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Badania technikami biologii molekularnej wiruséw
zapalenia watroby typu B i typu C oraz ludzkiego
wirusa niedoboru odpornosci w pulach sktadajacych
sie z 6 probek od dawcéw, bez wzgledu na wyniki
serologicznych badan przegladowych i wyniki
aktywnosci aminotransferazy alaninowej
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Streszczenie

Wstep: W jednostkach polskiej stuzby krwi badania przeglgdowe technikami biologii moleku-
larnej (NAT) w kierunku zakazenn HCV, HIV 1« HBV sq wykonywane w pojedynczych dona-
cjach lub w pulach po 6 donacyi. Celem tego typu badan jest identyfikacja zakazonych dawcow,
gdy nieobecne sq markery serologiczne — w szczegolnosci we wczesnym okresie zakazenia.
Dotychczas pule osocza do badan NAT byly przygotowywane tylko z donacji seronegatywnych
1 z wynitkami aktywnosci aminotransferazy alaninowej AIAT w granicach normy. Celem
prezentowanej pracy byla analiza badan NAT w pulach od kolejnych dawcow bez wzgledu na
wyniki badan serologicznych, ze szczegolnym uwzglednieniem czestosct wynikow niepotwier-
dzajqcych sie, zuzycia odczynnikow oraz czasu potrzebnego do zwolnienia donacyi.

Material i metody: W okresie od 19 sierpnia 2008 roku do 28 lutego 2009 roku przebadano
22 794 (3799 pul) donacji ujemnych w serologicznych badaniach przeglgdowych orvaz z AIAT
w granicach normy (algorytm 1). Kolejne 6264 probki (1044 pule) badano rownolegle metoda-
mi serologicznymi oraz NAT (algorytm 2). W obu przypadkach badania NAT wykonywano
w pulach osocza po 6 donacyi testem Cobas TaqScreen MPX, stosujqgc system cobas s 201.

Wyniki: W badaniach przeprowadzonych rownolegle metodami serologicznymi i NAT uzy-
skano 12 pul dodatnich na 1044 przebadane pule (1,1%). Wszystkie pozytywne probki pocho-
dzily od dawcow pierwszorazowych, u ktorych jednoczesnie wykryto markery serologiczne.
W' pozostatych probkach, dla ktorych otrzymano wyniki dodatnie testow serologiczmych
(6 HBsAg, 11 anty-HCV, 3 HIV Ag/Ab) lub, w ktorych stwierdzono aktywnosc AIAT powyzej
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normy (n = 105), nie wykryto markerow molekularnych. W analizowanym okresie nie ziden-
tyfikowano u zadnego dawcy zakazenia w tak zwanym okienku serologicznym HCV, HBV,
HIV ani ukrytego zakazenia.

Whioski: Prowadzenie badan wedug algorytmu 2 nie spowodowalo statystycznie istotnego
zwiekszenia wynikow niepowtarzalnie dodatnich NAT w porownaniu z okresem, w ktorym
wykonywano te badania za pomocq algorytmu 1, jednak zuzyto okoto 12,7% odczynnikow
wiecej. Dla jednostki stuzby krwi wydatki zwolnienia donacyi nie ulegly zwigkszeniu, gdyz
catkowite koszty odczynnikow pokrywal dostawca. Zastosowanie algorytmu 2 umozliwialo
znaczne skrocenie czasu zwalniania wigkszosci donacyi.

Stowa kluczowe: dawca krwi, donacja, pule osocza, markery serologiczne, badania technikami
biologii molekularnej (NAT), RNA HCV, RNA HIV, DNA HBV
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Summary

Background: In Polish Blood Banks molecular biology techniques (NAT) for testing hepati-
tis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and human immunodeficiency virus (HIV) are
performed either in individual blood donations or in six-donation pools. The aim of such
screening is to identify infected donors when serological markers cannot yet be detected, espe-
cially in the early infection period. Until now, pooled plasma samples for NAT testing were
prepared only from sero-negative donations with AIAT values within normal range. The aim
of this study was to analyze NAT testing in consecutive donor pools regardless of the serological
test results. Special emphasis was put on the frequency of non-confirmed results, the reagents
consumption as well as time requived for donation release.

Material and methods: Within the six-month period (19.08.2008 to 28.02.2009), we tested
22,794 donations (3799 pools) negative in sevological screening tests;, AIAT values within
normal range (algorithm 1). Another 6,264 samples (1044 pools) were tested simultaneously
with serological methods and NAT techniques (algorithm 2). In both algorithms, NAT analy-
ses were performed in six-donation plasma pools using the Cobas TaqScreen MPX in the
cobas s 201 system.

Results: Twenty positive pools were found in the 1044 (1.1%) donation-pools tested simulta-
neously by NAT and serological methods. All NAT positive samples were detected in first time
donors with positive results of serological markers. In the remaining samples, no molecular
markers were detected either in sero positive (6 HBsAg, 11 anti-HCV, 3 HIV Ag/Ab) samples
or in samples with AIAT values above reference range (n = 105). No donors within serological
window for HCV, HBV, HIV or with occult infection were identified in this study period.

Conclusions: Testing/screening performed according to algorithm 2 demonstrated no statis-
tically significant increase of unrepeatable NAT positive results as compared to the period
when testing/screening was performed according to algorithm 1, however more reagents were
used (by about 12.7 %). The entire costs of reagents were covered by the Supplier therefore the
blood bank expenditures for donation release did not increase and algorithm 2 allowed for
accelerated release of most donations.

Key words: blood donors, donation, pooled plasma samples, serological markers, nucleic
acid testing (NAT), RNA HCV, RNA HIV, DNA HBV
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Wstep

W jednostkach organizacyjnych polskiej stuz-
by krwi badania przegladowe technikami biologii
molekularnej (NAT, nucleic acid tests) na obecno$¢
RNA HCV, RNA HIV i DNA HBV moga by¢ wyko-
nywane w zlanych w pule probkach od wielu daw-
cow lub w pojedynczych donacjach [1]. Badania
w pojedynczych donacjach mozna wykonywac u ko-
lejnych dawcow, bez wzgledu na wyniki serologicz-
nych badan przegladowych i1 wyniki aktywnoS$ci
aminotransferazy alaninowej (AIAT, alanine amino-
transferase). Badania w ,,pulach” osocza przeprowa-
dza sie dopiero po uzyskaniu wynikéw badan testa-
mi serologicznymi wykrywajacymi przeciwciala
anty-HCV, HIV Ag/Ab, antygen HBs, kite 1 AIAT,
aw ,pule” faczy sie tylko donacje z ujemnymi wy-
nikami badania tych markerow. Algorytm 6w wpro-
wadzono ze wzgledu na to, ze prawdopodobienstwo
wykrycia markerow metodami molekularnymi
w donacjach seropozytywnych lub tych z podwyz-
szong aktywnoS$cig AIAT jest wyzsze niz w dona-
cjach bez tych markerow [2—4]. Taka procedura
zostala przyjeta w czasie, gdy pule przygotowywa-
no z 48 (2001-2004), a potem z 24 donacji (2004—
—-2005). Przyjety algorytm zaklada, ze po uzyskaniu
dodatniego wyniku NAT w puli nalezy wstrzymac
wszystkie wchodzace w jej sklad donacje, az do
wyjasnienia, ktora z nich zawiera material genetycz-
ny wirusa/ow.

Czesto$¢ wykrywania markerow serologicz-
nych u dawcow w Regionalnym Centrum Krwio-
dawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK) w Gdansku
w roku 2008 wynosila ogotem 0,342%, w tym u daw-
cow pierwszorazowych — 0,887%, a dla dawcow wie-
lokrotnych — 0,017% (tab. 1). CzestoSci te nalezg
do jednych z najnizszych w Polsce [5-7]. Z tego
wzgledu uznano za zasadne przeanalizowanie mozli-
woSci wykonywania badan NAT w zlanych w pule po
6 probek od kolejnych dawcow, bez wzgledu na wyni-
ki badan serologicznych. W pracy przeanalizowano:
— czy przyjety algorytm wplynie na czesto$¢ wy-

nikow niepotwierdzajacych sie;

— w jakim stopniu zwiekszy sie zuzycie odczyn-
nikow;

— czy 1w jakim stopniu nowy algorytm przyspie-
szy wydawanie wynikow i zwalnianie donacji do
uzytku.

Material i metody

W okresie od 19 sierpnia 2008 roku do 28 lutego
2009 roku badania NAT przeprowadzano w RCKIiK,
stosujac dwa algorytmy badan:

Tabela 1. Czestos¢ wykrycia markeréw serologicznych
u dawcow w RCKiK w Gdansku (2008 r.)

Table 1. Frequency of serological marker detection
in donors in RCKiK, Gdansk (2008)

Dawcy HBsAg anty-HCV  HIV Ag/Ab
Wszyscy 0,258% 0,073% 0,011%
Pierwszorazowi 0,690% 0,197% 0,000%
Wielokrotni 0,000% 0,000% 0,017%

— w czesci donacji wykonywano badania serolo-
giczne, a po uzyskaniu wynikow przystepowa-
no do badan molekularnych, analizujac obec-
no$¢ materiatu genetycznego HCV, HBV i HIV
w zlanych w pule probkach osocza bez marke-
row serologicznych;

— wpozostalych badania NAT wykonywano w zla-
nych w pule po 6 probek od kolejnych dawcow.
Badania przy uzyciu algorytmu 2 nastawiano

dwa razy w tygodniu — w Srode 1 w pigtek. Przeba-

dano 6264 donacji pozyskanych od dawcow pierw-
szorazowych (21%) 1 wielokrotnych (79%), co sta-
nowilo 27% z 29 058 donacji pobranych w tym okre-

sie. Kazdego dnia rano rozpoczynano analize 108

probek (18 pul) pobranych od dawcéw w dniu po-

przednim.

Wszystkie badania NAT wykonywano w pulach
osocza skiadajacych sie z 6 donacji testem Cobas
TaqScreen MPX wykrywajacym HIV-1 grupa M,
HIV-1 grupa O, HIV-2, HCV i HBV. Badania prze-
prowadzono na automatycznym systemie cobas s
201 zgodnie z procedurg podana przez producenta
[8]. Badania identyfikacji 1 weryfikacyjne wykony-
wano w laboratorium referencyjnym Instytutu He-
matologii 1 Transfuzjologii.

Wyniki

Czesto$¢ wykrywania materialu
genetycznego HCV, HBV i HIV w trakcie
badania probek z uzyciem algorytmu 2

Wyniki badan prowadzonych wedtug algoryt-
mow 112 przedstawiono w tabeli 2.

Wyniki dodatnie uzyskano dla 12 pul, co sta-
nowi 1,1% z 1044 pul przebadanych zgodnie z algo-
rytmem 2. Badanie identyfikacji dodatniej donacji
w puli przeprowadzano tego samego dnia w godzi-
nach popoludniowych bez nadzoru operatora, wy-
korzystujac pelng automatyzacje systemu cobas s
201. Wyniki odczytywano nastepnego dnia rano.
Donacje ujemne (60) wchodzace w skiad reaktyw-
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Tabela 2. Wyniki badan z zastosowaniem algorytmu 1 i 2

Table 2. Results obtained with algorithm 1 and 2

Algorytm 1
Badania markeréw molekularnych
wykonywane po badaniach markeréw
serologicznych i AIAT

Algorytm 2
Badania markeréw serologicznych
i AIAT oraz badania molekularne
wykonywane réwnolegle

Liczba zbadanych donacji:

— pierwszorazowych 4787
— wielokrotnych

Liczba puli zbadanych 3799
Liczba puli NAT-dodatnich, w tym:

— donacji NAT-dodatnich
— donacji NAT-ujemnych

22794

18 007

0 (0,0%)

22794

6264
1315
4949
1044

12 (1,1%)

12
6252

AIAT — aminotransferaza alaninowa; NAT — techniki biologii molekularnej

Tabela 3. Wyniki przegladowych badan serologicznych i badan weryfikacyjnych w prébkach NAT-dodatnich

Table 3. Results of serological screening tests and confirmation tests of NAT-positive samples

Liczba donacji NAT (+)

Wyniki testu przegladowego

Badania weryfikacyjne

— metoda serologiczna w IHIiT
HBsAg+ anty-HCV+
9 Wykryto 9 DNA HBV*

3

Wykryto 3 RNA HCV

*w jednej probce wykryto anty-HCV; w laboratorium referencyjnym nie wykryto w niej RNA HCV; IHIiT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii; NAT — techniki

biologii molekularnej

nych pul zwalniano, a dodatnie (12) dyskwalifiko-
wano. Wszystkie pozytywne probki w badaniu NAT
pochodzily od dawcow pierwszorazowych, u ktérych
jednocze$nie wykryto markery serologiczne:
9 HBsAg, 3 anty-HCV. W pierwszej probce DNA
HBYV dodatniej wykryto rowniez przeciwciata anty-
-HCV. Wyniki te zostaly zweryfikowane 1 potwier-
dzone w laboratorium referencyjnym (tab. 3).

W pozostalych 6252 donacjach badanych zgod-
nie z algorytmem 2 nie wykryto materiatu genetycz-
nego wirusow. Wyniki wykonanych rownolegle ba-
dan serologicznych 1 badan aktywnosci AIAT wy-
kazaly w 6 probkach obecno$é HBsAg, w 11
anty-HCV, w 3 HIV Ag/Ab, a w 105 probkach ak-
tywno$¢ AIAT powyzej normy. Wszystkie badane
probki uzyskaly ujemne wyniki w tescie przeglado-
wym w kierunku zakazenia kila. Lacznie dodatko-
wo przebadano 125 donacji oraz 12 donacji (12 pul)
reaktywnych w NAT jednocze$nie dodatnich w ba-
daniach immunoenzymatycznych. Do identyfikacji
tych ostatnich zuzyto 144 testy w trakcie rozpulo-
wywania. Zuzyto zatem (177/1392) 12,7% testow
wiecej niz gdyby stosowano algorytm 1. Catkowita

liczba testow zawierala oznaczenia kontroli niezbed-
nych do przeprowadzenia badan.

Wyniki badan weryfikacyjnych prowadzonych
w RCKiK lub/i w IHiT nie potwierdzily obecno$ci
wirusow HBV, HCV, HIV (tab. 4).

Analiza czestos$ci wynikow falszywie
pozytywnych w teScie Cobas TaqScreen
MPX podczas pracy z zastosowaniem
algorytmu 11i 2

W 2008 roku podczas badan NAT donacji bez
markeréw serologicznych czesto§¢ wynikow fatszy-
wie pozytywnych wynosita 0,11% (13 pul na 11 423
przebadane pule) (tab. 5). Natomiast w donacjach
badanych rownolegle z markerami serologicznymi
uzyskano poczatkowo reaktywny wynik NAT dla
3 pul, co stanowi 0,29% przebadanych pul.

Przeprowadzono analize statystyczna réznic
czestoSci wystepowania wynikéw poczatkowo dodat-
nich, a niepotwierdzonych w pojedynczych dona-
cjach. W analizie przeprowadzonej testem y” uzyska-
no warto$é: 1,249 (p = 0,2637), co wskazuje na brak
istotnosSci statystycznej obserwowanych roznic.
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Tabela 4. Analiza wynikdw badan weryfikacyjnych (molekularnych i serologicznych) prébek, w ktérych
w RCKiK wykryto markery serologiczne, a nie wykryto materiatu genetycznego HCV, HBV i HIV testem Cobas
TaqScreen MPX

Table 4. Analyses of confirmed test results (molecular and serological) in samples with detected serological
markers but with no positive results for HCV, HBV and HIV obtained with Cobas TaqScreen MPX test in the
RCKiK

Liczba préobek Badanie weryfikacyjne dla wynikéw RR
z dodatnim
wynikiem testu
przegladowego
(IR) — metoda
serologiczna

Wynik powtérnego
testu przegladowego —
metoda serologiczna

Dodatni/ Ujemny/ RCKiK IHIT
dodatni (RR) ujemny
Wynik Wynik Wynik Wynik
badania NAT testu testu testu
w pojedynczej uzupetniajagcego NAT uzupetniajagcego
prébce lub lub
potwierdzenia potwierdzenia
11 probek 11 0 10 — TaqgScreen Nie badano 10 RNA HCV 7 — wynik
anty-HCV + MPX — ujemny — nie badano ujemny w RIBA
3 — wynik
watpliwy w RIBA
1 — nie badano; Nie badano 1 RNA HCV — 1 — wynik
przestano do IHIT nie wykryto ujemny w RIBA
6 probek 2 4 2 — TaqScreen 2 — wynik Nie badano Nie badano
HBsAg + MPX — ujemny ujemny
3 probki 2 1 Nie badano Nie badano 2 — RNA HIV 2 — ujemne
Anty-HIV + nie wykryto w WB

IR (initial reaction) — wstepnie reaktywny; RR (repeat reaction) — powtdrnie aktywny; RCKiK — Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa;
IHIT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii; NAT — techniki biologii molekularnej; RIBA — recombinant immunoblot assay; WB — Western blot

Tabela 5. Czestos¢ wynikéw fatszywie reaktywnych w tescie Cobas TagScreen MPX w badaniach puli po 6 do-
nacji z uzyciem algorytmu 1i 2

Table 5. The frequency of false positive results with Cobas TaqScreen MPX performed in pooled samples of 6
donations according to algorithm 1 and 2

Algorytm Okres badan w 2008 roku Liczba przebadanych puli Liczba (odsetek) puli z wynikami
niepowtarzajacymi sie

1 12 miesiecy 11423 13(0,11)

2 6 miesiecy 1044 3(0,29)

Analiza czasu trwania badan
za pomoca algorytmu 11 2
Wyniki badan przeprowadzanych wedlug algo-
rytmu 2 otrzymywano tego samego dnia, po 6 godzi-
nach. Krew 1 jej sktadniki z wynikami uyjemnymi NAT
1 pozostalych marker6w dopuszczano do lecznictwa
do godz. 15.00. Czas zwolnienia ujemnych donacji
wynosil okoto 24 godziny od momentu pobrania.
Badania prowadzone wediug dotychczas stoso-
wanego algorytmu 1 pozwalaly na zwalnianie dona-
¢ji od dawcow bez markero6w serologicznych po

okolo 42 godzinach od pobrania, na przykitad dona-
cje pobierane we wtorek byly zwalniane w czwar-
tek rano.

Dyskusja

Badania NAT w puli po 6 donacji wykonywane
rownolegle z badaniami markeréow serologicznych
umozliwiaja szybsze dopuszczenie krwi i jej skiad-
nikéw do krwiolecznictwa. Czas zwolnienia ujem-
nych donacji skrocit sie o kilkanaScie godzin
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(ok. 18), co mialo szczegolne znaczenie dla przygo-
towania koncentratow krwinek plytkowych.

W analizowanej grupie dla 60 donacji ujemnych
z 6264 przebadanych (0,96%) nie osiagnieto skro-
cenia czasu zwolnienia w porownaniu do algorytmu
1 stosowanego dotychczas. Pozostate 6204 (99,04%)
ujemne donacje zostaly zwolnione wczesniej
— poniewaz z rozpoczeciem ich badan technika
NAT nie czekano na uzyskanie wynikow badania-
mi serologicznymi.

Liczba wynikéw reaktywnych w badaniu NAT
prowadzonym wediug analizowanego przez autor-
ki pracy algorytmu 2 jest uzalezniona od czesto$ci
wystepowania markerow serologicznych wérod
dawcow pierwszorazowych. W ostatnich latach ob-
serwuje sie spadek czestoSci wykrywania marke-
row serologicznych, co powinno wplyna¢ na zmniej-
szenie liczby pul wstepnie reaktywnych w przyszlo-
$ci [5, 6].

W analizowanym okresie nie wykryto u zadne-
go dawcy zakazenia w tak zwanym okienku serolo-
gicznym HCV, HBV lub HIV ani ukrytego zakaze-
nia. Jest to zwigzane z niskim odsetkiem takich daw-
cow w naszym regionie. W dotychczasowych
badaniach NAT prowadzonych przez Pracownie
Biologii Molekularnej RCKiK Gdansk w donacjach
bez markerow serologicznych wykryto wirusowy
material genetyczny w 4 probkach na 140 000 prze-
badanych donacji (23 333 pule). Czestos¢ dodatnich
wynikow NAT w latach 2007-2008 wynosita dla
HBV 1/70 000, HCV 1/70 000, nie zidentyfikowano
dawcy zakazonego HIV. Liczba zakazen HBV
1 HIV jest nizsza niz w innych krajach, na przyktad
w Tajlandii, gdzie czesto§¢ wykrywania wirusow
HIV-1, HCV, HBV metodami NAT wynosila odpo-
wiednio: 1:97 000, 1:49 0000 1 1:2 800 [9].

Czesto$¢ wynikéw NAT niepowtarzalnie reak-
tywnych w badaniu dawcow bez markerow serolo-
gicznych odpowiada czestoSci uzyskanej przez pro-
ducenta podczas badan klinicznych swoistosci sto-
sowanego testu (0,12%) [8]. Dane te s3 zgodne
z wynikami uzyskanymi przez innych autorow
(0,10%) [9]. W badaniach prowadzonych z uzyciem
nowego, analizowanego w tej pracy algorytmu za-
obserwowano dwukrotny wzrost czestosci wynikow
falszywie pozytywnych w porownaniu z badaniami
donacji od dawcow bez markerow serologicznych
uzyskanej w 2008 roku. Wymienione r6znice pomie-
dzy analizowanymi algorytmami 11 2 nie byly jed-
nak istotne statystycznie.

Badania NAT w donacjach z ujemnymi wyni-
kami markerow serologicznych stosowano dotych-
czas w przypadku duzych pul, jak 24, 48 czy 96 [10].

Ewentualny wynik pozytywny wigzal sie z wykona-
niem dodatkowych badan w minipulach, a nastep-
nie w pojedynczych donacjach wchodzacych w skiad
pozytywnej minipuli. Czas przeprowadzenia proce-
su identyfikacji pozytywnej donacji skiadajace;j sie
z 24 probek trwat do 48 godzin 1 powodowat zatrzy-
manie 23 donacji ujemnych wchodzacych w sktad
puli gléwnej. Obecnie, gdy badania prowadzone sg
w puli z 6 donacji 1 po otrzymaniu wyniku reaktyw-
nego dla puli, od razu wykonuje sie badania poje-
dynczych probek, czas zwolnienia donacji uyjemnych
wchodzacych w jej skiad nie ulega wydtuzeniu.

Zwiekszone zuzycie odczynnikow (12,7%) spo-
wodowane wykonywaniem badan rownoleglych
oraz dodatkowymi badaniami koniecznymi dla iden-
tyfikacji probek reaktywnych nie mialo wplywu na
koszt zwolnienia donacji. Umowa zawarta z do-
stawca odczynnikow przewiduje cene tylko za zwol-
niong donacje bez wzgledu na liczbe wykonanych
oznaczen dla uzyskania ostatecznego wyniku.

W innych RCKiK, w ktorych czeSciej wykry-
wa sie wirusy HCV, HBV czy HIV ten odsetek moze
ulec zwiekszeniu. Podobnie zmiana przegladowych
testow immunoenzymatycznych moze zaréwno
wplynaé na zwiekszenie zuzycia odczynnikow, jak
1ich zmniejszenie.

Badania technikami biologii molekularnej
w pulach po 6 donacji moga by¢ wykonywane bez
wzgledu na wyniki serologicznych badan przegla-
dowych 1 wyniki AIAT w rutynowych badaniach
dawcow krwi. Zastosowanie tego typu algorytmu
nie zmienia sposobu weryfikacji probek powtarzal-
nie seropozytywnych.

Specjalne podziekowania dla prof. dr hab.
n. med. Ewy Brojer za pomoc w przygotowaniu ni-
niejszego artykutu.
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