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Kombinovany test pro vySetrovani antigenu
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Souhrn

Uvod. Virova hepatitida C zGistava i pies zavedeni a vyrazné zdokonaleni testii pro detekci anti-HCV u darcii krve
a krevnich slozek vyznamnym rizikem potransfuzni hepatitidy. Cilem této prace bylo zhodnoceni mozZnosti zavede-
ni kombinovaného testu pro detekci HCV antigenu a anti-HCV v CR. Soubor a metody. V lednu az dubnu 2005 jsme
vySetfili 1164 sér darci krve/krevnich slozek (soubor 1) testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra (BioRad) a Monolisa
anti-HCYV Plus Version 2 (BioRad), dale testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra 106 HCV RNA pozitivnich a anti-HCV
pozitivnich sér (soubor 2), séra 15 pacientu s prokazanou HBV infekci (soubor 3), 41 sér reaktivnich ve 3 EIA anti-
-HCY testech nebo RIBA 3.0 HCV pozitivnich (soubor 4), 109 sér reaktivnich v alespon jednom anti-HCV EIA testu
a RIBA 3.0 nejasnych nebo negativnich (soubor 5), panel s nizkym titrem anti-HCV (soubor 6) a panel se smiSenym
titrem anti-HCV (soubor 7) a 2 séra darce HCV RNA pozitivni, anti-HCV negativni (soubor 8). Vysledky. Vysledky
vySetieni soubori sér testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra, procento shodnych nalezii uvedeno v zavorce. Soubor 1:
1krat nespecificka reaktivita pouze v testu Monolisa HCV Ag-Ab Ultra (specificita 99,91 %); soubor 2: 106 sér pozi-
tivnich (100 %); soubor 3: 15 sér negativnich (100 %); soubor 4: 38 reaktivnich (92,7 %) a 3 negativni (7,3 %); sou-
bor 5: 40 sér anti-HCV (BioRad) reaktivnich a HCV Ag-Ab (BioRad) negativnich (36,7 %), 23 sér anti-HCV
(BioRad) negativnich a HCV Ag-Ab (BioRad) reaktivnich (21,1 %), 12 sér v obou testech reaktivnich a 34 sér v obou
testech negativnich; soubor 6 a 7: vSechny vysledky souhlasné s panelem; soubor 8: obé séra v testu HCV Ag-Ab
(BioRad) negativni (S/CO 0,13 a 0,58). Diskuse a zdvér. Nase pilotni studie ukazuje, Ze test Monolisa HCV Ag-Ab
Ultra je vysoce specificky. Zkracuje diagnostické okno oproti protilatkovému testu o 17-49 dni (literarni idaje), cit-
livost testu se zvySuje rozsifenim intervalu ,,Sedé zony* od S/CO 0,50. Je vhodné uvaZovat o zavedeni kombinova-
ného testu HCV Ag-Ab do transfuzni praxe v CR. Pro realné hodnoceni prospéchu testovani HCV antigenu kombi-
novanym testem jsou potiebné dalsi studie s rutinnim testovanim darca krve a krevnich slozek.

Klicova slova: HCVcAg, anti-HCYV, darci krve, imunoenzymaticky test

Summary
Masopust J., Kracikova J., Némecek V., Prochazkova R.: A combined antigen-antibody HCV detection assay

Introduction. Besides implementation and considerable improvement of screening tests for anti-HCV detection in
blood and blood components donors, hepatitis C virus remains the significant risk of post-transfusion hepatitis. The
aim of our study was to evaluate the possibilities of introduction the assay for combined detection of HCV antigen
and HCV antibodies in the Czech republic. Materials and methods. From January to April 2005 1164 serum samples
of blood and blood components donors were tested simultaneously by Monolisa HCV Ag-Ab Ultra (BioRad) and
Monolisa anti-HCV Plus Version 2 (BioRad) (group 1). Following samples were tested by Monolisa HCV Ag-Ab
Ultra: 106 HCV RNA positive and anti-HCYV positive samples (group 2); 15 samples from patients with proved HBV
infection (group 3); 41 samples reactive in 3 EIA anti-HCYV tests or RIBA 3.0 HCV positive (group 4); 109 samples
reactive at least in one anti-HCV EIA test and RIBA 3.0 indeterminate or negative (group 5); panel of samples with
low titre anti-HCV (group 6); panel of samples with mixed titre anti-HCV (group 7) and 2 samples from blood donor
HCYV RNA positive, anti-HCV negative (group 8). Results. Group 1: one unspecific reactivity only in Monolisa HCV
Ag-Ab Ultra (specificity 99,91 %); group 2: 106 positive samples (100 %); group 3: 15 negative samples (100 %);
group 4: 38 reactive samples (92,7 %) a 3 negative samples (7,3 %); group 5: 40 samples anti-HCV (BioRad) reac-
tive and HCV Ag-Ab (BioRad) negative (36,7 %), 23 samples anti-HCV (BioRad) negative and HCV Ag-Ab
(BioRad) reactive (21,1 %), 12 samples reactive in both tests and 34 samples negative in both tests; group 6 a 7: all
results were accordant with panels; group 8: both samples were negative by HCV Ag-Ab (BioRad) (S/CO 0,13
a 0,58). Discussion. Our pilot study shows that Monolisa HCV Ag-Ab Ultra assay is highly specific. It shortens dia-
gnostic window in comparison to antibody assay by 17-49 days (literature data), test sensitivity is increased by exten-
sion of the interval of ,,the grey zone‘ from S/CO 0,50. It is suitable to consider the introduction of combined HCV
antigen-antibody assay in transfusion service in the Czech republic. However, further studies with routine testing of
blood and blood components donors are necessary for real evaluation of benefit of HCV antigen testing.
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Uvod

Po zavedeni rutinniho vySetfovani hepatitidy B u déarcii
krve a krevnich slozek (dale jen ,,darcti*) stale zbylo bur-
cujici riziko non-A, non-B potransfuzni hepatitidy (1).
Testovani ALT a anti-HBc toto riziko nespecificky mirné
snizovalo (1, 2), cozZ ovSem nebylo vSemi studiemi jedno-
znaéné potvrzeno (3, 4). Pivodce prevazné ¢asti téchto
potransfuznich hepatitid — virus hepatitidy C (HCV) — byl
objeven v roce 1988 s nastupem molekuldrné biologickych
metod (5, 6).

Virova hepatitida typu C i pres zkvalitiiovani naboru
darcti, precizovani vybérovych kritérii pii posuzovani zpu-
sobilosti darce k odbéru (rizikové faktory, rizikova chova-
ni) (7, 8) a zdokonalovani screeningovych testil stile patii
k zdvaznym komplikacim transfuzi krve ¢i krevnich slozek.
Rocné je ve svéte infikovano okolo 1 milionu lidi (9-11),
prenos transfuzi vSak patii k minoritnim zpisobiim pfeno-
su (12). Klinicky i ekonomicky vyznam hepatitidy C je
v jejim vyrazném sklonu prechdzet do chronicity (v 50-80
% pripadl) Casto s téZzkym postiZzenim jater nebo i vznikem
primarniho jaterniho karcinomu (12). Moderni 1é¢ba tato
rizika sice sniZuje, ale je znacné nakladna.

HCV RNA detekce

e

Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze, Krajské
nemocnice Liberec a Masarykovy nemocnice v Usti nad
Labem provedli vySetfeni 1164 krevnich vzorkil darct
kombinovanym testem pro detekci anti-HCV a antigenu
HCV (HCV Ag-Ab) (soubor 1). Paralelné byly tyto krev-
ni vzorky vySetieny i protilaitkovym testem.

V Narodni referen¢ni laboratofi pro virové hepatitidy
byla vySetfena testem HCV Ag-Ab séra zarovei HCV
RNA i anti-HCV pozitivni (n = 106) (soubor 2), déle séra
pacientt s prokazanou HBV infekci (n = 15) (soubor 3),
séra reaktivni ve 3 EIA testech pro detekci anti-HCV nebo
RIBA 3.0 HCV pozitivni (n = 41) (soubor 4), séra reaktiv-
ni v minimaln¢ jednom anti-HCV EIA testu a RIBA 3.0
nejasna (indeterminate) nebo negativni (n = 109) (soubor
5), soubor sér panelu BBI PHV-102 low titer anti-HCV
(n = 15) (soubor 6), soubor sér panelu BBI PHV-203 mix
titer anti-HCV (n = 25) (soubor 7) a 2 séra darce HCV
RNA pozitivni, anti-HCV negativni (soubor 8) (obé séra
byla odebrana témuz darci v intervalu 23 dni).

Vysetreni anti-HCV protildtkovym testem

Toto vySetieni jsme provadéli pomoci testu Monolisa®
anti-HCV Plus Version 2 (Bio-Rad) podle postupu uve-
deného v navodu vyrobce.

Dalsi testy (pouzité v Narodni referencni laboratofi

pro virové hepatitidy): Axsym HCV
(Abbott), Ortho HCV 3.0 ELISA (Ortho).

(- — -

Byl dodrZen postup podle navodt vyrobcd.

Detekovatelnost

—— antigen (Ag)
—— protilatky (Ab)

Mez detekce

| VySetreni anti-HCV a HCV Ag kombinova-
nym testem

Princip testu: Monolisa® HCV Ag-Ab
ULTRA je dvoukrokovy imunoenzymaticky
test (EIA), zaloZeny na kombinaci nepfimé-
ho testu pro detekci protildtek a sendvi¢ové-
ho testu pro detekci antigenu HCV s moni-
torovanim pfidani vzorku a barevné odliSe-
nymi reagenciemi. Povrch jamek desticky je
potaZzen monoklondlnimi protilatkami proti
kapsidé HCV, dvéma rekombinantnimi anti-
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Obr. 1. Pribéh znamek HCV infekce.

(upraveno podle Lambert N, Vermet L, Bordier M, et al. Performance features of the new
Bio-Rad HCV antigen and antibody assay. XXVII Annual Congress of the
International Society of Blood Transfusion (ISBT), Edinburgh 2004; Abstract P4.22).

Nepiijemné je dlouhé imunologické (diagnostické) okno
(obr. 1). Ackoliv predpisy Rady Evropy a Evropské unie (7,
8) doporucuji u darct krve ¢i krevnich sloZek jako zédvazné
pouze testovani anti-HCV, mnoho zemi doplnilo paletu
povinnych testll o molekularné-biologické vySetfeni HCV
RNA ¢&i antigenu HCV.

V Ceské republice se o dalsim konkrétnim postupu
v oblasti screeningu hepatitidy C u darci zatim nerozhodlo.

Soubor a metoda

Vzorky
V lednu aZz dubnu 2005 jsme na transfuznich odd€lenich

180 200

geny oblasti NS3 a jednim rekombinantnim
antigenem z nestrukturdlni oblasti NS4
a modifikovanym kapsidovym peptidem
strukturdlni  oblasti genomu HCV.
Kapsidovy HCV je detekovian druhou
monoklondlni protilaitkou konjugovanou
s biotinem, reagujici se streptavidin peroxi-
dazou. V téZe jamce jsou pak detekovany protilatky anti-
HCV pomoci IgG proti lidskému IgG konjugované
s peroxiddzou. Pouzité konjugaty jsou: konjugat 1 (mysi
monoklonélni biotinovand protilatka proti kapsidé HCV;
tato monoklonalni protilatka nereaguje s modifikovanym
kapsidovym antigenem HCV, kterym je potaZena mikro-
titracni desti¢ka), konjugat 2 (mysi protilatky proti lid-
skému IgG znadené peroxidazou a streptavidin znaceny
peroxidazou).

Vlastni postup: 1. Do jamek mikrotitracni desky se
napipetuje konjugét 1, testované vzorky a kontrolni séra.
2. Po inkubaci pti 37 °C po dobu 90 minut a promyti se
do jamek napipetuji peroxiddzou znacené protilatky proti
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lidskému IgG a konjugat 2.

3. Po 30 minutach inkubace pfi 37 °C se nenaviza-
ny enzymovy konjugat odstrani promytim a komplex
antigen-protilatka se prokaze pfidanim substratu.

4. Po 30 minutach se reakce zastavi a hodnoty optické
denzity se zméii pomoci spektrofotometru pfi vinové délce
450/620-700 nm. Méfeni optické denzity vzorku umoziu-
je zjistit pfitomnost nebo nepfitomnost protilatek nebo kap-
sidového antigenu HCV. Intenzita zabarveni je umérna
mnoZzstvi protilitek nebo antigenu HCV, navazanych na
pevné fazi.

Konfirmacni testovdni

Opakované reaktivni vzorek byl odesldn ke konfirmac-
nimu vySetfeni do Narodni referen¢ni laboratofe pro viro-
vé hepatitidy. Ke konfirmaci byly pouzity 3 EIA anti-HCV
testy: Axsym HCV (Abbott), Monolisa anti-HCV Plus
Version 2 (BioRad), Ortho HCV 3.0 ELISA (Ortho), dile
konfirmacni test Chiron RIBA HCV 3.0 SIA (Chiron)
a test pro detekci HCV RNA Cobas Amplicor HCV ver. 2
(Roche).

Statistickd metoda

Incidence sérokonverzi u opakovanych dérct krve a krev-
nich slozek: pocet konfirmacné potvrzenych pozitivit anti-
HCV u opakovanych darcii v daném roce / osobo-roky
v riziku (13-15).

Odhadované rezidudlni riziko pienosu HCV infekce anti-
HCV negativni krvi u opakovanych darct krve: incidence
sérokonverzi x primérnd délka diagnostického okna ve
dnech / 365 (16).

Diagnostické okno: doba mezi infekci a moZnosti tuto
infekci detekovat danym testem. Obvykle se ke kalkulaci
pro protilatkové testy pouziva délka diagnostického okna
66 dni (13, 14). Pro kombinovany test jsme uvazovali délku
diagnostického okna 38 dni (délka po odecteni primérné-
ho zkraceni 17-49 dni udévaného niZe uvedenymi autory)
(17-21).

Osobo-roky v riziku: pocet odbérti u opakovanych darct
v daném roce / primérny Casovy interval mezi odbéry (22).
Opakovany darce: v daném roce daroval minimalné dva-
krat (15, 23, 24).

Primérny Casovy interval mezi odbéry: suma casovych
intervali mezi prvnim a poslednim odbérem vsech opako-
vanych darcti / pocet opakovanych darct (23).

ProtoZe v Ceské republice chybi data o po&tu opakova-
nych dérct, ktefi v daném roce darovali, ani se nesleduji
udaje o Casovych intervalech, provedli jsme odhad z dat,
ziskanych z naSich 3 zafizeni transfuzni sluzby, tfebaze
mohou byt ovlivnéna chybou malych ¢isel (pouze cca 11 %
vsech odbéri v CR):

- pocet odbért u opakovanych darct za rok / pocet opako-
vanych darct za rok (14, 15).

Vysledky

Vysledky vySetieni soubort sér testem Monolisa HCV
Ag-Ab Ultra, procento shodnych nélezii je uvedeno
v zavorce.

e

Tab. 1. Vysledky testovani vzorkt darct krve a krevnich sloZek na pri-
kaz anti-HCV a HCVcAg.

protildtkovy test kombinovany test
Pocet vzorki 1164 1164
Opakované reaktivni 0 1
Pozitivni* 0 0
Specificita (%) 100 99,91

Vysvétlivky: HCVcAg = kapsidovy antigen viru hepatitidy C; protilat-
kovy test = test pro vySetfeni anti-HCV; kombinovany test = test pro
vySetfovani anti-HCV a HCVcAg; * = potvrzené konfirma¢nim testem

Soubor 1: z vySetfenych vzorkd darcd krve a krevnich
slozek byl opakované reaktivni 1 vzorek pouze v kombi-
novaném testu (tab. 1). Reaktivita nebyla potvrzena
v Nérodni referencni laboratofi pro virové hepatitidy
jakoZto pozitivni (¢i nejasnd). Specificita testu byla
v nasem souboru 99,91 %. ProtoZe soubor je relativné
maly bez vyznamného poctu hrani¢nich a pozitivnich
hodnot, nelze provadét skute¢né porovnéni testd co do
schopnosti diskriminace do pozitivit a negativit.

Soubor 2: u v§ech sér HCV RNA i anti-HCV pozitivnich
byla kombinovanym testem pozitivita potvrzena.
Soubor 3: 15 sér negativnich (100 %), nespecificka reak-
tivita nebyla prokazana.

Soubor 4: 38 reaktivnich sér (92,7 %) a 3 séra negativni
(7,3 %). Podrobné vysledky vysSetieni u 3 negativnich
vzorki jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2. Vysledky EIA testi AXSYM, Monolisa Plus, Ortho (hodnoty
S/CO), konfirmacniho testu RIBA 3.0 a COBAS Amplicor HCV PCR
u 3 vzorki negativnich v testu Monolisa HCV Ag-Ab Ultra.
(Kurzivou jsou uvedeny vysledky druhych odbérii prislusnych osob.)

C.séra |[ULTRA |AXSYM|PLUS | ORTHO|RIBA 3.0]HCV RNA
640/04 |negativni | 3,910 0,350 | 0,880 | pozitivni |[NT
641/04 | negativni | 3,680 0,380 10,930 | pozitivni [NT
806/04 |negativni | 1,2 0,920 10,950 | pozitivni |[NEG.
1810/04 | negativni | 1,050 1,080 10,580 | pozitivni |NT
2269/04 |negativni | 3,1 2,110 [ 1,100 |indeterm.|NEG.

Vysvétlivky: indeterm. = indeterminate (nejasny, neurcity)

Soubor 5: vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Vysledky
ukazuji, Ze kombinovany test ve srovnani s protilatko-
vym testem lépe diskriminuje do negativit.

Soubory 6 a 7: vysledky vySetfeni citlivostnich panelt
byly souhlasné s deklarovanymi tidaji (13 pozitivnich, 2
negativni nilezy v panelu 6 a 22 pozitivnich, 3 negativni
nalezy v panelu 7).

Soubor 8: obé séra byla kombinovanym testem negativni
(S/CO 0,13 a 0,58).

Primérny casovy interval mezi odbéry (2004): 38774
odbéra / 15840 darcu = 2,45 odbéru na darce/rok; ¢aso-
vy interval = 1 /2,45 = 0,41 roku.

Osobo-roky v riziku: 3,718x105 odbérta / 0,41 = 9,1x105
(5,25x105 odbért za rok 2004 — pocet odbérti u novych
darct) x 0,75 = 3,718x105 odbért (0,75 = odhadovany
podil opakovanych darct podle definice uvedené vyse za
pouZiti dat z naSich 3 zafizeni transfuzni sluzby) — vyuZita
statistika UZIS (25).

Odhadovana incidence sérokonverzi u opakovanych dérct
krve v CR:
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Tab. 3. Porovnani vysledkil vySetfeni sér se zdvérem konfirmace
»nejasny* testy Monolisa® anti-HCV Plus Version 2 a Monolisa® HCV
Ag-Ab ULTRA (n = 109).

MONOLISA HCV Ag-Ab Ultra HCV Ag-Ab Ultra
reaktivni negativni
HCV Plus 12 40
reaktivni
HCV Plus 23 34
negativni
Z 23 HCV Plus negativni Z 40 HCV Plus reaktivni

/Ultra reaktivni /Ultra negativni
je v RIBA 3.0 16 indeterminate je v RIBA 3.0 13 indeterminate
7 negativnich 27 negativnich

Vsechny vzorky ,.indeterminate” byly vySetieny PCR a byly HCV
RNA negativni.
(Indeterminate = nejasny, neurcity).

Tab. 4. Zavadéni testovani HCV infekce u darct krve a krevnich slozek.

test svét (rok) CR (rok)

anti-HCV 1. generace| 1990 (USA, Némecko) (27, 35) -

anti-HCV 2. generace| 1991 (USA, Némecko) (15, 35) 1992

anti-HCV 3. generace| 1994 (Némecko) (35) 1994-1995

HCV RNA (PCR) 1998-1999 (USA) (40, 52) -

1999 (Kanada, Némecko, Japonsko)

(37,47, 48, 50)

2000 (Australie) (38)

2001 (Francie) (23)

2002 (Italie, Polsko) (51, 53, 55)

2002 (Polsko, Spanélsko) -
(51,53, 61)

HCVcAg

Vysvétlivky: HCVcAg = kapsidovy antigen viru hepatitidy C

71/9,1x105 = 7,8 na 1x105 osobo-roku.

Odhadované rezidudlni riziko prfenosu HCV infekce anti-
HCV negativni krvi v CR u opakovanych dércii krve:
(7,8 x 66) / 365 = 1,41 na 1x105 odbéru; tj. 14,1 na 1x10°
odbért; pfi poctu cca 500 tisic odbéri/rok se jedna
o zhruba 7 rizikovych odbéri rocné.

Odhadované rezidudlni riziko pfenosu HCV infekce
anti-HCV negativni a HCVcAg negativni (kombinova-
nym testem) krvi v CR: (7,8 x 38) / 365 = 0,81 na
1x105 odbéra; tj. 8,1 na 1x106 odbéru; pii poltu cca
500 tisic odbért/rok se jedna o zhruba 4 rizikové odbé-
ry ro¢né.

Odhadované rezidualni riziko pfi pouziti kombinova-
ného testu je nizsi o 3 rizikové odbéry za rok.

Diskuse a zavér

Hepatitida C vzhledem ke své progresivni povaze
a vzhledem k tomu, Ze dosud neexistuje moznost pre-
vence nidkazy HCV tudinnym ockovanim, stile patfi
k zavaznym ,rizikovym infekcim* v transfuzni sluzbé.
Incidence anti-HCV u déarct krve a krevnich slozek
v Evropé kolisa: napt. ve Francii 0,6 (26), v Némecku 2,3
(27), ve Spané&lsku 3,23 (23), v Italii 4,1 (24, 28), v CR
7,8 na 1x105 osobo-rokli. Relativné vysoka incidence
v CR by viak mohla byt zkreslena tim, Ze se v celostétni
statistice CR nesleduje pocet darcli, ktefi darovali
v daném roce vice nez lkrat a pro vypocet byl pouZit

e

hruby odhad. Pti pouZziti delsiho sledovaného obdobi nez
1 rok by doslo k prodlouZeni primérného casového
intervalu mezi odbéry. Nejista je i validita poctu vyraze-
nych darct pro pozitivitu anti-HCV, protoze v Rocnim
vykazu o ¢innosti ZZ pro ucely UZIS CR je tento ddaj
nepresné definovan a jsou sem zarazovani i darci s opa-
kované nespecificky reaktivnimi vysledky (29). Do poctu
anti-HCV pozitivnich déarct jsou zahrnuti i darci, ktefi
v daném roce absolvovali pouze 1 odbér. V NRL pro
virové hepatitidy vzhledem k insuficientnim tdajim
z terénu neni ¢asto mozné odlisit vzorky darci a pacien-
t, zasilané ze zafizeni transfuzni sluzby ¢i jejich smluv-
ni laboratore. D4 se tedy predpokladat, Ze incidence kon-
firmované pozitivity anti-HCV je v CR niZi, neZ je vyse
uvedend.

Zavedeni rutinniho vysetfovani anti-HCV EIA testy
do algoritmu screeningového testovani darcti poc¢atkem
90. let minulého stoleti (tab. 4) rapidné snizilo vyskyt
potransfuzni hepatitidy. Testy prvni generace byly zati-
Zeny vysokou frekvenci falesné reaktivnich i negativnich
vysledkt, rezidualni riziko prenosu infekce transfuzi
bylo vysoké (napf. v USA 1 na 1700 odbért) (30, 31).

ZvySenou senzitivitu a specificitu pfinesly testy druhé
generace; diagnostické okno zkrétily na 82 dni a rezidu-
alni riziko se vyrazné snizilo (napt. v USA 1 na 103 000
odbéru) (16, 31).

V soucasnosti pouzivané testy 3. generace jsou obda-
feny vysokou specificitou a senzitivitou (32).
Nejcitlivéjsimi testy se diagnostické okno zkratilo v pra-
méru az na 66-70 dni (38-94) (33-37).

Rezidualni riziko pfenosu HCV infekce podanim anti-
HCV negativniho transfuzniho pfipravku pii testovani
pouze anti-HCV se odhadovalo ve Francii na 1,16 (26);
v Némecku 1,79-5,0 (22, 27, 38, 39), v Austrilii 2,5-5,0
(40), ve Velké Britanii 4,0 (41), v Italii 4,35-7,9 (24, 28),
ve Spanélsku 6,7 (23), v USA 6,2-9,8 (13, 16, 42) na
1x100 odbéra. V prabéhu let se riziko pfenosu HCV
infekce sniZzovalo (napf. ve Francii 2,7 v letech
1996-1998 versus 1,16 v letech 1998-2000), coz je pfi-
suzovano spise zlepSeni vybéru darct a zifejmé i sniZeni
incidence HCV infekce v populaci (26). CR se fadi mezi
staty s vysokym odhadovanym rezidudlnim rizikem pfe-
nosu HCV infekce transfuzi (podle tudaji pred zavede-
nim screeningového testu HCV RNA v nékterych
zemich) s pfihlédnutim k moznému zkresleni vypoctu,
uvedenému vyse. Kalkulace rezidudlniho rizika miZe
byt ovlivnéna i zvolenou primérnou délkou diagnostic-
kého okna, které se miize vyznamné lisit podle senzitivi-
ty pouZzitého testu.

Rezidualni riziko pfenosu HCV infekce je zptisobeno,
kromé diagnostického okna u akutni infekce (43), tech-
nickymi ¢i lidskymi chybami pfi testovani (napf. ve
Francii bylo odhadnuto riziko pfenosu infekce vlivem
chybnych fale$né negativnich vysledkut testovani 0,13 na
1x100 odbért) (26), dal§im zdrojem rizika mohou byt
i chroni¢ti nosi¢i HCV, ktefi netvoii anti-HCV protilatky
(44, 45, 46) nebo infikovani jedinci s tzv. séroreverzi
(vymizeni pozitivity anti-HCV v EIA v 6-20 % ptipadt
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nelécené HCV infekce u imunokompetentnich jedincit)
(47, 48). Pti hodnoceni rizika je vSak nutné vzit v ivahu
ito, Ze z 1 odbéru (jedné odebrané krve/krevni slozky) se
obvykle vyrobi vice transfuznich pfipravkl, coZ riziko
prenosu HCV infekce transfuzi zvysuje (u odbéru plné
krve zhruba 1,3krat — erytrocyty, plazma pro klinické
pouziti event. i trombocyty po odecteni pfipravkd nevy-
robenych z riznych pficin).

K riziku pfenosu HCV infekce je nutno pficist i rezi-
dudlni riziko u novych darcti krve. Zachyt HCV infekce
je u této skupiny darcti vyrazné vyssi nez u opakovanych
darcu (2,15 %o vs. 0,26 %o v roce 2004) (25).

Vyznamné zkraceni diagnostického okna pfineslo
detekovani HCV RNA metodou polymerazové fetézové
reakce (PCR) — o 34 az 59 dni (16, 18). Zatimco se
v mnoha rozvinutych zemich stala tato metoda soucasti
screeningovych testi darct (napf. USA, Japonsko,
Francie, Némecko, Rakousko, Nizozemi, Italie, Polsko,
Spanélsko) (26, 38, 22, 40, 42, 49, 50-57), objevil se na
diagnostické scéné EIA test pro stanovovani antigenu
HCV (HCVcAg) (Ortho-Clinical Diagnostics). Prvni
generace testu detekuje ve vzorcich ,,volny — cirkulujici*
HCVcAg, druha generace testl detekuje navic HCVcAg
vazany protilatkami. Druha generace je urcena spiSe pro
konfirmacni testovani a pro monitorovani 1écby hepatiti-
dy C (58).

Testovani HCVcAg prineslo zkraceni diagnostického
okna v priméru o zhruba 67 tydnt (59, 60) a znacné se
tim pfiblizilo HCV RNA testim (59, 61, 62, 63, 64, 65).
Specificita kolisala u neselektovanych darct krve od
99,63 do 99,94 % (60, 66, 67).

Nékteré zemé zavedly testovani HCVcAg do rutinni-
ho screeningu darcti krve event. jako alternativu HCV
RNA (Polsko, Spanélsko) (53, 68, 69). V Polsku se vSak
pouziva spise u akutnich ptipadli — napf. u trombocyto-
vych transfuznich pripravkt (53). V Itdlii jej zkouseji
rutinné vyuZivat po predchozim zavedeni screeningové-
ho testovani HCV RNA (57).

Nedavno (2004) byl vyvinut kombinovany test (HCV
Ag-Ab), ktery umoziluje soucasné vySetfeni protilatek
i antigenu. Kombinovany test HCV Ag-Ab zkracuje dia-
gnostické okno ve srovnani s klasickymi protilatkovymi
testy o 70 % (70). Hodnoceni 35 komeréné dostupnych
sérokonverznich panelt ukazalo, Ze kombinovany test by
mohl zkracovat diagnostické okno pro detekci potencialné
infikovanych darct krve o 17-49 dni proti protilatkovému
testu (17-21). V téchto studiich kombinovany test HCV
Ag-Ab zaostaval za HCV RNA testy v priméru o cca
2-30 dni (0-131 dni) a zachytaval 82-98 % HCV RNA
pozitivnich anti-HCV negativnich vzorktl predevsim
v zavislosti na virové nalozi v daném vzorku. Zpozdéni
zachytu kombinovanym testem zaviselo na metod¢ vyset-
feni HCV RNA (vysetifeni smési vzorkd nebo jednotlivé-
ho vzorku) a na zvoleném panelu resp. souboru vySetfova-
nych vzorki (delSi zpozdéni kombinovaného testu bylo
pozorovano u HIV pozitivnich pacientl). Zkresleni ptina-
§i i ¢asovy interval mezi jednotlivymi vzorky u daného
pacienta (u nékterych paneld i vice nez 100 dni). Cca 70

e

% vzorkl sérokonverznich panelil je zachytdvano kombi-
novanym testem a HCV RNA zcela identicky. Senzitivitu
kombinovaného testu lze zvysit rozsifenim intervalu ,,Sedé
z6ny* testu (OD vzorku/OD cut-off = 0,5) (21), cozZ jsme
prokazali i v nasi studii (soubor 8).

Velmi nedavno (srpen 2005) byla publikovana studie
srovnavajici kombinovany test a samostatny screeningo-
vy test HCVcAg (71). Studie prokazala nizsi senzitivitu
kombinovaného testu u anti-HCV negativnich a HCV
RNA pozitivnich vzorki (40,8 % vs. 73,8 %). Senzitivita
kombinovaného testu se vyrazné lisi od praci uvedenych
vySe. Primérné zpozdéni kombinovaného testu za
HCVcAg testem bylo 16,3 dne. PouZiti kombinovaného
testu u darcii by mohlo podle této studie sniZit rezidual-
ni riziko pfenosu HCV infekce o cca 33—46 %.

Nespornou vyhodou kombinovaného testu jsou nizsi
naklady na testovani (oproti protilatkovym testim navy-
Seni pouze o maximilné 16 %) a vysetfeni antigenu
i protilatky daného vzorku v jedné jamce. Kombinovany
test nepotiebuje zmény technologického zazemi v labo-
ratofi véetné stylu laboratorni prace, bez nutnosti prida-
vat dalSi test (18).

Oproti HCV RNA nevyzaduje testovani HCVcAg spe-
cidlni prostory s pfisnym rezimem, specidlni zafizeni
(pro pripravu smési, pro PCR metodu), neni nutny zasad-
ni trénink persondlu, neni nachylné na kontaminaci a je
vyrazné€ levnéjsi (ndklady na prevenci 1 HCV infekce ve
Francii pfi pouziti HCV RNA byly odhadnuty na 1,2
milionu Euro) (72), také logistika je vyrazné jednodussi,
protoZe dany test mohou provadét soucasné EIA labora-
tofe. V piipadé PCR technologie by byla nutnd vyrazna
centralizace vySetfovani spojena s problémy pii tran-
sportu, predavani vysledkt apod. Vyhodou testovani
HCVcAg je rychlejsi ziskani vysledki, individualni scre-
ening (nikoliv testovani smési vzorka) (53, 70, 73).

Protilatkova senzitivita kombinovaného testu zlstava
na urovni samostatného protilatkového testu (18) s vyso-
kou specificitou (99,85-99,88 %) (18-20). Nase vysled-
ky koresponduji s vysi specificity, uvadénou v literature.
Urc¢itou nevyhodou kombinovaného testu oproti protilat-
kovému testu je delsi doba inkubace (o 30 minut), coZ
vSak v praxi obvykle neni zdsadnim problémem.

Snaha kazdého vyrobce 1é¢iva, mezi které patfi i trans-
fuzni pfipravky, je produkovat co nejic¢innéjsi, ale i nej-
zaostava Ceska republika v zavadéni dalSich virologic-
kych testt do cCinnosti zafizeni transfuzni sluzby.
Neprovadi se vySetfeni anti-HBc, HCVcAg ¢ HCV
RNA. V nasi praci poukazujeme na prospésnost zavede-
ni vySetfeni HCVcAg, z financ¢nich a praktickych davo-
dia Iépe ve formé kombinovaného testu. Rezidualni rizi-
ko pienosu HCV infekce se v CR ned4 vérohodné kalku-
lovat pro nedostate¢nou vypovédni hodnotu tudajt
v celostatnim sbéru dat o Cinnosti transfuzni sluzby.
Navic skutecnd vytéZnost zavedeni daného testu oproti
ocekavané podle zkuSenosti s HCV RNA muzZe byt
vyrazné mensi (27, 40). Teprve po pripadném uplatnéni
tohoto vysetfovani v rutinni praxi budou k dispozici
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