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Souhrn
Úvod. Virová hepatitida C zůstává i přes zavedení a výrazné zdokonalení testů pro detekci anti-HCV u dárců krve
a krevních složek významným rizikem potransfuzní hepatitidy. Cílem této práce bylo zhodnocení možnosti zavede-
ní kombinovaného testu pro detekci HCV antigenu a anti-HCV v ČR. Soubor a metody. V lednu až dubnu 2005 jsme
vyšetřili 1164 sér dárců krve/krevních složek (soubor 1) testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra (BioRad) a Monolisa
anti-HCV Plus Version 2 (BioRad), dále testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra 106 HCV RNA pozitivních a anti-HCV
pozitivních sér (soubor 2), séra 15 pacientů s prokázanou HBV infekcí (soubor 3), 41 sér reaktivních ve 3 EIA anti-
-HCV testech nebo RIBA 3.0 HCV pozitivních (soubor 4), 109 sér reaktivních v alespoň jednom anti-HCV EIA testu
a RIBA 3.0 nejasných nebo negativních (soubor 5), panel s nízkým titrem anti-HCV (soubor 6) a panel se smíšeným
titrem anti-HCV (soubor 7) a 2 séra dárce HCV RNA pozitivní, anti-HCV negativní (soubor 8). Výsledky. Výsledky
vyšetření souborů sér testem Monolisa HCV Ag-Ab Ultra, procento shodných nálezů uvedeno v závorce. Soubor 1:
1krát nespecifická reaktivita pouze v testu Monolisa HCV Ag-Ab Ultra (specificita 99,91 %); soubor 2: 106 sér pozi-
tivních (100 %); soubor 3: 15 sér negativních (100 %); soubor 4: 38 reaktivních (92,7 %) a 3 negativní (7,3 %); sou-
bor 5: 40 sér anti-HCV (BioRad) reaktivních a HCV Ag-Ab (BioRad) negativních (36,7 %), 23 sér anti-HCV
(BioRad) negativních a HCV Ag-Ab (BioRad) reaktivních (21,1 %), 12 sér v obou testech reaktivních a 34 sér v obou
testech negativních; soubor 6 a 7: všechny výsledky souhlasné s panelem; soubor 8: obě séra v testu HCV Ag-Ab
(BioRad) negativní (S/CO 0,13 a 0,58). Diskuse a závěr. Naše pilotní studie ukazuje, že test Monolisa HCV Ag-Ab
Ultra je vysoce specifický. Zkracuje diagnostické okno oproti protilátkovému testu o 17-49 dní (literární údaje), cit-
livost testu se zvyšuje rozšířením intervalu „šedé zóny“ od S/CO 0,50. Je vhodné uvažovat o zavedení kombinova-
ného testu HCV Ag-Ab do transfuzní praxe v ČR. Pro reálné hodnocení prospěchu testování HCV antigenu kombi-
novaným testem jsou potřebné další studie s rutinním testováním dárců krve a krevních složek. 
Klíčová s lova : HCVcAg, anti-HCV, dárci krve, imunoenzymatický test

Summary
Masopust J., Kracíková J., Němeček V., Procházková 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-HCV positive samples (group 2); 15 samples from patients with proved HBV
infection (group 3); 41 samples reactive in 3 EIA anti-HCV 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
HCV 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.
Key words: HCVcAg, anti-HCV, blood donors, enzyme-linked immunosorbent assay
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Úvod

Po zavedení rutinního vyšetřování hepatitidy B u dárců
krve a krevních složek (dále jen „dárců“) stále zbylo bur-
cující riziko non-A, non-B potransfuzní hepatitidy (1).
Testování ALT a anti-HBc toto riziko nespecificky mírně
snižovalo (1, 2), což ovšem nebylo všemi studiemi jedno-
značně potvrzeno (3, 4). Původce převážné části těchto
potransfuzních hepatitid – virus hepatitidy C (HCV) – byl
objeven v roce 1988 s nástupem molekulárně biologických
metod (5, 6). 

Virová hepatitida typu C i přes zkvalitňování náboru
dárců, precizování výběrových kritérií při posuzování způ-
sobilosti dárce k odběru (rizikové faktory, riziková chová-
ní) (7, 8) a zdokonalování screeningových testů stále patří
k závažným komplikacím transfuzí krve či krevních složek.
Ročně je ve světě infikováno okolo 1 milionu lidí (9–11),
přenos transfuzí však patří k minoritním způsobům přeno-
su (12). Klinický i ekonomický význam hepatitidy C je
v jejím výrazném sklonu přecházet do chronicity (v 50–80
% případů) často s těžkým postižením jater nebo i vznikem
primárního jaterního karcinomu (12). Moderní léčba tato
rizika sice snižuje, ale je značně nákladná. 

Nepříjemné je dlouhé imunologické (diagnostické) okno
(obr. 1). Ačkoliv předpisy Rady Evropy a Evropské unie (7,
8) doporučují u dárců krve či krevních složek jako závazné
pouze testování anti-HCV, mnoho zemí doplnilo paletu
povinných testů o molekulárně-biologické vyšetření HCV
RNA či antigenu HCV. 

V České republice se o dalším konkrétním postupu
v oblasti screeningu hepatitidy C u dárců zatím nerozhodlo. 

Soubor a metoda

Vzorky
V lednu až dubnu 2005 jsme na transfuzních odděleních

Fakultní nemocnice Královské Vinohrady v Praze, Krajské
nemocnice Liberec a Masarykovy nemocnice v Ústí nad
Labem provedli vyšetření 1164 krevních vzorků dárců
kombinovaným testem pro detekci anti-HCV a antigenu
HCV (HCV Ag-Ab) (soubor 1). Paralelně byly tyto krev-
ní vzorky vyšetřeny i protilátkovým testem. 

V Národní referenční laboratoři pro virové hepatitidy
byla vyšetřena testem HCV Ag-Ab séra zároveň HCV
RNA i anti-HCV pozitivní (n = 106) (soubor 2), dále séra
pacientů s prokázanou HBV infekcí (n = 15) (soubor 3),
séra reaktivní ve 3 EIA testech pro detekci anti-HCV nebo
RIBA 3.0 HCV pozitivní (n = 41) (soubor 4), séra reaktiv-
ní v minimálně jednom anti-HCV EIA testu a RIBA 3.0
nejasná (indeterminate) nebo negativní (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 dárce HCV
RNA pozitivní, anti-HCV negativní (soubor 8) (obě séra
byla odebrána témuž dárci v intervalu 23 dní). 
Vyšetření anti-HCV protilátkovým testem

Toto vyšetření jsme prováděli pomocí testu Monolisa®

anti-HCV Plus Version 2 (Bio-Rad) podle postupu uve-
deného v návodu výrobce.

Další testy (použité v Národní referenční laboratoři
pro virové hepatitidy): Axsym HCV
(Abbott), Ortho HCV 3.0 ELISA (Ortho).
Byl dodržen postup podle návodů výrobců. 
Vyšetření anti-HCV a HCV Ag kombinova-
ným testem
Princip testu: Monolisa® HCV Ag-Ab
ULTRA je dvoukrokový imunoenzymatický
test (EIA), založený na kombinaci nepřímé-
ho testu pro detekci protilátek a sendvičové-
ho testu pro detekci antigenu HCV s moni-
torováním přidání vzorku a barevně odliše-
nými reagenciemi. Povrch jamek destičky je
potažen monoklonálními protilátkami proti
kapsidě HCV, dvěma rekombinantními anti-
geny oblasti NS3 a jedním rekombinantním
antigenem z nestrukturální oblasti NS4
a modifikovaným kapsidovým peptidem
strukturální oblasti genomu HCV.
Kapsidový HCV je detekován druhou
monoklonální protilátkou konjugovanou
s biotinem, reagující se streptavidin peroxi-

dázou. V téže jamce jsou pak detekovány protilátky anti-
HCV pomocí IgG proti lidskému IgG konjugované
s peroxidázou. Použité konjugáty jsou: konjugát 1 (myší
monoklonální biotinovaná protilátka proti kapsidě HCV;
tato monoklonální protilátka nereaguje s modifikovaným
kapsidovým antigenem HCV, kterým je potažena mikro-
titrační destička), konjugát 2 (myší protilátky proti lid-
skému IgG značené peroxidázou a streptavidin značený
peroxidázou). 

Vlastní postup: 1. Do jamek mikrotitrační desky se
napipetuje konjugát 1, testované vzorky a kontrolní séra. 
2. Po inkubaci při 37 °C po dobu 90 minut a promytí se
do jamek napipetují peroxidázou značené protilátky proti

Obr. 1. Průběh známek HCV infekce. 
(upraveno podle Lambert N, Vermet L, Bordier M, et al. Performance features of the new
Bio-Rad HCV antigen and antibody assay. XXVIIIth Annual Congress of the
International Society of Blood Transfusion (ISBT), Edinburgh 2004; Abstract P4.22).
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lidskému IgG a konjugát 2. 
3. Po 30 minutách inkubace při 37 °C se nenaváza-

ný enzymový konjugát odstraní promytím a komplex
antigen-protilátka se prokáže přidáním substrátu. 

4. Po 30 minutách se reakce zastaví a hodnoty optické
denzity se změří pomocí spektrofotometru při vlnové délce
450/620-700 nm. Měření optické denzity vzorku umožňu-
je zjistit přítomnost nebo nepřítomnost protilátek nebo kap-
sidového antigenu HCV. Intenzita zabarvení je úměrná
množství protilátek nebo antigenu HCV, navázaných na
pevné fázi. 
Konfirmační testování

Opakovaně reaktivní vzorek byl odeslán ke konfirmač-
nímu vyšetření do Národní referenční laboratoře pro viro-
vé hepatitidy. Ke konfirmaci byly použity 3 EIA anti-HCV
testy: Axsym HCV (Abbott), Monolisa anti-HCV Plus
Version 2 (BioRad), Ortho HCV 3.0 ELISA (Ortho), dále
konfirmační test Chiron RIBA HCV 3.0 SIA (Chiron)
a test pro detekci HCV RNA Cobas Amplicor HCV ver. 2
(Roche). 
Statistická metoda
Incidence sérokonverzí u opakovaných dárců krve a krev-
ních složek: počet konfirmačně potvrzených pozitivit anti-
HCV u opakovaných dárců v daném roce / osobo-roky
v riziku (13–15). 
Odhadované reziduální riziko přenosu HCV infekce anti-
HCV negativní krví u opakovaných dárců krve: incidence
sérokonverzí x průměrná délka diagnostického okna ve
dnech / 365 (16). 
Diagnostické okno: doba mezi infekcí a možností tuto
infekci detekovat daným testem. Obvykle se ke kalkulaci
pro protilátkové testy používá délka diagnostického okna
66 dní (13, 14). Pro kombinovaný test jsme uvažovali délku
diagnostického okna 38 dní (délka po odečtení průměrné-
ho zkrácení 17–49 dní udávaného níže uvedenými autory)
(17–21). 
Osobo-roky v riziku: počet odběrů u opakovaných dárců
v daném roce / průměrný časový interval mezi odběry (22). 
Opakovaný dárce: v daném roce daroval minimálně dva-
krát (15, 23, 24). 
Průměrný časový interval mezi odběry: suma časových
intervalů mezi prvním a posledním odběrem všech opako-
vaných dárců / počet opakovaných dárců (23).

Protože v České republice chybí data o počtu opakova-
ných dárců, kteří v daném roce darovali, ani se nesledují
údaje o časových intervalech, provedli jsme odhad z dat,
získaných z našich 3 zařízení transfuzní služby, třebaže
mohou být ovlivněna chybou malých čísel (pouze cca 11 %
všech odběrů v ČR): 
- počet odběrů u opakovaných dárců za rok / počet opako-
vaných dárců za rok (14, 15).

Výsledky 

Výsledky vyšetření souborů sér testem Monolisa HCV
Ag-Ab Ultra, procento shodných nálezů je uvedeno
v závorce.

Soubor 1: z vyšetřených vzorků dárců krve a krevních
složek byl opakovaně reaktivní 1 vzorek pouze v kombi-
novaném testu (tab. 1). Reaktivita nebyla potvrzena
v Národní referenční laboratoři pro virové hepatitidy
jakožto pozitivní (či nejasná). Specificita testu byla
v našem souboru 99,91 %. Protože soubor je relativně
malý bez významného počtu hraničních a pozitivních
hodnot, nelze provádět skutečné porovnání testů co do
schopnosti diskriminace do pozitivit a negativit.
Soubor 2: u všech sér HCV RNA i anti-HCV pozitivních
byla kombinovaným testem pozitivita potvrzena. 
Soubor 3: 15 sér negativních (100 %), nespecifická reak-
tivita nebyla prokázána. 
Soubor 4: 38 reaktivních sér (92,7 %) a 3 séra negativní
(7,3 %). Podrobné výsledky vyšetření u 3 negativních
vzorků jsou uvedeny v tabulce 2. 

protilátkový test kombinovaný test
Počet vzorků 1164 1164
Opakovaně reaktivní 0 1
Pozitivní* 0 0
Specificita (%) 100 99,91

Tab. 1. Výsledky testování vzorků dárců krve a krevních složek na prů-
kaz anti-HCV a HCVcAg.

Vysvětlivky: HCVcAg = kapsidový antigen viru hepatitidy C; protilát-
kový test = test pro vyšetření anti-HCV; kombinovaný test = test pro
vyšetřování anti-HCV a HCVcAg; * = potvrzené konfirmačním testem

Tab. 2. Výsledky EIA testů AxSYM, Monolisa Plus, Ortho (hodnoty
S/CO), konfirmačního testu RIBA 3.0 a COBAS Amplicor HCV PCR
u 3 vzorků negativních v testu Monolisa HCV Ag-Ab Ultra. 
(Kurzivou jsou uvedeny výsledky druhých odběrů příslušných osob.)

Č. séra ULTRA AXSYM PLUS ORTHO RIBA 3.0 HCV RNA
640/04 negativní 3,910 0,350 0,880 pozitivní NT
641/04 negativní 3,680 0,380 0,930 pozitivní NT
806/04 negativní 1,2 0,920 0,950 pozitivní NEG. 
1810/04 negativní 1,050 1,080 0,580 pozitivní NT
2269/04 negativní 3,1 2,110 1,100 indeterm. NEG. 

Vysvětlivky: indeterm. = indeterminate (nejasný, neurčitý) 

Soubor 5: výsledky jsou uvedeny v tabulce 3. Výsledky
ukazují, že kombinovaný test ve srovnání s protilátko-
vým testem lépe diskriminuje do negativit.
Soubory 6 a 7: výsledky vyšetření citlivostních panelů
byly souhlasné s deklarovanými údaji (13 pozitivních, 2
negativní nálezy v panelu 6 a 22 pozitivních, 3 negativní
nálezy v panelu 7). 
Soubor 8: obě séra byla kombinovaným testem negativní
(S/CO 0,13 a 0,58).
Průměrný časový interval mezi odběry (2004): 38774
odběrů / 15840 dárců = 2,45 odběru na dárce/rok; časo-
vý interval = 1 / 2,45 = 0,41 roku. 
Osobo-roky v riziku: 3,718x105 odběrů / 0,41 = 9,1x105

(5,25x105 odběrů za rok 2004 – počet odběrů u nových
dárců) x 0,75 = 3,718x105 odběrů (0,75 = odhadovaný
podíl opakovaných dárců podle definice uvedené výše za
použití dat z našich 3 zařízení transfuzní služby) – využita
statistika ÚZIS (25).
Odhadovaná incidence sérokonverzí u opakovaných dárců
krve v ČR: 
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71 / 9,1x105 = 7,8 na 1x105 osobo-roků.
Odhadované reziduální riziko přenosu HCV infekce anti-
HCV negativní krví v ČR u opakovaných dárců krve:
(7,8 x 66) / 365 = 1,41 na 1x105 odběrů; tj. 14,1 na 1x106

odběrů; při počtu cca 500 tisíc odběrů/rok se jedná
o zhruba 7 rizikových odběrů ročně.

Odhadované reziduální riziko přenosu HCV infekce
anti-HCV negativní a HCVcAg negativní (kombinova-
ným testem) krví v ČR: (7,8 x 38) / 365 = 0,81 na
1x105 odběrů; tj. 8,1 na 1x106 odběrů; při počtu cca
500 tisíc odběrů/rok se jedná o zhruba 4 rizikové odbě-
ry ročně.

Odhadované reziduální riziko při použití kombinova-
ného testu je nižší o 3 rizikové odběry za rok. 

Diskuse a závěr

Hepatitida C vzhledem ke své progresivní povaze
a vzhledem k tomu, že dosud neexistuje možnost pre-
vence nákazy HCV účinným očkováním, stále patří
k závažným „rizikovým infekcím“ v transfuzní službě. 
Incidence anti-HCV u dárců krve a krevních složek
v Evropě kolísá: např. ve Francii 0,6 (26), v Německu 2,3
(27), ve Španělsku 3,23 (23), v Itálii 4,1 (24, 28), v ČR
7,8 na 1x105 osobo-roků. Relativně vysoká incidence
v ČR by však mohla být zkreslena tím, že se v celostátní
statistice ČR nesleduje počet dárců, kteří darovali
v daném roce více než 1krát a pro výpočet byl použit

hrubý odhad. Při použití delšího sledovaného období než
1 rok by došlo k prodloužení průměrného časového
intervalu mezi odběry. Nejistá je i validita počtu vyřaze-
ných dárců pro pozitivitu anti-HCV, protože v Ročním
výkazu o činnosti ZZ pro účely ÚZIS ČR je tento údaj
nepřesně definován a jsou sem zařazováni i dárci s opa-
kovaně nespecificky reaktivními výsledky (29). Do počtu
anti-HCV pozitivních dárců jsou zahrnuti i dárci, kteří
v daném roce absolvovali pouze 1 odběr. V NRL pro
virové hepatitidy vzhledem k insuficientním údajům
z terénu není často možné odlišit vzorky dárců a pacien-
tů, zasílané ze zařízení transfuzní služby či jejich smluv-
ní laboratoře. Dá se tedy předpokládat, že incidence kon-
firmované pozitivity anti-HCV je v ČR nižší, než je výše
uvedená. 

Zavedení rutinního vyšetřování anti-HCV EIA testy
do algoritmu screeningového testování dárců počátkem
90. let minulého století (tab. 4) rapidně snížilo výskyt
potransfuzní hepatitidy. Testy první generace byly zatí-
ženy vysokou frekvencí falešně reaktivních i negativních
výsledků, reziduální riziko přenosu infekce transfuzí
bylo vysoké (např. v USA 1 na 1700 odběrů) (30, 31). 

Zvýšenou senzitivitu a specificitu přinesly testy druhé
generace; diagnostické okno zkrátily na 82 dní a rezidu-
ální riziko se výrazně snížilo (např. v USA 1 na 103 000
odběrů) (16, 31). 

V současnosti používané testy 3. generace jsou obda-
řeny vysokou specificitou a senzitivitou (32).
Nejcitlivějšími testy se diagnostické okno zkrátilo v prů-
měru až na 66-70 dní (38-94) (33–37). 

Reziduální riziko přenosu HCV infekce podáním anti-
HCV negativního transfuzního přípravku při testování
pouze anti-HCV se odhadovalo ve Francii na 1,16 (26);
v Německu 1,79-5,0 (22, 27, 38, 39), v Austrálii 2,5–5,0
(40), ve Velké Británii 4,0 (41), v Itálii 4,35–7,9 (24, 28),
ve Španělsku 6,7 (23), v USA 6,2–9,8 (13, 16, 42) na
1x106 odběrů. V průběhu let se riziko přenosu HCV
infekce snižovalo (např. ve Francii 2,7 v letech
1996–1998 versus 1,16 v letech 1998–2000), což je při-
suzováno spíše zlepšení výběru dárců a zřejmě i snížení
incidence HCV infekce v populaci (26). ČR se řadí mezi
státy s vysokým odhadovaným reziduálním rizikem pře-
nosu HCV infekce transfuzí (podle údajů před zavede-
ním screeningového testu HCV RNA v některých
zemích) s přihlédnutím k možnému zkreslení výpočtu,
uvedenému výše. Kalkulace reziduálního rizika může
být ovlivněna i zvolenou průměrnou délkou diagnostic-
kého okna, které se může významně lišit podle senzitivi-
ty použitého testu. 

Reziduální riziko přenosu HCV infekce je způsobeno,
kromě diagnostického okna u akutní infekce (43), tech-
nickými či lidskými chybami při testování (např. ve
Francii bylo odhadnuto riziko přenosu infekce vlivem
chybných falešně negativních výsledků testování 0,13 na
1x106 odběrů) (26), dalším zdrojem rizika mohou být
i chroničtí nosiči HCV, kteří netvoří anti-HCV protilátky
(44, 45, 46) nebo infikovaní jedinci s tzv. séroreverzí
(vymizení pozitivity anti-HCV v EIA v 6–20 % případů

Tab. 3. Porovnání výsledků vyšetření sér se závěrem konfirmace
„nejasný“ testy Monolisa® anti-HCV Plus Version 2 a Monolisa® HCV
Ag-Ab ULTRA (n = 109).

MONOLISA HCV Ag-Ab Ultra HCV Ag-Ab Ultra
reaktivní negativní

HCV Plus 12 40
reaktivní
HCV Plus 23 34
negativní

Z 40 HCV Plus reaktivní
/Ultra negativní
je v RIBA 3.0  13 indeterminate
27 negativních

Z 23 HCV Plus negativní
/Ultra reaktivní
je v RIBA 3.0 16 indeterminate
7 negativních

Všechny vzorky „indeterminate“ byly vyšetřeny PCR a byly HCV
RNA negativní.
(Indeterminate = nejasný, neurčitý).

Tab. 4. Zavádění testování HCV infekce u dárců krve a krevních složek.

test svět (rok) ČR (rok)
anti-HCV 1. generace 1990 (USA, Německo) (27, 35) -
anti-HCV 2. generace 1991 (USA, Německo) (15, 35) 1992
anti-HCV 3. generace 1994 (Německo) (35) 1994-1995
HCV RNA (PCR) 1998-1999 (USA) (40, 52) -

1999 (Kanada, Německo, Japonsko) 
(37, 47, 48, 50)
2000 (Austrálie) (38)
2001 (Francie) (23)
2002 (Itálie, Polsko) (51, 53, 55)

HCVcAg 2002 (Polsko, Španělsko) -
(51, 53, 61)

Vysvětlivky: HCVcAg = kapsidový antigen viru hepatitidy C
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neléčené HCV infekce u imunokompetentních jedinců)
(47, 48). Při hodnocení rizika je však nutné vzít v úvahu
i to, že z 1 odběru (jedné odebrané krve/krevní složky) se
obvykle vyrobí více transfuzních přípravků, což riziko
přenosu HCV infekce transfuzí zvyšuje (u odběru plné
krve zhruba 1,3krát – erytrocyty, plazma pro klinické
použití event. i trombocyty po odečtení přípravků nevy-
robených z různých příčin). 

K riziku přenosu HCV infekce je nutno přičíst i rezi-
duální riziko u nových dárců krve. Záchyt HCV infekce
je u této skupiny dárců výrazně vyšší než u opakovaných
dárců (2,15 ‰ vs. 0,26 ‰ v roce 2004) (25). 

Významné zkrácení diagnostického okna přineslo
detekování HCV RNA metodou polymerázové řetězové
reakce (PCR) – o 34 až 59 dní (16, 18). Zatímco se
v mnoha rozvinutých zemích stala tato metoda součástí
screeningových testů dárců (např. USA, Japonsko,
Francie, Německo, Rakousko, Nizozemí, Itálie, Polsko,
Španělsko) (26, 38, 22, 40, 42, 49, 50–57), objevil se na
diagnostické scéně EIA test pro stanovování antigenu
HCV (HCVcAg) (Ortho-Clinical Diagnostics). První
generace testu detekuje ve vzorcích „volný – cirkulující“
HCVcAg, druhá generace testů detekuje navíc HCVcAg
vázaný protilátkami. Druhá generace je určena spíše pro
konfirmační testování a pro monitorování léčby hepatiti-
dy C (58). 

Testování HCVcAg přineslo zkrácení diagnostického
okna v průměru o zhruba 6–7 týdnů (59, 60) a značně se
tím přiblížilo HCV RNA testům (59, 61, 62, 63, 64, 65).
Specificita kolísala u neselektovaných dárců krve od
99,63 do 99,94 % (60, 66, 67). 

Některé země zavedly testování HCVcAg do rutinní-
ho screeningu dárců krve event. jako alternativu HCV
RNA (Polsko, Španělsko) (53, 68, 69). V Polsku se však
používá spíše u akutních případů – např. u trombocyto-
vých transfuzních přípravků (53). V Itálii jej zkoušejí
rutinně využívat po předchozím zavedení screeningové-
ho testování HCV RNA (57).

Nedávno (2004) byl vyvinut kombinovaný test (HCV
Ag-Ab), který umožňuje současné vyšetření protilátek
i antigenu. Kombinovaný test HCV Ag-Ab zkracuje dia-
gnostické okno ve srovnání s klasickými protilátkovými
testy o 70 % (70). Hodnocení 35 komerčně dostupných
sérokonverzních panelů ukázalo, že kombinovaný test by
mohl zkracovat diagnostické okno pro detekci potenciálně
infikovaných dárců krve o 17–49 dní proti protilátkovému
testu (17–21). V těchto studiích kombinovaný test HCV
Ag-Ab zaostával za HCV RNA testy v průměru o cca
2–30 dní (0–131 dní) a zachytával 82–98 % HCV RNA
pozitivních anti-HCV negativních vzorků především
v závislosti na virové náloži v daném vzorku. Zpoždění
záchytu kombinovaným testem záviselo na metodě vyšet-
ření HCV RNA (vyšetření směsi vzorků nebo jednotlivé-
ho vzorku) a na zvoleném panelu resp. souboru vyšetřova-
ných vzorků (delší zpoždění kombinovaného testu bylo
pozorováno u HIV pozitivních pacientů). Zkreslení přiná-
ší i časový interval mezi jednotlivými vzorky u daného
pacienta (u některých panelů i více než 100 dní). Cca 70

% vzorků sérokonverzních panelů je zachytáváno kombi-
novaným testem a HCV RNA zcela identicky. Senzitivitu
kombinovaného testu lze zvýšit rozšířením intervalu „šedé
zóny“ testu (OD vzorku/OD cut-off = 0,5) (21), což jsme
prokázali i v naší studii (soubor 8). 

Velmi nedávno (srpen 2005) byla publikována studie
srovnávající kombinovaný test a samostatný screeningo-
vý test HCVcAg (71). Studie prokázala nižší senzitivitu
kombinovaného testu u anti-HCV negativních a HCV
RNA pozitivních vzorků (40,8 % vs. 73,8 %). Senzitivita
kombinovaného testu se výrazně liší od prací uvedených
výše. Průměrné zpoždění kombinovaného testu za
HCVcAg testem bylo 16,3 dne. Použití kombinovaného
testu u dárců by mohlo podle této studie snížit reziduál-
ní riziko přenosu HCV infekce o cca 33–46 %. 

Nespornou výhodou kombinovaného testu jsou nižší
náklady na testování (oproti protilátkovým testům navý-
šení pouze o maximálně 16 %) a vyšetření antigenu
i protilátky daného vzorku v jedné jamce. Kombinovaný
test nepotřebuje změny technologického zázemí v labo-
ratoři včetně stylu laboratorní práce, bez nutnosti přidá-
vat další test (18). 

Oproti HCV RNA nevyžaduje testování HCVcAg spe-
ciální prostory s přísným režimem, speciální zařízení
(pro přípravu směsí, pro PCR metodu), není nutný zásad-
ní trénink personálu, není náchylné na kontaminaci a je
výrazně levnější (náklady na prevenci 1 HCV infekce ve
Francii při použití HCV RNA byly odhadnuty na 1,2
milionu Euro) (72), také logistika je výrazně jednodušší,
protože daný test mohou provádět současné EIA labora-
toře. V případě PCR technologie by byla nutná výrazná
centralizace vyšetřování spojená s problémy při tran-
sportu, předávání výsledků apod. Výhodou testování
HCVcAg je rychlejší získání výsledků, individuální scre-
ening (nikoliv testování směsí vzorků) (53, 70, 73). 

Protilátková senzitivita kombinovaného testu zůstává
na úrovni samostatného protilátkového testu (18) s vyso-
kou specificitou (99,85–99,88 %) (18–20). Naše výsled-
ky korespondují s výší specificity, uváděnou v literatuře.
Určitou nevýhodou kombinovaného testu oproti protilát-
kovému testu je delší doba inkubace (o 30 minut), což
však v praxi obvykle není zásadním problémem. 

Snaha každého výrobce léčiva, mezi které patří i trans-
fuzní přípravky, je produkovat co nejúčinnější, ale i nej-
bezpečnější výrobek. Ve srovnání s velkou částí Evropy
zaostává Česká republika v zavádění dalších virologic-
kých testů do činnosti zařízení transfuzní služby.
Neprovádí se vyšetření anti-HBc, HCVcAg či HCV
RNA. V naší práci poukazujeme na prospěšnost zavede-
ní vyšetření HCVcAg, z finančních a praktických důvo-
dů lépe ve formě kombinovaného testu. Reziduální rizi-
ko přenosu HCV infekce se v ČR nedá věrohodně kalku-
lovat pro nedostatečnou výpovědní hodnotu údajů
v celostátním sběru dat o činnosti transfuzní služby.
Navíc skutečná výtěžnost zavedení daného testu oproti
očekávané podle zkušeností s HCV RNA může být
výrazně menší (27, 40). Teprve po případném uplatnění
tohoto vyšetřování v rutinní praxi budou k dispozici
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i skutečné údaje o reziduálním riziku. 
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