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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT

Historia artykutu: Current residual infection risk by transfusion for hepatitis B and C viruses (HBV, HCV)

Otrzymano: 31.05.2013 and for human immunodeficiency virus (HIV) is the lowest in the history. It has been

Zaakceptowano: 02.07.2013 achieved mainly by introduction of serological markers screening (HBsAg, anti-HCV and

Dostepne online: 19.07.2013 anti-HIV) and nucleic acid testing (NAT). These procedures allow identifying donors
infected in chronic and very early stages of the infection.

Stowa kluczowe: The incidence and prevalence of HBV and HCV infection among blood donors in Poland

e HCV remain stable, however in the case of HIV, in recent years, an increasing trend is seen.

e HBV The residual risk of infection is associated primarily with diagnostic window. For

o HIV donations tested individually, this period is estimated to be 11.6, 1.5, 3.3 days for HBV,

e okienko diagnostyczne HCV and HIV, respectively. In the case of screening in plasma pools of eight donations it

o zakaznoéé is calculated for 18.2, 2.7 and 5.5 days. Particularly for HIV, polymorphism at the genomic

e dawcy krwi level is an additional risk factor.

e bezpieczeristwo przetoczen Recent observations confirm that, infectivity during window period is very high - even

single virions could transmit infection. At the final stage of chronic HBV infection (OBI)
infectivity is still significant but much lower (about 1,000 copies).

Keywords:

o HCV In recent years it has been demonstrated that increased analytical sensitivity trans-
e HBV lates into a significant improvement of the clinical sensitivity. Further reduction of the
o HIV diagnostic window for individual donations testing is possible by increasing the effi-

ciency of the extraction and amplification (e.g. HBV in Ultrio Plus and Ultrio Elite) or by
increasing the volume of the test sample (e.g, HCV and HIV in tests based on TMA or
PCR). It was demonstrated that the amplification of more than one region of the HIV
genome contribute to the recovery/improvement of clinical sensitivity lost in the case of
blood donations infected with escape mutants.

One way to reduce the number of infected donors is to improve selection process
involving questionnaire and interview before every donation. The process should be

e Window period

e Infectivity

¢ Blood donors

e Transfusion safety

updated based on the analysis of current sources of infection.
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Wprowadzenie

Wiele wiruséw zakazajgcych ludzi w swoim cyklu zyciowym
pojawia sie we krwi i moze stanowié¢ potencjalne Zrédlo
zakazenia biorcy krwi i jej skladnikéw [1]. W niniejszym
opracowaniu, na podstawie aktualnego piSmiennictwa,
dokonano oceny ryzyka zakazenia przez transfuzje wiru-
sami, ktére sg badane rutynowo u dawcéw krwi — wirusem
zapalenia watroby typu B (HBV), typu C (HCV) i ludzkim
wirusem niedoboru odpornosci (HIV). Ryzyko zakazenia
HCV, HBV i HIV jest wypadkowg wielu czynnikéw. W pracy
przeanalizowano aktualng sytuacje epidemiologiczng,
wplyw czulodci analitycznej i klinicznej obecnie stosowa-
nych testéw przeglagdowych na ryzyko zakazenia przez
krew. Przedstawiono najnowsze dane dotyczace zakaZnoSci
przez transfuzje. Oméwiono takze obecng role badania DNA
parvowirusa B19 (B19V) i jego perspektywy w zapewnieniu
bezpieczenstwa przetoczen krwi.

Wysokie bezpieczenstwo przetoczen krwi i jej sktadnikéw
zostalo osiggniete m.in. przez wprowadzenie badan marke-
réow zakazen wirusowych przed kazdg donacjg. Tego typu
dziatania w Polsce rozpoczeto na poczatku lat siedemdzie-
sigtych wraz z sukcesywnym wprowadzaniem badan anty-
genu HBs u dawcéw krwi [2]. Od 1987 roku wszyscy dawcy
badani s3 na obecno$¢ przeciwciat anty-HIV [3], a od 1994
anty-HCV [4]. Przelom minionego i poczatek obecnego stule-
cia stal pod znakiem wprowadzania badan przegladowych
metodami biologii molekularnej. W 1999 rozpoczeto badania
RNA HCV u dawcéw osocza przeznaczonego do frakcjono-
wania, a od 2002 objeto nimi wszystkich dawcéw. W 2005
roku wprowadzono obowigzkowe badania RNA HIV i DNA
HBV u wszystkich dawcéw [5].

Przez okres ponad 30 lat doskonalono metodyke badan
przegladowych. Metody serologiczne i molekularne charak-
teryzowaly sie coraz wiekszg czuloScig analityczng, a takze
kliniczng, poniewaz identyfikuja m.in. zakazenia formami
polimorficznymi dotychczas niewykrywalnymi (np. mutan-
tami ucieczki HBV). Znaczenie i efektywnos¢ tych dziatan
dla bezpieczenstwa biorcéw pokazuje poréwnanie czestoSci
zakazen wsréd oséb leczonych krwig lub/i jej sktadnikami
przed i po wprowadzeniu badan przegladowych [6].

Czynniki wplywajace na aktualne ryzyko
zakazenia HCV, HBV I HIV przez transfuzje
w Polsce

Pozostate ryzyko zakazenia wirusami HCV, HBV i HIV przez
transfuzje zwigzane jest przede wszystkim z tzw. okienkiem
diagnostycznym. ,,Okienko diagnostyczne” to okres od
momentu zakazenia do pojawienia sie wykrywalnego
w badaniach przegladowych markera zakazenia. W przypad-
ku kazdego z rozpatrywanych wiruséw, w poczgtkowym
okresie, kiedy zakazony organizm nie wytwarza jeszcze
przeciwcial, krew charakteryzuje sie najwiekszg zakaznoscia.

Okienko diagnostyczne dla HCV i HIV jest szacowane
odpowiednio na nie wiecej niz 3 i 6 dni, a dla HBV na 17 dni.
Dlugo$¢ tego okresu z jednej strony zalezy od czulosci
metody stosowanej do prowadzenia badan przegladowych,

z drugiej strony od tempa replikacji poszczegdlnych wiruséw.
Dynamika namnazania si¢ wirusa determinuje czas, jaki
musi ming¢, aby stezenie wirionéw we krwi osiggneto poziom
wykrywalny w badaniu przeglagdowym. Dla wirusa HCV, ktéry
podwaja swojg ilos¢ bardzo szybko, wciggu 8-10 godzin,
okienko diagnostyczne przy prowadzeniu badan metodami
NAT (nucleic acid testing) o najwyzszej czuloSci analitycznej
w indywidualnych donacjach (IDT; individual donation testing)
szacowane jest na nie wiecej niz 3 dni. Potencjal replikacyjny
HIV jest nieznacznie mniejszy (podwojenie liczby wirionéw
trwa ok. 14 h). W przypadku tego wirusa okres, kiedy jego
stezenie jest ponizej poziomu detekcji testow przegladowych,
nie przekracza 6 dni. Najdituzej trwajace okienko diagnos-
tyczne ma miejsce w przypadku HBV. Stezenie DNA HBV
ulega podwojeniu po 2,8 dnia i dlatego wykrycie wlasnie tego
markera w pojedynczej donacji jest mozliwe dopiero po okoto
17 dniach od momentu zakazenia.

Krew w okresie okienka serologicznego (od momentu
zakazenia do pojawienia sie¢ markeréw serologicznych) jest
wysoce zakazna i nawet pojedyncze wiriony sg wystarcza-
jace do przeniesienia zakazenia. Pojawienie sie przeciwecial,
ktére towarzyszg przewleklemu zakazeniu, powoduje
zmniejszenie zakaznosci krwi 100-1000 razy (dane podsu-
mowane w [7]). Nadal bardzo malo wiadomo na temat
infekcyjnosci krwi oséb znajdujgcych sie w koncowej fazie
przewleklego zakazenia HBV, ktére okre$lane jest mianem
zakazenia ukrytego (occult hepatitis B infection, OBI). Na tym
etapie antygen HBs nie jest wykrywalny, natomiast obec-
nemu w organizmie, zazwyczaj wykrywalnemu w osoczu,
DNA HBV w wiekszosci przypadkéw towarzysza przeciw-
ciala do antygenu rdzeniowego (anty-HBc) [8].

HBV

Na poczatku lat osiemdziesigtych zapadalno$¢ na zakazenie
HBV w Polsce byla najwyzsza w Europie (45 przypadkéw na
100 000 mieszkancéw na rok) [9]. Wykrywalnosé antygenu
HBs (HBsAg) u pierwszorazowych dawcéw krwi w latach
1995-2004 wynosita okoto 0,8%. W analizowanym okresie
obserwowano spadek czestosci tego markera wséréd daw-
céw, zardwno pierwszorazowych, jak i wielokrotnych.
W drugiej grupie tendencja malejgca byla istotnie silniej
zaznaczona i wynosita 20,7% na rok, (spadek z 0,088%
w roku 1995 do 0,017% w 2004 roku) wobec 5,4% na rok
u dawcéw pierwszorazowych (spadek z 0,79% do 0,67%
w tym samym czasie) [10]. W kolejnych latach czestos¢
wykrywania HBsAg w populacji dawcéw ustabilizowala sie -
od 2007 roku utrzymuje sie¢ na poziomie 0,5%. Wsrdd
dawcéw wielokrotnych HBsAg identyfikowany jest spora-
dycznie (0,001-0,0004%) (dr M. Mikulska - dane w trakcie
opracowania). W badaniach przeprowadzonych u siedmiu
tysiecy losowo wybranych dawcéw RCKiK Krakéw, stwier-
dzono, ze az 8% z nich jest nosicielami przeciwcial skiero-
wanych do antygenu rdzeniowego HBV (anty-HBc), Swiad-
czacych o przebytym zakazeniu lub ekspozycji [11].

Obecne ryzyko zakazenia HBV przez przetoczenia krwi i jej
skltadnikéw zwigzane jest przede wszystkim z okienkiem
diagnostycznym. Od momentu wprowadzenia obowigzku
badania DNA HBV w Polsce, metodyka badan technikami
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biologii molekularmej byta udoskonalana. Poczgtkowo badania
byly prowadzone w pojedynczych donacjach lub pulach
utworzonych przez zlanie osocza z 24 donacji. Od stycznia
2007 roku ze wzgledu na wysoka zakazno$¢ HBV w okienku
serologicznym oraz czeste wystepowanie OBI u dawcéw krwi
w Polsce [8, 12] wprowadzono limit czuloéci analitycznej
badan przeglagdowych na poziomie 24 IU/ml (prég wykrywal-
nosci 95% — LOD; limit of detection,). Aby wypemi¢ to zalecenie,
w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (CKiK), ktére
prowadzily badania w pulach, zmniejszono liczbe donacji
w puli do 6. Dodatkowo, w tym czasie wprowadzono czulsze
testy oparte na metodzie real-time PCR. W konsekwencji tych
zmian nastgpilo pieciokrotne zwiekszenie czutosci analitycz-
nej, z 120 IU/ml do 24 IU/ml (95% LOD), a w okresie
pézniejszym obserwowano blisko 13-krotne zwiekszenie
czestosci identyfikacji zakazen w okienku serologicznym oraz
prawie 7-krotny wzrost czestosci wykrywania OBI [13].

W 2010 roku CKiK, stosujgce technologie amplifikacji
przez transkrypcje (TMA; transcription mediated amplification)
zastgpily test Procleix Ultrio testem nowej generacji -
Procleix Ultrio Plus. Podstawowa réznica miedzy testami
dotyczyta zastosowania w teScie nowszej generacji na etapie
izolacji stezonego wodorotlenku litu, ktéry zwieksza efek-
tywno$¢ rozbijania wirionéw HBV i uwalniania ssDNA
wirusa do dalszej amplifikacji. Badania przeprowadzone
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii (IHiT) wykazaly,
ze konsekwencja tej modyfikacji jest zwigkszenie $rednio
2,4 raza (95% Cl; przedzial ufnosci: 1,4-4,8) czulosci anali-
tycznej wykrywania DNA HBV wyrazonej w 95% LOD do
poziomu 4,6 IU/ml (95% CL 3,2-7,2). Analiza wynikéw
badania paneli rozcienczen osocza zakazonego poszczegdl-
nymi genotypami HBV (A-G) pozwolila stwierdzi¢ zwieksze-
nie czulosci z 1,3 do 7,3 raza w Ultrio Plus w poréwnaniu
z testem Ultrio. Stosujgc analizy matematyczne, na podsta-
wie wynikéw badania rozcienczen standardu WHO, oszaco-
wano, ze po zastgpieniu Ultrio testem Ultrio Plus nalezy sie
spodziewac ograniczenia dlugosci trwania okienka diagno-
stycznego HBV o $rednio 3,3 dnia (95% CI: 0,9-5,7) [14]. Przy
zalozeniu, ze stosowany jest algorytm postepowania aktual-
nie obowigzujgcy w Polsce [15], ryzyko wyrazone w liczbie
dni okienka diagnostycznego dla Ultrio Plus jest szacowane
na 11,6 dnia, gdy badania przegladowe sg prowadzone
w pojedynczych donacjach, oraz 17,7 dnia, gdy badaniu
poddawane jest osocze zlewane w pule z 8 donacji [16].

2,4-krotne podniesienie czuloéci analitycznej wykrywania
DNA HBV przeklada sie na wzrost czulosci klinicznej testu
Ultrio Plus w poréwnaniu z testem Ultrio. Zwiekszenie
efektywnosci testu nowej generacji zostalo udokumentowane
w trakcie badan przeprowadzonych w Regionalnych Centrach
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w todzi, Warszawie
i Krakowie oraz w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii
(IHiT). Badania przeglagdowe blisko 10 tysiecy donacji prowa-
dzono réwnolegle testami Ultrio i Ultrio Plus. W trakcie ich
trwania zidentyfikowano dawce z OBI, w osoczu ktérego DNA
HBV =zostalo wykryte wylgcznie testem nowej generacji.
Dodatkowo testem Ultrio Plus wykryto DNA HBV u dawcy,
u ktérego powtarzalnie reaktywny wynik badania HBsAg
zostal potwierdzony w teScie neutralizacji, jednak wynik
badania testem Ultrio pozostawal ujemny [14]. Zidentyfiko-
wano jeszcze jednego dawce z HBsAg potwierdzonym

w teScie neutralizacji, u ktérego DNA HBV nie zostalo wykryte
w badaniu przegladowym w prowadzonym w pojedynczej
donacji. W retrospektywnie wykonanych 24 powtérzeniach
badania odpowiednio zadne i 4 oznaczenia byly reaktywne
w tescie Ultrio i Ultrio Plus. Uzyskane wyniki pokazujg, ze
obecnie nie jest mozliwe zastgpienie oznaczania HBsAg
testami wykrywajacymi DNA wirusa.

Dostepne panele rozcienczen réznych form polimorficz-
nych pozwalajg na okreslenie czulo$ci wykrywania réznych
genotypéw. Obserwowane jest zréznicowanie czuloSci
wykrywania genotypéw zakazajacych polska populacje.
Przyktadowo, w badaniach przeprowadzonych w IHIiT 95%
LOD (CI) testu Ultrio Plus wahato sie od 24,3 (17,1-38) kopii/
ml do 46,1 (27,5-91) dla réznych materialéw referencyjnych
genotypu A. W przypadku drugiego najczesciej zakazajgcego
Polakéw genotypu D réznice byly jeszcze wieksze — od 12,7
(8,1-23) do 48,1 (21,4-194) kopii/ml. Otrzymane wyniki pro-
wadza do wniosku, ze okienko diagnostyczne jest najpraw-
dopodobniej skracane w réznym stopniu nie tylko w przy-
padku réznych genotypéw, ale nawet réznych form polimor-
ficznych w ramach tego samego genotypu [14].

Obserwacje Vermeulen i wsp. wskazujg, ze badania
w pojedynczej donacji, choé¢ najbardziej skracaja okienko
diagnostyczne, nie ograniczajg caltkowicie ryzyka przeniesie-
nia HBV w przypadku zakazenia dawcy na wczesnym etapie.
Badacze z RPA opisali przypadek przeniesienia HBV zidenty-
fikowany w trakcie procedury trace back u 28-letniego
mezczyzny. Po 84 dniach od przetoczenia koncentratu
krwinek czerwonych (KKCz), w zwigzku z operacjg po
wypadku motocyklowym, stwierdzono u niego objawy zapa-
lenia watroby typu B. Badania molekularne obejmujgce
analize DNA HBV wykazaly, ze Zrédlem wirusa byt dawca
zakazony na etapie okienka diagnostycznego, jeszcze przed
wytworzeniem przeciwcial anty-HBc i pojawieniem sie
wykrywalnego antygenu HBs. W badaniu przegladowym
w pojedynczej donacji wykonanym metodg Ultrio Plus (95%
LOD 2,1 IU/ml) nie wykryto genomu wirusa. Retrospektyw-
nie badanie wykonano w 30 powtdrzeniach i uzyskano
wynik reaktywny 24 razy, co pozwolilo oszacowac liczbe
wirionéw w przetoczonym KKCZ na 32 (95% CI: 22-43) [17].
Przedstawiona obserwacja potwierdza wcze$niejsze sza-
cunki wskazujagce na niezwykle wysoky zakazno$¢ HBV
w okienku serologicznym.

Badanie DNA HBV pozwala dodatkowo wykrywac 1) tzw.
mutanty ucieczki - szczepy, w ktérych zmiany nukleoty-
dowe powoduja substytucje aminokwasowe sprawiajace, ze
zakazenie nie jest rozpoznawane w trakcie badania przegla-
dowego HBsAg oraz 2) zakazenie na koncowym etapie
przewlektego zakazenia HBV, tzw. OBI, charakteryzujace sie
bardzo niskim poziomem DNA HBV (<100 IU/ml). Niewiele
wiadomo na temat zakazZnosci donacji od dawcéw z OBL
Badania Japonskiego Czerwonego Krzyza oparte na analizie
wynikéw procedury look back, wszczynanej w wyniku badan
przegladowych HBV NAT, w pulach osocza z 50 donacji oraz
anty-HBc wykazaly nieznaczng zakazno$¢ OBI przez trans-
fuzje (3%) [18]. Uwaza sieg, ze zakazno$¢ donacji od dawcoéw
z OBI ma miejsce przede wszystkim, gdy wykrywane sg
jedynie przeciwciala anty-HBc, cho¢ opisano jeden przypa-
dek przeniesienia od dawcy z anty-HBs [19]. Niedawno
opublikowana praca opisujaca analize wynikéw procedur
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look back i trace back prowadzonych w pieciu Europejskich
osrodkach, w tym w Polsce, wskazuje na znacznie wyzsza
zakazno$¢ OBI. W pracy podjeto prébe oceny zakaznosci
przede wszystkim na podstawie analizy wykrywalnosci
anty-HBc, jako markera przebytego zakazenia HBV. U 45
sposéréd 105 par dawca-biorca (42,9%) stwierdzono przeciw-
ciala o tej wlasnie swoistosci. Po uwzglednieniu $redniej
czestoéci anty-HBc w populacji wspdélczynnik przeniesie-
nia/transmisji zostal skorygowany do 28%. CzestoS¢ anty-
HBc wynosila az 63,6% (28/44) u nieszczepionych biorcéw,
ktérzy otrzymali transfuzje od anty-HBs ujemnych dawcéw
z OBl Zaledwie 15,4% z grupy analizowanych biorcéw bylo
dodatnich zaréwno w anty-HBc jak i anty-HBs, co potwier-
dza, ze obecno$¢ anty-HBs istotnie obniza zakazno$¢ OBI.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze zakaZno$¢ donacji anty-
HBs-ujemnych zalezy od objetoSci przetoczonego osocza
i wynosi 85-100% dla osocza $wiezomrozonego - FFP
(zawierajgcego okolo 200 ml osocza), 51% dla koncentratu
plytkowego - KKP (50 ml osocza) i 24% dla koncentratu
krwinek czerwonych — KKCZ (20 ml osocza). 50% minimal-
nej dawki zakaznej (IDso) oszacowano na 1049 (95% CI: 117-
3441) kopii [20].

HCV

Zaraz po rozpoczeciu badania markerdéw serologicznych
zakazenia HCV u dawcow czesto$¢ wykrywania anty-HCV
wynosita 1,4%. Wéréd dawcéw pierwszorazowych w latach
1996-2003 obserwowano spadek czestosci wykrywania prze-
ciwcial anty-HCV o 4% rocznie (95% CI: 2-6%). W tym
samym okresie wéréd dawcéw wielokrotnych spadek wykry-
walnosci byl wyrazniejszy i wynosil rocznie az 21% (95% CIL:
17-24%). Wérdéd dawcdw pierwszorazowych najwyzsze roz-
powszechnienie obserwowano w wojewoddztwach: $laskim
(1,0%), matopolskim (1,0%), $wietokrzyskim (1,0%), 16dzkim
(1,0%), lubelskim (1,0%) i kujawsko-pomorskim (1,0%). Wsréd
dawcow wielokrotnych, w 16dzkim (0,4%) oraz podlaskim
(0,3%) i dolnoslaskim (0,3%) [21]. Ostatnio przeprowadzona
analiza danych z lat 2004-2012 wykazala, Ze mimo lgcznie
mniejszej czestosci u dawcéw pierwszorazowych (0,8%)
czesto$¢ wynikéw powtarzalnie reaktywnych w skali catego
kraju wzrosta z 0,72% do 0,87%. Nieznaczny trend wzros-
towy obserwowano takze u dawcéw wielokrotnych (Srednio
0,19%, wzrost z 0,11% w 2004 do 0,23% w 2011). Nalezy
jednak podkresli¢, Ze procent zakazen potwierdzonych
utrzymuje sie na stalym poziomie (u dawcéw pierwszorazo-
wych 0,36% w 2008 i 0,31% w 2011 oraz odpowiednio 0,01-
0,02% u wielokrotnych).

Po przebadaniu blisko 12 milionéw donacji zakazenie
HCV na wczesnym etapie, w tzw. okienku serologicznym
(WP) zidentyfikowano u 120 dawcéw. Zaréwno liczba, jak
1 czestoS¢ tego typu zakazen w poréwnaniu z innymi
krajami prowadzacymi badania RNA HCV jest bardzo duza
[22]. Poniewaz zakaZnos¢ krwi przed wytworzeniem prze-
ciwcial jest bardzo wysoka, nalezy przypuszczaé, ze wpro-
wadzenie badan przegladowych RNA HCV w naszym kraju
moglo zapobiec nawet 360 nowym przypadkom zakazen
(przy zalozeniu, ze z jednej donacji przygotowywane sg trzy
sktadniki krwi). Rocznie identyfikuje sie od jednej do 20 oséb

z HCV WP. Obserwowana jest tendencja malejgca czestosci
tego typu zakazen.

Dotychczas, w procedurze trace back, zidentyfikowano
jeden przypadek przeniesienia zakazenia HCV przez koncen-
trat krwinek czerwonych (KKCz) mimo badania RNA HCV
w puli osocza z 24 donacji. Jest to jedyny udokumentowany
przypadek przeniesienia zakazenia HCV przez transfuzje
w Polsce (czestos¢ okoto 1:12 mln donacji) od wprowadzenia
obowigzkowych badan NAT [23].

Wspomniane wcze$niej polskie badania poréwnujgce
testy przegladowe kolejnej generacji wykorzystujace techno-
logie TMA wykazaly, ze czulo$¢ Ultrio i Ultrio Plus jest na
poréwnywalnym poziomie (95% LOD [CI] odpowiednio 9,0
[5,5-17,3] oraz 9,3 [5,81-17,3]). Zatem dlugo$¢ trwania
okienka diagnostycznego przy zastosowaniu tych testéw jest
taka sama i zostala oszacowana na 1,41 dnia, gdy badania
przegladowe prowadzone sg w pojedynczych donacjach,
i 2,62 dnia, gdy donacje badane s3 w minipulach utworzo-
nych z 8 donacji (MP8) [16].

Wobec wcigz wysokiej czestoSci nowych zakazen HCV,
widocznej zwlaszcza wsrdéd dawcéw wielokrotnych i obja-
wiajgcej sie utrzymywaniem sie znaczacej liczby zakazen
seroujemnych (w tzw. okienku serologicznym) wazne jest
doskonalenie procesu kwalifikacji dawcéw. Przeprowadzono
analize ankiet epidemiologicznych, ktére sa wypelniane
przez dawcéw zakazonych HCV w ostatnim czasie w celu
oceny czynnikéw ryzyka. Ankieta zawierala pytania doty-
czgce charakterystyki dawcéw, ich zachowan oraz ostatnio
odbytych podrézy. Odpowiedzi udzielone przez dawcéw
zakazonych HCV (grupa I) poréwnano z informacjami uzys-
kanymi od dawcéw niezakazonych dopasowanych pod
wzgledem plci i wieku (kontrola ujemna - grupa II).
W okresie 2000-2011 zgromadzono ankiety od 42 wielokrot-
nych dawcéw krwi zakazonych HCV, dawcéw zakazonych
HCV w okienku oraz 126 dawcéw grupy kontrolnej. Zidenty-
fikowano nastepujgce prawdopodobne czynniki zwigzane
z zakazeniem HCV (p <0,05) (OR, 95% CI): ekspozycja na
cudzg krew (gtéwnie w trakcie béjek i wypadkdw; 25,3; 5,57-
115,23), tatuaz (19,55; 2,30-166,45), przyjmowanie narkoty-
kéw (9,76; 3,19-29,89), dwdch i wiecej partneréw seksual-
nych w ciaggu 6 miesiecy przed donacjg (11,72; 2,51-54,70)
i wspdlne korzystanie z golarek/szczoteczek do zebédw (6,42;
1,67-24,64). Wyniki tego typu analiz mogg by¢é wykorzysty-
wane do modyfikowania kwestionariusza stosowanego do
odraczania dawcéw nalezacych do grup ryzyka zakazenia
HCV i aktualizacji materialéw informacyjnych dla dawcéw
i tym samym mogg wplywaé na podniesienie bezpieczen-
stwa transfuzji krwi [24].

HIV

Czesto$¢ potwierdzonych zakazen seropozytywnych wiru-
sem HIV wsréd dawcow krwi w Polsce w ostatnich latach
ros$nie. Zjawisko to jest zwigzane przede wszystkim ze
zwiekszong liczbg zakazonych dawcéw wielokrotnych.
W latach 2005-2007 czesto$¢ zakazen wirusem wynosila
0,98:100 000 donacji, podczas gdy w okresie kolejnych trzech
lat wzrosta do 2,04:100 000. Badanie RNA HIV byto wprowa-
dzane sukcesywnie od 2003 w tych CKiK, ktére zdecydowaly
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sie rozpoczgé badania RNA HCV metodg TMA. Oprécz tego
markera testy te wykrywaly kwasy nukleinowe HIV. W 2005
badaniami RNA HIV objeto obowigzkowo wszystkich daw-
céw krwi w Polsce. Zakazenie HIV w okienku serologicznym
do konca roku 2012 zidentyfikowano u 12 dawcoéw (czestosé
ok. 1:600000 donacji) ([25, 26] oraz dr M. Mikulska -
informacja ustna).

Ryzyko przeniesienia HIV przez transfuzje zwigzane
z okienkiem diagnostycznym wydaje sie by¢ obecnie nie-
wielkie. Wyrazone w liczbie dni okienko diagnostyczne dla
Ultrio Plus wynosi 3,09, gdy badania przegladowe sg prowa-
dzone w pojedynczych donacjach, oraz 5,43, gdy badaniu
poddawane jest osocze zlewane w pule z 8 donacji [16].

Przeprowadzono kalkulacje ryzyka zakazenia HIV, wyko-
rzystujac dane epidemiologiczne z réznych czesci $wiata.
W analizie dla Europy Centralnej uwzgledniono dane epide-
miologiczne pochodzgce m.in. z RCKiK w Warszawie. Przy
prowadzeniu badan anty-HIV oraz RNA HIV w pojedynczej
donacji ryzyko przeniesienia infekcji przez transfuzje szaco-
wane jest Srednio na 0,15:1 000 000 donacji (przy zalozeniu,
ze 50% minimalnej dawki zakaznej [IDso] W trakcie okienka
serologicznego wynosi 3,16 wirionéw dla KKCz). Wynik
szacunkowych wyliczenl oznacza, ze nalezy sie¢ spodziewaé
nie wiecej niz jednego przypadku przeniesienia HIV przez
transfuzje na blisko 7 lat, przy zalozeniu, ze co roku
pobierany jest ok. 1 milion donacji. W przypadku gdyby
badania prowadzono w puli po 8 donacji, wskaznik ten
roénie do poziomu 0,28 (jeden przypadek zakazenia przez
transfuzje na 3,5 roku) [27].

Innym istotnym zrédlem ryzyka zakazenia wirusem HIV
jest jego polimorfizm. Nie jest znana dokladnie skala wyste-
powania mutantéw, w trakcie badania ktérych uzyskiwane
sa wyniki falszywie ujemne. W Niemczech opisano przy-
padki zakazenia mutantami HIV, ktére nie zostalty wykryte
w badaniu przeglagdowym NAT [28-30]. O ile u zachodnich
sgsiadéw Polski mutanty ucieczki dotyczyly najpowszech-
niejszego obecnie na $wiecie podtypu B, to donacje falszy-
wie negatywne w badaniu metodami biologii molekularnej
opisane we Wloszech dotyczyly form zrekombinowanych
[31]. Wszystkie te obserwacje sg istotnym argumentem
przeciw rezygnacji z badan serologicznych w krajach, gdzie
prowadzi sie badania przegladowe kwaséw nukleinowych
HIV. Wykazano, ze skuteczng metodg ograniczenia ryzyka
wynikéw falszywie ujemnych w NAT jest stosowanie testéw
amplifikujgcych jednocze$nie przynajmniej dwa regiony
genomu HIV [29-32].

Inng grupa oséb zakazonych, u ktérych mogg wystgpic
trudnos$ci diagnostyczne w trakcie badan przegladowych, sg
tzw. ellite controllers. W krajach z wysoka czestoscig zakazen
HIV stanowig oni ok. 2-4% zakazonych dawcéw. Nalezg do
nich osoby, u ktérych RNA HIV nie jest wykrywalne
w osoczu metodami o czutosci 50-70 kopii RNA/ml, mimo ze
przez przynajmniej dwa lata byli powtarzalnie reaktywni
w badaniu anty-HIV, a wyniki przegladowych badan serolo-
gicznych potwierdzano w teScie Western blot. Wiadomo
o nich, ze nigdy nie podawano im lekéw antyretrowiruso-
wych. W wiekszosci tych przypadkéw RNA wirusa wykry-
walne jest w komérkach krwi, podobnie jak prowirusowe
DNA. W przypadku takiego przebiegu zakazenia czgsteczki
wirusowe sg zdolne do replikacji, ale zakazno$¢ krwi i jej

sktadnikéw nie jest znana [7, 27]. Dotychczas nie zidentyfi-
kowano ani jednego takiego przypadku wséréd zakazonych
dawcéw krwi w Polsce [33]. Istnienie takiego przebiegu
zakazenia nadal jest jest dodatkowym argumentem prze-
mawiajacym za utrzymaniem badan przegladowych meto-
dami serologicznymi w krajach, gdzie badane jest
RNA HIV.

Parvowirus B19 (B19V)

Obecnie badanie B19V u dawcow jest ograniczone do ozna-
czania DNA B19V metodami iloSciowymi u oséb, ktérych
osocze jest przeznaczone do produkcji immunoglobuliny
anty-D i anty-HBs, oraz dawcéw krwinek wykorzystywanych
do immunizacji. W wyniku badan przeglagdowych czasowo
odsuwani sg dawcy, u ktérych stezenie wirusa moze spowo-
dowaé przekroczenie poziomu 10* IU/ml w puli produkcyj-
nej, zazwyczaj tworzonej przez zlanie osocza pochodzacego
z ponad 100 donacji. Istotng trudnoscig, ktérg mozna
napotkaé w trakcie badan B19V, jest wystepowanie wynikéw
falszywie ujemnych lub zanizonych w przypadku zakazenia
niektérymi formami polimorficznymi (genotyp 2 i 3). Jest to
konsekwencja uwzgledniania, jeszcze do niedawna, w trak-
cie projektowania testow jedynie sekwencji genomu naj-
powszechniejszego genotypu 1 [34, 35].

Wiadomo takze, ze B19V osigga wyjatkowo wysoka
wiremie, zwlaszcza we wczesnej fazie zakazenia, jeszcze
przed pojawieniem sie swoistych przeciwcial. Taka wysoka
wiremia, przekraczajgca gérny zakres liniowosci testu prze-
gladowego moze by¢ przyczyng wynikéw falszywie ujem-
nych [36, 37]. Obecnie w Polsce, do badann dawcéw dopusz-
czane sg wylgcznie testy, ktére nie zanizajg iloSci DNA B19V
wszystkich obecnie znanych genotypéw oraz prawidlowo
okreslajg wiremie przekraczajace gérny zakres liniowosci
[38].

Perspektywy dalszego ograniczenia ryzyka
zakazenia przez krew

Obecnie stosowane metody detekcji wiruséw przyczynity sie
do uzyskania najwyzszego w historii bezpieczenstwa trans-
fuzji. Dalsze zmniejszenie ryzyka moze zosta¢ osiggniete m.
in. przez zwiekszenie czulosci testéw. Tylko w niektérych
testach mozliwa jest poprawa czulosSci przez zwiekszenie
efektywnosci amplifikacji/ekstrakcji kwaséw nukleinowych
(np. HBV w te$cie TMA). Jednak w przypadku pozostatych
markeréw mozliwa jest poprawa czuloSci wylgcznie przez
dalsze zwiekszanie objetosci badanej probki.

Waznym problemem jest wykrywanie wszystkich zna-
nych form polimorficznych. Dlatego podstawowym narze-
dziem do oceny czulosci analitycznej powinny by¢ juz nie
tylko pojedyncze probki zakazone jedng forma polimor-
ficzng, jak jest w przypadku wiekszosci dotychczas dostep-
nych standardéw miedzynarodowych WHO, ale stosowanie
materialu referencyjnego na bazie jak najszerszego panelu
genotypdow [39-41].

Poprawa czutosci klinicznej testéw NAT moze by¢ osiag-
nieta przez poprawe wykrywalnosci form polimorficznych,
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m.in. przez zastosowanie amplifikacji wiecej niz jednego
regionu genomu wirusa.

Istotnym zagadnieniem jest ustalenie zakaznosci B19V
przez pojedyncze donacje. Obserwacje Satake i wsp. poka-
zujg, ze krew od dawcy zakazonego B19V zawierajaca nawet
10% 1U/ml i swoiste przeciwciala moze przenie$¢ zakazenie
na chorego z ostabiong odpornoscig [42]. Znajomos$¢é kon-
kretnej wartosci IDso, umozliwitaby ustalenie ryzyka zakaze-
nia u oséb z obnizong odpornoscig i chorych immunokom-
petentnych, w zaleznosci od stosowanych sktadnikéow krwi.
Wiadomosci te sg szczegdlnie istotne dla podjecia racjonal-
nej decyzji o przetaczaniu chorym z grup wysokiego ryzyka
powiklan zakazen B19V, sktadnikéw krwi badanych metodg
ilosSciowg w kierunku DNA B19V. Problem ten dotyczy
w szczegblnosci chorych po przeszczepach i zakazonych
wirusem HIV. Coraz czesciej zasadno$¢ uzywania skladni-
kéw krwi badanych w kierunku B19V jest podnoszona
w odniesieniu do transfuzji doplodowych [43].

Analizy matematyczne pozwalajg oceni¢ ryzyko zakazen
dla badan przesiewowych charakteryzujgcych sie rdézna
czuloscig. Wyniki tego typu obliczen wskazujg, ze prowadze-
nie badan populacji o wiekszej czestosci zakazen uzasadnia
zastosowanie podwyzszonej czutosci testéw (np. przez bada-
nie w pojedynczych donacjach). Ten sam poziom ryzyka
moze wystepowaé w przypadku badania o mniejszej czu-
tosci (np. badanie w pulach) na terenie z lepszg sytuacjg
epidemiologiczng (zwlaszcza tam, gdzie rzadziej wystepuja
przypadki zakazen u dawcéw wielokrotnych, wskazujace na
mniejszg zapadalno$¢ na danym terenie i mniejsze ryzyko
»Swiezego” zakazenia u dawcéw krwi).

Analiza Zrédet zakazenia, w szczegdlnosci u dawcoéw
wielokrotnych oraz zakazonych w okienku serologicznym
stwarza szanse na uzyskanie danych pozwalajgcych na
aktualizacje materiatéw informacyjnych dla dawcéw oraz
kwestionariuszy wykorzystywanych w trakcie procedury
kwalifikacji.
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