenem HCV. Pokud jsou ve vzorku ptitomny protilatky anti-
HCV navéazou se na mikroc¢éstice, ¢imz vznikne komplex antigen-protilatka. Na ten se
navaze konjugat kozich protilatek proti lidskému IgG s alkalickou fosfatdzou.
Piitomnost ¢i nepiitomnost protilatek anti-HCV ve vzorku se urCuje na zakladé
porovnani rychlosti tvorby fluorescen¢niho produktu s hodnotou cut-off, ktera je
vypoctena na zakladé piedem provedené indexové kalibrace. Je-li rychlost
fluorescenéniho produktu ve vzorku vys$$i nebo rovna hodnoté cut-off, je vzorek

povazovan za reaktivni. (31)

3.2 Stanoveni protilatek proti Treponema pallidum pomoci

aglutinacniho testu SERODIA-TP-PA.

Tento test se vyuzival k vySetfovani darct krve do unora roku 2012, nez jej
nahradilo vySetfovani na analyzatoru Architect (viz dale).

Slouzi k priikazu specifickych protilatek proti Treponema pallidum. Obsahuje jako
nosi¢ antigenu zelatinové Castice senzibilizované purifikovanou patogenni Treponema
pallidum. Test je zaloZzen na principu aglutinace senzibilizovanych ¢astic v pfitomnosti

protilatek proti T. pallidum v lidské plazmé ¢i séru (tzv. pasivni aglutinace). (28)

3.2.1 Pracovni postup:

Do ptedem popsané mikrotitracni desticky provede rozkapani vzorkl rozpliovaé
QUASAR podle pokynti obsluhy. Vzorky se kapou v objemu 25 ul do 1., 5. a 9. jamky
v kazdém dvanactijamkovém tadku mikrodesticky typu ,,U".

Pomoci kalibrované pipety se do jamek obsahujicich vzorek ptida 100 pl fediciho
roztoku a do 3 nasledujicich jamek 25 ul fediciho roztoku.

Obsah jamek (€. 1) obsahujicich vzorek s fedicim roztokem je nutné dikladné

promichat opakovanym nasdvanim a vypousSténim tekutiny. Po-té se z téchto jamek
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pfenese 25 pl smési do jamky nésledujici (€. 2), kde se smés opét dikladné promicha
s fedicim roztokem a postup se opakuje jest¢ u dalSich dvou nésledujicich jamek
(€. 3, 4) tak, aby bylo dosazeno sériového dvojitého fedéni vzorku.

Do jamek €. 3 se kdpne 25 pl roztoku nesenzibilizovanych ¢astic a do jamek ¢. 4
25 ul roztoku senzibilizovanych ¢astic.

Obsah jamek dikladné promichat, po dobu ptiblizn¢ 30 vtefin na vibraéni tfepacce,
desticku ptikryt vickem a nechat inkubovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté (15-30 °C)

Vysledky se odecitaji vizuelné makroskopicky. (28, 32)

3.2.2 Kontroly kvality:

Vysetieni kontrol se provadi spolecné s vysetfenim vzorkll. VySetfuje se kontrola
dodévana firmou Serodia a tzv. nezavisld pozitivni kontrola Accurun 1. Vysledky

kontrol se odecitaji spole¢né s testovanymi vzorky. (28)

3.2.3 Vyhodnoceni testu:

VySetieni v jamce S nesenzibilizovanymi Casticemi ma byt negativni.

Makroskopické obrazy jamek s jednotlivymi vysledky jsou v tabulce €. 1.

Tabulka €. 1: Hodnoceni vysledkii vySetfeni TPPA
Zdroj: ptibalovy letak setu TP-PA, firma SERODIA

Mozné nalezy Hodnoceni
Castice koncentrované ve tvaru tecky s hladkym, (-)
kulatym, vnéjsim okrajem ve stifedu jamky.

Castice koncentrované ve tvaru kompaktniho (+)

prstence s hladkym, kulatym vnéj$im okrajem.

Rozlehly prstenec s hrubym, piresné (+)
neohranicenym vnéjSim okrajem a periferni

aglutinace.
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Mozné nalezy Hodnoceni

Aglutinované ¢&astice uniformé rozprostfeny na (++)

celém dné jamky.

3.3 Metody stanoveni na analyzatoru ARCHITECT

Analyzator Architect (ptiloha 3) se pouziva na Transfuznim oddé€leni pro vySetieni
darct krve od tnora roku 2012, kdy nahradil analyzator AXSYM .
Ptistroj Architect pracuje na principu chemiluminiscence (CMIA), je to detekéni

metoda pro méfeni a kvantifikaci koncentrace analytu.

3.3.1 Poti‘ebné reagencie:

e Paramagnetické mikrocCastice potazené zachytovymi molekulami ( Ag, Ab nebo
virovymi ¢asticemi), které odpovidaji méfenému analytu

e Akridiniovy konjugéat

e Pre-Tigger a Tigger (29)

3.3.2 Posloupnost reakci metod CMIA (priloha 4):

V pribehu zpracovani vzorku nadavkuje pipetor paramagnetické mikrocastice do
reakéni nadobky obsahujici vzorek. Béhem inkubacni doby je reakéni smés promichéna
ve tfepacce. Dojde k inkubaci reakéni smési a analyt obsazeny ve vzorku se navdze na
zachytové molekuly, na mikrocasticich za vzniku imunokomplexu. Po uplynuti
inkubacni doby pfitdhne magnet paramagnetické castice ke sténé reak¢ni nadobky.
Reakéni smés se proplachne, kviili odstranéni nenavazané latky. Pipetor nadavkuje
konjugat znaceny chemiluminiscen¢nim akridinem. Konjugat se navaze na imunitni
komplex a vytvoii findlni reakéni smés. Dojde k inkubaci reakéni smési. Davkovac
myci zony proplachne reakéni smés a odstrani nenavazané latky. Po nadavkovani Pre-

Tiggeru (peroxid vodiku) provede opticky systém CMIA ¢teni pozadi. Pre-Tigger
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vytvaii kyselé prostiedi, které zabranuje predcasnému uvolnéni energie, pomaha
predchazet shlukovani mikrocastic, slouzi k odstépeni akridinového barviva z konjugatu
navazaného na komplex mikroc¢astice. Nasleduje davkovani Tiggeru (hydroxid sodny).
Je-li akridinium vystaveno pusobeni peroxidu a zdsaditého roztoku, projde oxidaéni
reakci. Tato reakce vede ke vzniku chemiluminiscenéni reakce. Vznika
N-methylakridon a pfi ndvratu do zakladniho energetického stavu uvolni energii ve
form¢ emise svétla. Obsah analytu je zjistovan na zékladé méteni chemiluminiscen¢ni
emise (aktivované cCteni), které po predem stanovenou dobu provadi opticky systém
CMIA. Vysledky méfeni jsou pouzity ke kvantitativnimu vyjadreni koncentrace analytu

nebo Kk urceni kvalitativni interpretaci pro indexové (cut-off) metody. (29, 33)

3.3.2.1 Kalibrace:

Kazda metoda musi byt kalibrovana pted analyzou vzorki. Zptsob kalibrace je dan
pro kazdou metodu. Provadi se pii pouziti nové Sarze vySetfovaci soupravy, pii instalaci
nové metody nebo nové verze stavajici metody, pokud néktera s kontrol byla mimo
specifikovany rozsah. Jakmile jsou zméteny hodnoty kalibratorii, analyzator vypocte

jejich pramér, ktery poslouzi ke stanoveni cut-off pro danou metodu a Sarzi. (29, 33)

3.3.2.2 Kontroly kvality:

VySetteni kontrol se provadi pfed vySetfenim vzorkd. VySetfuji se kontroly
dodavané firmou Abbott a tzv. nezavisla pozitivni kontrola Accurun 1 a pozitivni
kontrola na syfilis Accurun 155. Analyzator kontroluje vysledky podle nastaveného
rozmezi. V ptipad¢é nevyhovujiciho vysledku kontrolnich vzorkl se vySetieni zopakuje,
pokud trva nevyhovujici vysledek, provede se kalibrace dané metody. Pfi dal$im
nevyhovujicim vysledku kontroly kvality zkalibruje jina Sarze dané reagencie, piipadné
se pouzije jind Sarze dané kontroly. V piipad€é nevyhovujiciho vysledku kontrol se

kontaktuje servisni technik. (29)

36



3.3.3 Test HIV Ag/Ab Combo

Metoda Architect HIV Ag/Ab Combo je dvoukrokova imunoanalyza ke stanoveni
pfitomnosti antigenu HIV p24 a protilatek anti-HIV-1 a anti-HIV-2 v lidském séru
a plazmé¢ vyuzivajici technologii chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy na mikrocasticich
s tzv. flexibilnimi protokoly. Tato technologie se nazyva Chemiflex. Béhem prvniho
kroku se vzorek smichd spromyvacim pufrem, fedicim roztokem pro metodu
a paramagnetickymi mikrocasticemi. Antigen p24 a protilatky anti-HIV-1/HIV-2
pfitomné ve vzorku se navazi na mikroCastice potazené antigeny a mysSimi
monoklonalnimi protilatkami. Po promyti se antigen a protilatky navazi na konjugat
s akridinem. Po dal$im promyvacim cyklu se do reak¢éni smési ptidaji Pre-Tigger
a Tigger. Vyslednd chemiluminiscenéni reakce se méfi v relativnich svételnych
jednotkach (RLU — Relative Light Units). Mnozstvi antigenu a protilatek ve vzorku je
pfimo imérné signalu v jednotkdch RLU detekovanou optikou systému. Ptitomnost ¢i
nepfitomnost antigenu p24 nebo protilatek anti-HIV-1/HIV-2 se uruje na zakladé
porovnani hodnoty chemiluminiscenéniho signalu v reakci s hodnotou cut-off, ktera je

vypoctena na zakladé kalibrace metody. (34)

3.3.4 Test HBsAg Quialitative 11

V pribéhu infekce HBV produkuje velké mnoZzstvi povrchového antigenu HBsAg,
oznacovaného také jako australsky antigen, ktery lze v krvi infikovanych jedinct
detekovat. HBsAg je prvni sérologicky marker infekce HBV, ktery se objevuje 1 az
10 tydni po expozici a 2 az 8 tydnu pied nastupem klinickych symptomt. HBsAg
pretrvava béhem akutni infekce a vymizi v obdobi pozdni rekonvalescence. (25)

Metoda Architect HBsAg Qualitative II je jednokrokova imunoanalyza na
mikrocasticich ke kvalitativni detekci povrchového antigenu viru hepatitidy B na
mikrocasticich s tzv. flexibilnimi protokoly. Tato technologie se nazyvd Chemiflex.
Béhem prvniho kroku se vzorek smichd s paramagnetickymi mikrocéasticemi
potazenymi protilatkami anti-HBs a konjugatem anti-HBs s akridinem. Antigen HBSA(g
pfitomny ve vzorku se navaze na mikrocastice potazené protilatkami anti-HBs a na

protilatky anti-HBs konjugované s akridinem. Po promyti se do reakéni smési piida
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pomocny promyvaci pufr. Po dal§im promyvacim cyklu se do reakéni smeési ptidaji Pre-
Tigger a Tigger. Vysledna chemiluminiscen¢ni reakce se mé&fi v relativnich svételnych
jednotkdch. Mnozstvi antigenu a protilatek ve vzorku je piimo Uumérné signalu
Vv jednotkach RLU detekovanou optikou systému. Pfitomnost ¢i nepfitomnost antigenu
HBsAg se ur¢uje na zaklad¢ porovnani hodnoty chemiluminiscenéniho signalu v reakci

s hodnotou cut-off, ktera je vypoc¢tena na zakladé kalibrace metody. (34)
3.3.5 Testanti-HCV

Metoda Architect anti-HCV je dvoukrokova chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na
mikrocasticich ke kvantitativni detekci protilatek proti viru hepatitidy C. Béhem
prvniho kroku se vzorek smicha s fedicim roztokem pro metodu a paramagnetickymi
mikrocasticemi potazenymi rekombinantnim antigenem HCV. Protilatky anti-HCV
pritomné ve vzorku se navazi na mikrocastice potazené HCV. Po promyti se béhem
druhého kroku ptida konjugat anti-lidskych protilatek s akridinem. Po dalSim
promyvacim cyklu se do reakéni smési ptidaji Pre-Tigger a Tigger. Vysledna
chemiluminiscen¢ni reakce se méfi v relativnich svételnych jednotkach. Mnozstvi
antigenu a protilatek ve vzorku je pfimo umérné signalu Vv jednotkach RLU
detekovanou optikou systému. Pfitomnost ¢i nepfitomnost protilatek anti-HCV se
urcuje na zakladé porovnani hodnoty chemiluminiscen¢niho signalu v reakci s hodnotou

cut-off, ktera je vypoctena na zakladeé kalibrace metody. (34)
3.3.6 Syfilis TP

Metoda Architect syfilis TP je dvoukrokova imunoanalyza ke kvantitativnimu
stanoveni protilatek anti-TP v lidském séru ¢i plazmé vyuzivajici technologii
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy na mikroc¢asticich s tzv. flexibilnimi protokoly. Tato
technologie se nazyva Chemiflex. B€hem prvniho kroku se vzorek smicha s fedicim
roztokem pro metodu a paramagnetickymi mikro¢éasticemi potaZzené rekombinantnimi
antigeny. Protilatky anti-TP pfitomné ve vzorku se navéazi na mikrocastice potazené
antigeny TP. Po promyti se béhem druhého kroku pifidd konjugat protilatek proti

lidskému IgG a IgM s akridinem. Po dal$im promyvacim cyklu se do reakéni smési
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ptidaji Pre-Tigger a Tigger. Vysledna chemiluminiscencni reakce se méfti v relativnich
svételnych jednotkach. Mnozstvi antigenu a protilatek ve vzorku je pfimo Uumeérné
signalu v jednotkach RLU detekovanou optikou systému. Pfitomnost ¢i nepiitomnost
protilatek TP se urcuje na zdklad¢ porovnani hodnoty chemiluminiscencniho signéalu

v reakci s hodnotou cut-off, ktera je vypoctena na zakladé¢ kalibrace metody. (34)

3.4 Vyhodnoceni testi:

Pro spravné hodnoceni laboratorniho vysledku je nutné znat nejen parametry
analytické, ale 1 klinické vlastnosti. V idealnich pfipadech dava test pozitivni vysledek
U vSech nemocnych, zatimco vSichni zdravi jedinci maji vysledek testu negativni.
Prevazna vétSina testli dava pozitivni vysledek i u malé ¢asti zdravé populace, zatimco
uréita ¢ast nemocnych ma zase vysledek testu negativni. Jako klinické vlastnosti
laboratorni metody rozliSujeme diagnostickou senzitivitu vyjadiujici pravdépodobnost,
ze vysledek testu bude pozitivni, je-li vySetfovana osoba nemocna. Diagnostickou
specifi¢nost, ktera vyjadiuje pravdépodobnost negativniho vysledku u zdravé osoby.
A diagnostickou efektivitu piedstavujici pravdépodobnost, Ze metoda bude poskytovat
pozitivni vysledky u nemocnych a zaroven negativni vysledky u zdravé populace. Jejich
hodnota se pohybuje od 0 do 100% a je Zadouci aby diagnostické testy dosahovaly co
nejvysSich hodnot senzitivity 1 specifi¢nosti. U darcii krve se ptfedpoklada, Zze se jedna
0 zdravou populaci, proto se nejvice uplatiuje diagnostickd specificnost. OvSem
z celkového pohledu na screeningové metody je prvorada diagnosticka senzitivita. (35)

V hodnoceni vysledku je nutné si uvédomit, ze hodnota cut-off ndm formalné
rozdeluje pole vysledkii na negativni a pozitivni, ve vétSin¢ piipadi se tyto hodnoty
Castecné piekryvaji. Hladina cut-off je arbitralni (dohodnuta) k rozliSeni negativniho
a pozitivniho vysledku. UrCuje se podle charakteru infekce, pro kterou se stanovuje,
pokud se jedna o zavazné infekce, voli se cut-off hodnota tak, aby zachytila vSechny
infikované. Kolem ni existuje tzv. Seda zona. Coz je interval hodnot, v némz lze nalézt
jak fale$né negativni, tak faleSné pozitivni vysledky, ale také nékteré skutecné negativni
a pozitivni vysledky. Pro screeningové testy se pouziva arbitralni posunuti hranice cut-

off, ¢cimz mizeme zajistit, Ze ndm neunikne Zadny pozitivni vysledek. Jako urcitou dan
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za dobrou senzitivitu testu, lze povazovat pro ZTS zvyseni poctu faleSné pozitivnich
vysledkii z divodu nizsi specificnosti testu. Nerespektovani fenoménu Sedé zony je

jednou z nejcastéjsich chyb v sérologické diagnostice. (36, 37)
3.4.1 Vlastni vyhodnoceni:

Vyhodnoceni provadi automaticky analyzator. Vysledek vydava ciselné jako pomeér
hodnoty optické denzity vzorku (S) a cut-off (CO), tzv. S/CO. Ke kazdému vzorku

I kontrole zaroven vydava slovni vyhodnoceni. (29)

3.4.2 Screeningové vySetieni:
Interpretace vstupniho vysetfeni HIV. HBV, HCV:

e negativni (S/CO je mensi nez 0,90)
e hrani¢ni/Seda zona (S/CO je v rozmezi 0,90-0,99)

e reaktivni (S/CO je vétsi nebo rovno 1) — oznaci se jako ,,inicidlné reaktivni*
Interpretace vstupniho vysetieni syfilis:

e negativni (S/CO je mensi nez 0,99)

e reaktivni (S/CO je vétsi nebo rovnol) — oznaci se jako ,,inicialné reaktivni‘

Pfi reaktivité nebo u hrani¢niho vysledku vstupniho vySetfeni se provadi 2x opakované
vySetieni téhoZ vzorku stejnym postupem jednotlivé ve 2 nésledujicich sériich (nejlépe

kazda série na jiném analyzatoru) nebo ve dvojici v 1 sérii.
Interpretace opakovanych vySetfeni:

e negativni — vysledek 1x reaktivni nebo hrani¢ni, 2x negativni
e opakované reaktivni
— vysledek 2x reaktivni nebo hrani¢ni,1x negativni,

— vysledek 3x reaktivni nebo hrani¢ni (29)
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3.4.3 Postup p¥i opakované reaktivnim nebo hrani¢nim vysledku screeningového

vySetieni

Pokud je screeningové vySetfeni opakované reaktivni nebo opakované hrani¢ni
vytadi se odbér i transfuzni piipravky z n€j vyrobené z lécebného pouziti a darce se
docasn¢ vyradi z darcovstvi. Laboratof bezodkladné posle do NRL tentyz vzorek
V dostate¢ném objemu k prvni konfirmaci, soucasné si laboratoi ponecha zmrazenou
plazmu z daného odbéru, dokud neobdrzi vysledek konfirmace, pro potiteby ptipadnych
naslednych vySetfeni. Provede se piedbézny look-back, kde se pozastavi vydej
transfuznich ptipravkt daného darce, jsou-li jesté na sklad€, ptipadné se informuje
odbératel takového transfuzniho pfipravku. Zafizeni Transfuzni sluzby je povinné
nahlasit look-back i zpracovateli plazmy. (16, 27)

Look-back se pouziva k vyhledani rizikovych odbéri Vv ptipadé reaktivnich
vysledkl screeningového vySetfeni na infekci HIV, HBV, HCV u darce krve. Za
rizikové odbéry povazuji vSechny provedené v predchazejicich Sesti mésicich

poslednimu nereaktivnimu odbéru. (26)
3.4.4 Konfirmaéni vySetieni

Konfirmaéni vySetfeni provadi NRL zplisobem a metodami, které zahrnuji i testy
zalozené na odliSném principu, neZ je screeningové vySetieni.

Zavéretné hodnoceni konfirmacnich vysetfeni mize byt:

e negativni / nepotvrzen- pokud se konfirmaci piitomnost markert infekce
vylou¢i / nepotvrdi

e pozitivni- pokud se konfirmaci pfitomnost markert infekce potvrdi

e nejasny / indeterminate- pokud se pfitomnost markerti infekce konfirma¢nim

vySetfenim nepodafi ani vyloucit ani potvrdit

Jako ,,0pakované nespecificky reaktivni“ se oznaci vzorek / darce, u n&hoz je

screening opakované reaktivni zrGznych odbérii provedenych v odstupu alespon
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6 mésicii nebo v intervalu doporu¢eném NRL nebo po dobu 2 let a vysledky

konfirmaénich vySetfeni v NRL jsou opakované negativni. (38)

3.4.4.1 Konfirmace negativni

Darce je mozné zatadit zpét do registru darct a s odstupem minimalné Sesti mésict
jej lze pozvat na odbér krve. Na zakladé vyhodnoceni ptfedbézného look-back lze
uvolnit transfuzni ptipravky z rizikovych odbért, ptipadné¢ informovat odbératele

danych transfuznich ptipravki nebo zpracovatele plazmy. (26)

3.4.4.2 Konfirmace pozitivni

U darce se doporucuje provést odbér kontrolniho vzorku krve, ktery se bez ohledu
na vysledek screeningového vySetfeni zaSle do NRL. Z Transfuzniho oddéleni
Nemocnice CB a.s. se darci pfedavaji rovnou na infekéni oddéleni nemocnice. Darce se
oznaci jako pozitivni a trvale se vyfadi z darcovstvi vV regiondlnim i narodnim registru.
Vsechny transfuzni pfipravky z rizikovych odbért se zlikviduji nebo piedaji k vyuziti
NRL. Informuji se pfipadni odbératel¢ danych transfuznich ptipravkd ¢i zpracovatelé

plazmy. (26)

3.4.4.3 Konfirmace nejasna

Darce se doCasné vyradi z odbérii, po minimalné Sesti mésicich (dle doporuceni
NRL) se darce pozve na odbér kontrolniho vzorku ke screeningovému i konfirmac¢nimu
vySetieni, konfirmace se provede vzdy, bez ohledu na vysledek screeningového
vysetieni.

e Opakovana konfirmace pozitivni- darce se trvale vyfadi v registru darct
I v narodnim registru a posle se na infek¢éni oddéleni k dalsimu vySetieni. Je
nutné darce vhodné informovat o diivodu jeho vytazeni.

e Opakovana konfirmace nejasnd- darce se vyfadi, jeho zafazeni zpé&t do
registru je mozné pokud jsou vysledky opakovaného vysetieni provedeného
nejméné v odstupu 2 let negativni a to jak screeningového tak konfirmaéniho
vySetieni.

e Opakovana konfirmace negativni, bylo-li:
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» screeningové vysetfeni negativni- darce se zaradi zpét do registru
= gscreeningové vysSetfeni opakované reaktivni, darce se vyfadi v mistnim
registru a hodnoti se jako opakované nespecificky reaktivni, dalsi odbéry

se doporucuji az po zméné vySettovaciho systému

Vyhodnoti se look-back, transfuzni ptipravky z rizikovych odbért se likviduji.
Informuji se dalsi odbératelé danych transfuznich piipravki nebo zpracovatelé

plazmy.(26, 38)

3.4.5 Vyrazeni darce

a) Docasné vyfazeni- opakovana reaktivita screeningového vysetieni, do vysledku
konfirmace

b) Podmineéné vytazeni- V pfipadé opakované reaktivity screeningovych testl
provedenych z odbérit v odstupu alespoit 6 mésici pfi opakované negativnich
vysledcich konfirmaéniho vysetieni

¢) Trvalé vyfazeni s moznosti re-entry- nejasny vysledek konfirmacniho vysetieni

d) Trvalé vyfazeni- pozitivita konfirma¢niho vySetieni

Trvale se vyfazuje 1 dérce, u kterého byla hlaSena NAT (,nucleic acid test™)
pozitivita vySetfeni HIV, HBV, HCV zpracovatelem plazmy, byla hlasena infekce HIV,
HBV nebo HCV jinym subjektem, napt. organy ochrany vetejného zdravi, bylo
opakované (>2x ) vysloveno podezieni na pienos potransfuzni hepatitidy (i kdyz je

laboratorni nalez od téchto osob negativni). (26, 38)
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4 Vysledky

4.1 Pocet darcu

Tabulka €. 2: Pocet darci vySettenych v obdobi 1. 1. 2011 az 31. 1. 2013
Zdroj: vlastni vyzkum

Pocet darcu

Metodika
celkem prvodarci
AXSYM, TP-PA 17262 830
Architect 18346 679

Graf €. 1: Pocet darca vySettenych v obdobi 1. 1. 2011 az 31. 1. 2013
Zdroj: vlastni vyzkum
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4.2 Pocet reaktivnich vysledkii

Tabulka €. 3: Pocet reaktivnich vysledkt
Zdroj: vlastni vyzkum
Pocet reaktivnich vysledkii

Metodika
HIV HCV HBsAg syfilis celkem
AXSYM, TP-PA 11 34 1 11 57
Architect 14 49 9 49 121

Graf €. 2: Pocet reaktivnich vysledk
Zdroj: vlastni vyzkum
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Rozd¢leni na prvodarce a darce pravidelné je dulezité z hlediska urceni rizikovéjsi
skupiny, za kterou se vSeobecné povazuji novi darci. Jako kontrolni vzorky jsou
oznacené odbéry od darcu, kteti jiz byli v minulosti oznaceni jako reaktivni a jejich
konfirmacni vySetfeni mélo nejasny nebo pozitivni vysledek. Byli tedy opakované
(kontrolng) zaslani do NRL. Jako reaktivni vysledky jsou zde zapocitany pouze ty, u
nichZ vyslo screeningové vySetfeni opakované reaktivni nebo hrani¢ni. Protoze pouze

tyto byly odeslany do NRL ke konfirma¢nimu vysSetteni.

Tabulka €. 4: Pocet reaktivnich vysledka

Zdroj: vlastni vyzkum

Reaktivni vysledky
Pravidelni darci Prvodarci Kontrolni vzorky
Metodika Metoda Celkem = Zeny  Celkem  Zeny Celkem = Zeny
HIV 3 1 1 1 7 1
AT HCV 19 7 6 4 7 4
X ,
TP-PA H BﬁAg 0 0 1 1 0 0
syfilis 5 3 2 0 6 4
Soucet 27 11 10 6 20 9
HIV ARC 10 0 3 1
. HCV ARC 29 8 5 1 15 4
Architect
HBsAg 7 2 0 0 2 1
ARC
syfilis ARC 42 9 2 0 5 1
Soucet 88 23 8 1 25 7
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Graf ¢. 3: Pocet reaktivnich vysledka

Zdroj: vlastni vyzkum
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Graf €. 4: Pocet reaktivnich vysledkl s ohledem na jednotlivé metody

Zdroj: vlastni vyzkum
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4.3 Vysledky konfirmacniho vySetieni

Tabulka €. 5: Prehled vzorkl vysetfenych v NRL

Zdroj: vlastni vyzkum

Metoda
HIV
HCV

HBsAg

syfilis

Soucet

Vysledky v NRL
AXSYM, TP-PA Architect
Negativni | Nejasny = Pozitivni | Negativni =~ Nejasny = Pozitivni
11 0 0 15 0 0
18 13 1 13 33 0
1 0 0 7 2 1
2 9 2 45 4 1
32 22 3 81 39 2

Graf ¢. 5: Negativni vysledek konfirmace

Zdroj: vlastni vyzkum
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Graf €. 6: Nejasny vysledek konfirmace
Zdroj: vlastni vyzkum
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Graf ¢. 7: Pozitivni vysledek konfirmace

Zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka €. 6: Pozitivni vysledek konfirmace u jednotlivych skupin
Zdroj: vlastni vyzkum

Pozitivni vysledek v NRL

Pravidelni darci Prvodareci Kontrolni vzorky
Metodika Metoda | Odeslané Pozitivni = Odeslané = Pozitivni = Odeslané = Pozitivni
vzorky v NRL vzorky v NRL vzorky v NRL
HIV 3 0 1 0 7 0
HCV 19 0 6 1 7 0
AXSYM, HBsAg 0 0 1 0 0 0
TP-PA syfilis 5 0 2 2 6 0
Soucet 27 0 10 0 20 0
HIV 10 0 1 0 3 0
HCV 29 0 5 0 15 0
Architect  HBsAg 7 0 0 0 2 0
syfilis 42 1 2 0 5 1
Soucet 88 0 8 0 25 0
Graf ¢. 8: Pozitivni vysledek konfirmace
Zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka €. 7: Celkové vysledky konfirmacénich vysetfeni u kontrolnich vzorki

Zdroj: vlastni vyzkum

Odeslané Vysledky NRL
Metoda kontrolni Negativni Nejasny
vzorky
HIV 10 10 0
HCV 22 12 10
HBsAg 2 2 0
syfilis 11 9 2
Soucet 45 33 12

Graf €. 9: Vysledky konfirmacnich vySetteni u kontrolnich vzorkt

Zdroj: vlastni vyzkum
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Tabulka ¢. 8: Vysledky konfirmacnich vysetfeni u kontrolnich vzorkt, jednotlivé
analyzatory

Zdroj: vlastni vyzkum

Odeslané kontrolni Vysledky NRL
vzorky
AXSYM, Architect AXSYM, TP-PA Architect
TP-PA
Metoda  ~  ----- === Negativni = Nejasny = Negativni =~ Nejasny
HIV 7 g 7 0 g} 0
HCV 7 15 4 3 8 7
HBsAg 0 2 0 0 0 1
syfilis 6 5 4 2 5 0
Soucet 20 25 15 5 18 7

Graf ¢. 10: Vysledky konfirmaénich vySetfeni u kontrolnich vzorkii- AXSYM, TP-PA
Zdroj: vlastni vyzkum
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Graf ¢. 11: Vysledky konfirmac¢nich vysetieni u kontrolnich vzorku- Architect

Zdroj: vlastni vyzkum

Architect
16 -
14 A
12 A
o3
< 10 - m Odeslané kontrolni vzorky
o 8 B Negativni
9
S 67 Nejasny
4 .
2 .
O T T T 1
HIV HCV HBsAg syfilis
Tabulka €. 9: Pozitivni vzorky v NRL
Zdroj: vlastni vyzkum
Vzorky Procentuelni vyjadieni
odeslané pozitivni z odeslanych  z celk. po¢tu
AXSYM, Serodia 57 3 5,26% 0,017%
Architect 121 2 1,65% 0,011%

4.4 Diagnosticka specificnost
Diagnosticka specificnost je definovana jako podil pocétu zdravych osob
S negativnim testem a celkového poctu testovanych zdravych jedinct.

;o x . R cpex spravné negativni
Vypodet: diagnosticka specifiénost = £ g

viichni zdrawvi

(vsichni zdravi= spravné negativni vysledky + falesné pozitivni vysledky)

(38)
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Tabulka €. 10: Diagnosticka specifi¢nost
Zdroj: vlastni vyzkum, piibalové letaky (31, 34)

Diagnosticka specifi¢nost

Metoda Vypocitana dg.  Dg. specifi¢nost uvedena

Metodika specificnost vyrobcem
HIV 99,94% 99,87%
0, 0,
AXSYM. TP-PA HCV 99,80% 99,84%
HBsAg 99,99% 99,95%
syfilis 99,94% 100%
HIV 99,44% 99,89%
. HCV 99,25% 99,60%
Architect
HBsAg 99,46% 99,91%
syfilis 99,25% 99,78%

Vzhledem Kk neznalosti Gplnych parametrd, které pouzil k vypoctu vyrobce, nelze oba

soubory porovnat z hlediska statistické vyznamnosti.
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5 Diskuze

Tato prace se zabyvala retrospektivnim porovnadnim riznych vySetrovacich systému
pro vySetfeni infekénich markert u darct krve. Duraz byl kladen na pocet reaktivnich
vysledkii, jejich nasledné vysledky konfirmace z NRL. Ve skupiné¢ reaktivnich
a pozitivnich vysledka s ohledem na pocet prvodarcu. V obdobi od 1. 1. 2011 az 31. 1.
2011 bylo na analyzatoru AxSYM vysetieno 17262 darct krve na infekce HIV, HBsAg
a HCV, stejny pocet vysetfeni byl proveden i metodou TPPA pro diagnostiku
onemocnéni syfilis. V obdobi od 1. 2. 2012 do 31. 1. 2013 bylo na analyzatoru
Architect vySetfeno 18346 vzorku od darcu krve na infekce HIV, HBsAg, HCV a
syfilis. Pocet vySetfeni provedenych analyzitorem Architect je tedy vys$si o 1084
vySetfeni, poCet novych darci oproti tomu poklesl z 830 vySetienych analyzatorem
AXSYM a TP-PA na 679 vysetienych metodou Architect.

Z celkového poctu vySetieni provedenych analyzatorem AxSYM a diagnostickou
soupravou TP-PA bylo za rok 2011 reaktivnich 57 vzorkd. S pfichodem analyzatoru
Architect se pocty reaktivnich vzorkd zvysily vice nez dvojnasobné na 121 vzorkd.
Jejich rozdéleni na jednotlivé metody je uvedeno v tabulce €. 4 a grafy ¢. 3, 4. U vSech
metod je patrné zvySeni poctu reaktivnich vzorkd s nastupem analyzatoru Architect.
Takto vyrazné zvySeni poctu reaktivnich vysledkli je zapfi¢inéno vyS$$i sentitivitou
pouzitych screeningovych testti. Nejvetsi narlst je patrny u vySetiovani protilatek proti
Treponema pallidum, kterych bylo do NRL odeslano 49 ke konfirma¢nimu vySetieni,
stejny pocet reaktivnich vzorkl byl i u vySetteni protilatek anti-HCV. Tato vySetfeni se
opiraji o priukaz protilatek, z tohoto diivodu je mozné usuzovat, ze faleSné pozitivni
reaktivitu ndm mohou Vv nekterych ptipadech davat i jiné nespecifické protilatky.

V tabulce €. 6, jsem uvedla rozdéleni reaktivnich vysledka do kategorii pravidelni
darci, prvodarci a vzorky kontrolni. V obdobi vySetfovani vzorki systémem AxSYM
a metodou TP-PA byly pocty reaktivnich vzorkd u kontrolnich vzorkd 20, u prvodarci
10 a pravidelnych darca 27. Po pfechodu na systém Architect vzrostly poCty reaktivnich
vzorkl oproti o¢ekavani nejvice u pravidelnych darcti a to na 88 vzorkl za sledované

obdobi, pocet u prvodarcu byl 8 vzorkt (vzhledem k mensimu souboru vysetfenych
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prvodarct, nedoslo k vyraznému navysSeni nebo snizeni poctu reaktivnich vzorki)
a reaktivnich kontrolnich vzorkii bylo 25. Nartst reaktivnich vzorki u pravidelnych
darct byl, jak jiz je vySe uvedeno, nejvyraznéj$i u vysetfeni protilatek anti-HCV
a hlavné anti-TP. Predpoklada se, ze pocet reaktivnich vysledkid u pravidelnych darct
nebude mit v nésledujicich obdobich stoupajici tendenci. Naopak po vyrazeni vSech
stavajicich darct, u nichz predpokladame interferujici protilatky, pocet falesnych
reaktivit u pravidelnych darcti poklesne.

Vysledky konfirmacnich vySetfeni uvadi tabulka ¢. 5, nejvice nejasnych vysledki
z NRL bylo u metody anti-HCV. Rozdéleni na jednotlivé skupiny je patrné z tabulky
¢. 6. U novych darci se infekce HCV potvrdila v 1 pfipadé z 6 odeslanych, reaktivnich
na pristroji AXSYM. Infekce syfilis byla u novych darci potvrzena ve 2 piipadech
z 2 reaktivnich metodou TP-PA a odeslanych do NRL. V jednom piipadé byla
potvrzena infekce syfilis u opakované darkyné, zachycena piistrojem Architect, zde se
jednalo o latentni infekci. Infekce HBV byla potvrzena u 1 kontrolniho vzorku, jehoz
ptedchozi konfirmace jako prvodarce byla nejasna a byl z NRL vyzadan novy vzorek.
| kdyz ve vyzkumu §lo o mala Cisla, nejvetsi zachyt pozitivnich vzorku se projevil dle
oc¢ekavani u prvodarci.

Procento pozitivnich vzorki bylo pfi vySetfovani analyzatorem AxSYM a metodou
TP-PA 5,26% 2z odeslanych vzorkii a analyzatorem Architect 1,65% z odeslanych
vzorkl.

Pti vypoctu diagnostické specificnosti vysla ve vétsSing piipadii nizsi procentuelni
hodnota, nez je uvadéna vyrobcem. Tento rozdil je mozné zdivodnit jinou velikosti
souboru, ktery byl oproti vyrobci k dispozici. Nizsi hodnoty diagnostické specifi¢nosti u
analyzatoru Architect, nez upfistroje AXSYM jsou prioritné dany vyssi citlivosti metod
Architect Dal$im ptedpokladem je, Ze darcovska zakladna byla pfed timto vyzkumem
nekolik let proSetfovdna na analyzatoru AxSYM. Tudiz darci vykazujici nespecifické
reakce byly, jiz z darcovstvi vyrazeni. Analyzator Architect pfedstavuje novy princip
vySetiovani a bude néjaky Cas trvat, nez se z darcovské zakladny opét vytadi reaktivni
darci. Zreteln€ nizsi hodnota diagnostické specifi¢nosti vysla u metody pro diagnostiku

onemocnéni syfilis, coz odpovida 1 zkuSenostem z jinych laboratofi.
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Na zéklad¢€ vSech porovnanych parametrt l1ze povazovat oba analyzatory za vhodné
pro vySetfeni darci krve s dostateCnou specifitou. Analyzator AXSYM byl nahrazen
nov¢jSim analyzatorem Architect predevsim kvili modernizaci pfistrojového vybaveni,
lepsi citlivosti metod, mezi dal$i pfednosti patfi moznost vysetfovani vétsiho poctu
vzorkll v jedné sérii a zkraceni Casu trvani analyzy. Technologie chemiluminiscenéni

analyzy je uptednostiiovana kvili vysoké citlivosti, jednoduchosti a spolehlivosti.
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6 Zaveér

Vysledky prace potvrzuji, ze se zavedenim nové metodiky vySetfovani infekénich
markerti u darcti krve, stoupl pocet falesn¢ reaktivnich vysledkt. Pfi screeningovém
vysetieni darce krve je hlavni podminkou, ze nesmi uniknout zadny pozitivni vysledek.
Z tohoto diivodu je neustidle kladen diraz na vyrobce analyzatori, na zvySovani
senzitivity pouzivanych metod. Urcitou dani za pfechod k moderné&jSimu vysetfovacimu
systému pro ZTS, ktery by mél vést k bezpecnéjsi hemoterapii, je ztrata ¢asti darcovské
zakladny, ktera pomoci nového vySetfovaciho systému vykazuje reaktivni vysledky
nepotvrzené v NRL. Kontrolou senzitivity pouzitych metod je zpétnd reakce od
zpracovatelll transfuznich pfipravkd, ktefi opétovné vySetfuji vzorky darci krve.
V krajnim piipad¢€ by se faleSn¢ negativni vysledek screeningového vysetteni odhalil az
z hlaSeni o potransfuzni infekci.

Vys§i  zachyt reaktivnich vysledki jsem oproti ocekdvani zaznamenala
u pravidelnych darcii. U nichZ byly ve vétSiné pipadl pfedchozi vysledky analyzatorem
AXSYM nebo metodou TP-PA opakované negativni.

Vysledky konfirmaéniho vysetieni u kontrolnich vzorkl jsou ve vét§iné ptipadi
negativni, bez ohledu na to, z kterého analyzatoru byl jejich ptedchozi screening
reaktivni.

Dohromady NRL potvrdila 5 pozitivnich vysledki u sledovanych infekci, z toho
4 u novych darca, toto zjisténi potvrzuje predpoklad, Ze s pravidelnym darcovstvim se
zvySuje bezpe€nost krevni transfuze.

Bezpecnost krevni transfuze nelze nikdy zarudit stoprocentné. Spravnym vybérem
darce, vySetfenim jeho krve, motivaci k pravidelnému darcovstvi bez vyhledu na

finan¢ni ohodnoceni lze snizit riziko pienosu infekce darovanou krvi.
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9 Piilohy

Ptiloha 1: Analyzator AxXSYM

Zdroj: spolenost Abbott Diagnostic Ceskd Republika, [online] dostupné z
http://www.abbottdiagnostics.cz/Katalog-
produktu/Platformy/Imunoanalyza/ AXSY M/5-7-0q9-14.instrument.aspx
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Ptiloha 2: Vazba imunokomplexu na sklenéna vlakna

Zdroj: Uzivatelska piirucka AXSYM firmy Abbott

Imunckomplex

Sklenéna vlakna

Ptiloha 3: Analyzator Architect

Zdroj: spoletnost Abbott Diagnostic Ceskd Republika, [online] dostupné
http://www.abbottdiagnostics.cz/Katalog-

produktu/Platformy/Imunoanalyza/ ARCHITECT-i2000-i2000SR/5-7-q9-

h.instrument.aspx




Ptiloha 4: Dvou krokova analyza testli firmy Abbott

Zdroj: materialy spole¢nosti Abbott Diagnostic Ceska Republika
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