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Streszczenie

Wirus HIV stanowi wciqgz istotny problem dla zdrowia publicznego w Polsce i na swiecie —
szacowana liczba zakazonych na calym swiecie od poczqtku epidemii AIDS/HIV przekroczyla
84 miliony 0sob, a z powodu AIDS zmario okolo 40 min 0sob.

Jedng z drog przenoszenia zakazenia HIV jest transfuzja krwi 1 jej skladnikow. Ryzyko prze-
niestenia zakazenia tq drogq zostalo istotnie zredukowane miedzy innymi przez wprowadzenie
obowigzkowych badan przeglgdowych u dawcow krwi. Jednak nadal sq odnotowywane spora-
dyczne przypadki przeniesienia zakazenia przez transfuzje zwigzane z tak zwanym okienkiem
diagnostycznym oraz polimorfizmem wirusa.

W Polsce u wszystkich dawcow krwi w 1987 roku wprowadzono obowigzkowe badanie prze-
ciwcial anty-HIV, a w 2005 roku RNA HIV. Badania technikami immunoenzymatycznymi byly
sukcesywnie doskonalone i obecnie wszystkie Centra Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa (CKiK)
w Polsce badajg u dawcow zarowno przeciwciata klasy IgG, jak i IgM oraz antygen p24 (testy
1V generacyi). RNA HIV bada si¢ w pojedynczych donacjach (IDT) lub w mini pulach (MP);
czutosc wykrywania wyrazona jako 95% limit detekcyi [95% LOD] wynosi odpowiednio 45 do
18 j.m./ml 1 1469 j.m./ml do 302 j.m./ml.

Badania weryfikacyjne sq wykonywane wylgcznie w Zakladzie Wirusologii IHiT za pomocq
testow typu Western blot (WB) oraz metod biologii molekularnej: metodg amplifikacyi przez
transkrypcje (TMA) oraz metodg reakcyi tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-
-PCR).

W niniejszej publikacyi szczegolowo przedstawiono strategie oraz metodyke prowadzenia ba-
dan przeglgdowych oraz weryfikacyjnych w kierunku HIV u dawcow krwi w Polsce w latach
2005-2022. Opracowanie stanowi rozwinigcie oraz aktualizacje czesci rozprawy doktorskiej
autorki oraz inicjuje dyskusje dotyczqcq procesu kwalifikacji dawcow oraz efektywnosci badan
przeglgdowych.

Stowa kluczowe: RNA HIV; anty-HIV; antygen p24; dawca krwi; badania przegladowe;
NAT; WB HIV
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Wstep

Po ponad 30 latach od odkrycia ludzkiego wiru-
sa niedoboru odporno$ci (HIV, human immunodefi-
ciency virus) sytuacja epidemiologiczna w zakresie
zakazen tym wirusem na $wiecie stanowi wciaz
istotne wyzwanie dla zdrowia publicznego. Od po-
czatku epidemii zespotu nabytego niedoboru odpor-
nosci (AIDS, acquired immunodeficiency syndrome)
zakazenie HIV zdiagnozowano u okolo 85 milio-
now osob. Z powodu AIDS zmario okoto 40 min
osob [1]. W Polsce od poczatku epidemii (1985 r.)
zakazenie wykryto u okolo 28 tys. osob, AIDS
rozpoznano u blisko 4 tys. osob, a 1448 chorych
zmarlo [2].

Obecnie przetaczanie krwi i jej sktadnikow
jest bezpieczne. Procedury ograniczajace ryzyko
przeniesienia biologicznych czynnikow chorobo-
tworczych, w tym HIV, sa wprowadzane w polskim
krwiodawstwie sukcesywnie w ogtaszanych doku-
mentach 1 aktach prawych [3-8] zgodnie z wytycz-
nymi zawartymi w dyrektywach Unii Europejskiej
[9-12] oraz zaleceniami Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) [13].
Testy 1 aparatura poszczeg6lnych producentow
posiadaja Swiadectwa dopuszczenia do badafh wy-
dane przez Agencje Zywno$ci i Lekow (FDA, Food
and Drug Administration) [14]. Nadal na $wiecie
zdarzaja sie sporadyczne przypadki przeniesienia
zakazenia HIV przez transfuzje, mimo wprowadze-
nia procedur zapewniajacych bezpieczenstwo krwi
1jej sktadnikow [15-19].

Odkrycie HIV a bezpieczenstwo
przetoczen oraz rozpoczecie badan
w krwiodawstwie

Zespol nabytego niedoboru odpornos$ci po
raz pierwszy zostal rozpoznany latem 1981 roku
w Stanach Zjednoczonych. Mtodzi, homoseksualni
mezczyzni zapadali na oportunistyczne infekcje
powodujace ciezkie zapalenie pluc wywolane przez
bakterie Pneumocystis carinii. Chorzy byli wycien-
czeni, mieli zmiany na twarzy wywolane rzadkim
nowotworem, zwanym miesakiem Kaposiego. Cha-
rakterystyczng cechg tej choroby byla limfopenia
1 znaczne obnizenie liczby limfocytow CD4+ [20].
Obserwacje 1 dane epidemiologiczne z 1982 roku
pokazaty, ze nowo opisany zesp6t chorobowy roz-
przestrzenil sie rowniez w innych grupach, miedzy
innymi wsréd chorych na hemofilie, narkomanow
1 wykazuje cechy choroby zakazZnej; jest przenoszo-
ny przez plyny ustrojowe, zakazong krew lub pro-
dukty krwiopochodne [21-26]. Centre for Disease

Prevention and Control (CDC) we wrzeSniu 1982
roku dla opisanej powyzej choroby zaproponowato
nazwe AIDS [20]. Na poczatku 1983 roku AIDS po
raz pierwszy odnotowano wsrod kobiet bedacych
partnerkami mezczyzn, ktorzy chorowali na te
chorobe [24]. Jednocze$nie pojawily sie doniesienia
na temat AIDS u dzieci, ktore jak podejrzewano,
zarazily sie od swoich matek w trakcie cigzy lub
w trakcie porodu lub wkroétce po urodzeniu [27, 28].

W marcu 1983 roku w Stanach Zjednoczonych
wydano zalecenia dotyczace zapobiegania AIDS.
Wprowadzono rekomendacje, aby osoby nalezace
do grup o zwiekszonym ryzyku zachorowania na
AIDS powstrzymywaly sie od oddawania krwi i jej
skiadnikéw do celow leczniczych. Zalecenie to mia-
to na celu zmniejszenie ryzyka AIDS zwigzanego
z podawaniem krwi lub produktéw krwiopochod-
nych. Przypadki AIDS w nastepstwie przetoczenia
krwi stanowily wowczas okolo 2% wszystkich
zgloszonych przypadkdéw AIDS w Stanach Zjedno-
czonych [29]. Szacuje sie, ze na poczatku epidemii
w Stanach Zjednoczonych nawet 1 na 100 donacji
mogla przenosi¢ zakazenie HIV lub HCV [30].
Wydanie rekomendacji nie wplynelo istotnie na
zmiane procedur sluzacych zachowaniu bezpie-
czenstwa krwi 1 jej skladnikow w Stanach Zjedno-
czonych, poniewaz kwestionowano proponowane
strategie kwalifikacji dawcow jako nieskuteczne
lub dyskryminujace Srodowiska homoseksualnych
mezczyzn [31].

Dalsze prace nad ustaleniem przyczyny za-
chorowan na AIDS doprowadzily w maju 1983 roku
do wyizolowania w Instytucie Pasteura w Paryzu
nowego wirusa, ktéoremu nadano nazwe LAV (ang.
lymphadenopathy-associated virus), pozniej LAV
(indeks BRO pochodzit od pierwszych liter nazwi-
ska pacjenta). Postawiono hipoteze, ze to wlasnie
ten wirus jest przyczyng AIDS [32]. Nowo poznany
retrowirus posiadal wiele cech wczesniej odkry-
tych wirusow ludzkiej biataczki T-komorkowe;j
(HTLV, human T-lymphotropic virus). Wirus zostat
wyizolowany z materialu pobranego od pacjenta
rasy kaukaskiej, chorego na AIDS, a jego material
genetyczny mial postaé RNA. Ostatecznie nowo
poznanego wirusa zakwalifikowano do rodziny
retrowirus6w T-limfotropowych [32].

Kolejnym krokiem w kierunku poznania czyn-
nika wywolujacego AIDS byto odkrycie dokonane
przez amerykanskich uczonych z National Cancer
Institute w Bethesdzie. W kwietniu 1984 roku in-
stytut ten oglosil, ze zidentyfikowano przyczyne
AIDS — retrowirusa HTLV-III. Podczas wspolnej
konferencji z Instytutem Pasteura ogloszono, ze
LAV 1 HTLV-III s3 identyczne i1 sg prawdopodob-
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na przyczyng AIDS [33]. Na tym etapie wiedzy
o wirusie zakladano, ze szczepionka zostanie
opracowana w ciggu 2 lat [34]. Nazwe HIV nada-
no nowo odkrytemu wirusowi w 1986 roku [35].
Powstaly liczne kontrowersje dotyczace ustalenia,
kto pierwszy wyizolowal wirusa HIV. Wydaje sie,
ze spor ten zostal rozstrzygniety przez przyznanie
Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii
w 2008 roku profesorom Frangoise Barré-Sinoussi
1 Lucowi Montagnier za odkrycie HIV [36].

Na poczatku 1985 roku FDA zarejestrowalo
pierwszy test immunoenzymatyczny (ELISA,
enzyme linked immunosorbent assay), stuzacy
identyfikacji przeciwcial anty-HTLV III/LAV [37].
W tym samym roku wydano rekomendacje bada-
nia przesiewowego dawcow krwi 1 jej skladnikow
w kierunku anty-HTLV III. Zgodnie z tymi zalece-
niami wszystkie donacje z pozytywnymi wynikami
testu przegladowego mialy by¢ niszczone, a dawca
byl powiadamiany o wynikach badan. Za wynik
pozytywny uznawano wynik powtarzalnie reak-
tywny. Kazde badanie, ktérego wynik byt wstepnie
reaktywny, miato by¢ powtarzane. W tym celu
stosowano inne dostepne testy, najczesciej testy
immunofluorescencyjne i radioimmunoprecypi-
tacyjne. W kolejnych latach zaczeto wykonywac
badania potwierdzajace z zastosowaniem testow
typu Western blot (WB) — pierwszy test WB FDA
zarejestrowata 29 kwietnia 1987 roku [38, 39],
w ktorym ustalano obecno$¢ swoistych przeciwciat
do poszczegoblnych biatek HIV.

Budowa, organizacja genomu,
taksonomia

Wirus HIV nalezy do rodziny Retrovirdae,
rodzaj Lentiviridae. Dotychczas wydzielono dwa
typy wirusa: HIV-11 HIV-2 [40]. Wirion ma kulisty
ksztalt o §rednicy okofo 100 nm, skiada sie z rdzenia
w ksztalcie cylindra oraz lipidowej ostonki (ryc. 1).
Kazdy wirion zawiera 72 kompleksy glikoprote-
inowe, ktore sa zintegrowane z biong lipidowa,
a kazdy kompleks sktada sie z trimeroéw zewnetrz-
nej glikoproteiny gp120 i transblonowego biatka
spinajacego gp41l. Wiazanie miedzy gpl20 a gp41
jest luzne, tfatwo dochodzi do jego zerwania. Gliko-
proteine gp120 mozna wykry¢€ zarOwno w surowicy,
jak 1 w tkance limfatycznej pacjentéw zakazonych
wirusem HIV. Pod ostonka znajduje sie warstwa
biatka (pl17). W kapsydzie zbudowanym z bialtka
p24 znajduje sie material genetyczny majacy po-
sta¢ dwoch pojedynczych kopii ssSRNA(+). W wi-
rionie znajduja sie biatka p6 1 p7, dwie czasteczki
transportowego RNA (tRNA) bedace starterami

do syntezy cDNA, enzymy wirusowe — odwrotna
transkryptaza (heterodimer skiadajacy sie z biatka
p66 posiadajacego domene o aktywnosci polimeraz
1 RNAzy H oraz bialka p51 o dzialaniu stabilizuja-
cym), proteaza pl0iintegraza p32 (ryc. 1). Genom
wirusa HIV-1 obejmuje 9 genow. Trzy z nich — gag,
pol, env — koduja informacje potrzebne do wytwo-
rzenia biatek strukturalnych i enzymatycznych,
pozostale, to jest: tat, rev, nef, vif, vpr, vpu, niosg
informacje o budowie biatka regulatorowego, kon-
trolujacego zdolno$¢ HIV-1 do zakazania komorek,
produkcji wirioné6w potomnych 1 progresji choroby.
Na obu koficach genomu znajduja sie sekwencje
LTR (long terminal repeat, dlugie powtorzone
sekwencje nukleotydow). Sa to regiony odpowie-
dzialne za regulacje ekspresji genéw wirusa [40,
41]. Organizacja budowy wirusa jest istotna dla
zrozumienia konstrukcji oraz efektywnosci testow
wykorzystywanych do identyfikacji zakazonych
dawcow. W testach typu WB s3g wykorzystywane
glowne biatka strukturalne HIV (ryc. 1). Jak powie-
dziano wcze$niej, testy WB sa wykonywane w celu
potwierdzenia swoistoSci przeciwcial wykrytych
w badaniach diagnostycznych oraz przegladowych
u dawcow krwi. W polskim krwiodawstwie inter-
pretowano wynik WB HIV zgodnie z wytycznymi
Amerykanskiego Czerwonego Krzyza, gdzie za
wynik dodatni uwaza sie wynik, w ktérym stwier-
dza sie obecno$¢ przeciwcial przynajmniej do
jednego biatka wirusa w kazdej z trzech kategorii
bialek — biatek tworzacych otoczke, rdzen i bia-
tek enzymatycznych. Obecnie, gdy testy do badan
wirusa HIV musza by¢ certyfikowane (CE IVD
wraz z numerem jednostki notyfikujacej) [42, 43],
stosuje sie interpretacje wynikow zgodnie z ulotka
producenta. Wynik ujemny to wynik, w ktéorym nie
wykryto przeciwcial do zadnego z biatek. Wynik
nieokreslony to wynik, ktory nie spelnia kryterium
wyniku dodatniego ani ujemnego. NajczeScie]j jest
spowodowany nieswoistymi reakcjami lub moze
wskazywac na wczesng faze zakazenia [44-46].
Zastosowanie poszczegélnych biatek wirusa do
skonstruowania testu przedstawiono na rycinie 1.

Ewolucja metodyki badan
diagnostycznych i przegladowych

Testy immunoenzymatyczne (EIA, enzyme
immunoassay lub ELISA, enzyme-linked immuno-
sorbent assay) sa oparte na wigzaniu przeciwcial
Z surowicy pacjenta przez antygeny zwiazane ko-
walencyjnie z fazg stalg (dno studzienki). Powstaly
kompleks antygen—przeciwciato po odptukaniu nie-
zwigzanych przeciwcial jest inkubowany z substra-
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Rycina 1. Organizacja wirionu HIV a konstrukcja testu typu Western blot. Opracowano na podstawie [40]

tem. W przypadku obecnoS$ci przeciwcial powstaje
barwny kompleks, a produkt reakcji jest mierzony
spektrofotometrycznie. Schemat obrazujacy pod-
stawowe zasady dzialania testu EIA I-III generacji
przedstawiono na rycinie 2. W przypadku testow
IV 1V generacji oprocz antygen6w na fazie stalej
sa oplaszczone swoiste przeciwciala anty-p24.
W trakcie badania do dotka optaszczonego anty-
genem (faza stala) jest dodawana probka badana,
w ktorej sa poszukiwane przeciwciata skierowane
do biatek wirusa. JeSli obecne sg w niej prze-
ciwciala skierowane do tego antygenu, powstaje
kompleks immunologiczny i1 przeciwcialo zostaje
trwale zwiazane z podlozem. Nastepnym etapem
badania jest odplukanie nieswoistych przeciwcial
obecnych w badanej surowicy/osoczu. Po odptuka-
niu dolka jest dodawany tak zwany koniugat, czyli
przeciwcialo (skierowane przeciw przeciwcialom
ludzkim) potaczone wigzaniem kowalencyjnym
z enzymem. Po inkubacji i ponownym przeptukaniu
do doika jest dodawany odpowiedni dla uzytego
enzymu substrat. W wyniku reakcji enzymatycznej
powstaje produkt reakcji (najczeSciej barwny), kto-
rego obecno$¢ ocenia sie odpowiednimi metodami
(najczesciej metoda spektrofotometryczng, chociaz

czesto w testach EIA s3 stosowane takze metody
chemiluminometrii). Wiele komercyjnych testow
ETA ma bardziej skomplikowang konstrukcje od
podanej powyzej; najnowsze ich generacje pozwa-
laja wykry¢ nie tylko przeciwciala anty-HIV, ale tez
antygeny wirusa.

Warto podkreslié, ze wartoS¢ sygnatu Swiet-
Inego jest najczesciej proporcjonalna do iloSci prze-
ciwcial w badanym materiale. Dzieki swoisto$ci
wiazania antygen—przeciwcialo wyniki uzyskiwane
za pomoca testow EIA maja wysoka wiarygodnosS¢.
Jednak sporadycznie zdarzaja sie przypadki, gdy
jest otrzymywany wynik nieswoisty, bedacy na-
stepstwem reakcji krzyzowej, gdy przeciwciato
wiaze sie z innym antygenem [47, 48]. Dlatego
wazne jest, aby w przypadku badan w kierunku
wirusa HIV kazdorazowo weryfikowaé reaktywny
wynik ELISA w teScie potwierdzenia [47, 49].

Do konstrukcji testow I generacji wykorzy-
stywano jako zrodio antygenu lizat z zakazonych
komorek, a do wizualizacji uzywano monoklonal-
ne przeciwciala zwierzece wykrywajace ludzkie
przeciwciala klasy IgG [49, 50]. Firma, ktora jako
pierwsza otrzymala rejestracje, byta Abbott Labo-
ratories [51]. W kolejnych latach ulepszano test
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Rycina 2. Schemat obrazujacy podstawowe zasady dziatania testu ELISA/EIA generacji I-lll. Opracowano na podstawie [48].

Koniugat — kompleks enzymu z przeciwciatami

ELISA. W testach II generacji wykorzystywano
glikoproteiny lub rekombinowane antygeny, za-
miast calych biatek. Zmiana ta umozliwita zwiek-
szenie swoisto$ci i czuto$ci testow [50]. W testach
III generacji zastosowano odmienng konstrukcje
testu EIA. Rekombinowane antygeny HIV umiesz-
czone w fazie stalej, tak jak w testach poprzedniej
generacji, wykorzystano do ,,wytapania” z surowicy
przeciwcial anty-HIV obu klas IgG i IgM. Zwiazane
przeciwciala wykrywano za pomocg przeciwcial
skierowanych do powstalych kompleksow lub
innych fragmentow syntetycznych/rekombinowa-
nych antygenow HIV wyznakowanych enzyma-
tycznie (tzw. antigen sandwich). Przeciwciala lub
antygen sa kowalencyjnie oznakowane enzymem
lub biotyna/streptawidyng, tworzac tak zwany
koniugat (ryc. 2). Taka konstrukcja testu doprowa-
dzita do dalszego zwiekszenia swoistoSci testu oraz
umozliwila wykrywanie, oprocz przeciwcial klasy
IgG, takze izotypu IgM. Nowe testy pozwalaly na
wykrycie przeciwcial okolo 21 dni od zakazenia,
tym samym zostal skrocony czas okienka serolo-
gicznego.

Testy IV generacji (tzw. combo) wykrywaja
zarowno antygen p24 (HIV-1), jak 1 przeciwciala
skierowane do HIV-1 i HIV-2. Antygen p24 HIV
jest bialkiem tworzacym wiekszo$¢ rdzenia wirusa.
Stezenie antygenu p24 w surowicy krwi w pierw-

szych kilku tygodniach po zakazeniu jest wysokie,
dlatego badanie tego markera jest szczegodlnie przy-
datne do diagnozowania infekcji HIV na wczesnym
etapie, gdy poziom przeciwcial jest niski [52]. Test
IV generacji zostal opracowany w 1989 roku przez
zespo6l naukowy firmy Abbott. Jego stosowanie
pozwala skroci¢ okienko serologiczne $rednio
o 7 dni w poréownaniu z testami III generacji
(do 14 dni) [50, 53-56]. W 2015 roku wprowadzono
do diagnostyki HIV testy V generacji, wykrywajace
jednoczes$nie obie klasy przeciwcial (IgG 1 IgM)
oraz antygen p24. Podstawowg rdéznica, w po-
rownaniu z testami IV generacji, jest dodatkowa
mozliwo$¢ uzyskania oddzielnych wynikéw dla
przeciwcial oraz antygenu p24 [50].

Do weryfikacji wynikow reaktywnych w te-
stach EIA sa wykorzystywane testy typu Western
blot (WB). Badanie ma charakter testu immuno-
enzymatycznego 1 wynik widoczny jest w postaci
prazkow odpowiadajacych poszczegdlnym biatkom
(ryc. 1). Odczyt reakcji moze by¢ wizualny, bez
uzycia aparatury lub zautomatyzowany, przy uzyciu
czytnika. W przypadku testow WB mozna okreSlic,
do ktoérego bialka zostaly wytworzone przeciwciala.
Testy te charakteryzuja sie wyzsza swoistoScig niz
testy ELISA [57-59].

Algorytm badan przegladowych oraz weryfika-
cyjnych wykonywanych u dawcoéw krwi przedsta-
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HIV-1

Kanada Grecja

Austria Francja Belgia, Polska

Japonia Austria Nowa

Stany Holandia Zelandia Irlandia Wielka

Niemcy Zjednoczone  Singapur Hiszpania

Hong Kong,  Portugalia

Szwajcaria  Brytania

Finlandia
Estonia Kuwejt lzrael
RPA, Korea Wiochy Malezja totwa Dania,
Potudniowa  Tajlandia Stowenia Tajwan Norwegia
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Rycina 3. Harmonogram wprowadzania badan NAT w badaniu kwalifikacyjnym dawcow krwi w poszczegdlnych krajach przed

2010 rokiem. Opracowano na podstawie [71]

wiono w wytycznych europejskich [60], a u innych
0sob wykonujacych badanie w kierunku wirusa
HIV w wytycznych krajowych [61-67]. W pionie
krwiodawstwa probka wstepnie reaktywna jest
ponownie badana w dwdch powtorzeniach. Po uzy-
skaniu wyniku powtarzalnie reaktywnego przepro-
wadza sie badanie weryfikacyjne za pomocg technik
serologicznych i badan technikami NAT (metody
biologii molekularnej, nucleic acid testing [3-8].
Badania nad wirusem odpowiedzialnym za
AIDS technikami biologii molekularnej rozpocze-
to w drugiej polowie lat 80. XX wieku w Stanach
Zjednoczonych [68]. Dzieki poznaniu sekwencji
genomu wirusa staly sie mozliwe jego badania
u krwiodawcow. Analizujac zasadno§¢ prowadze-
nia badan RNA HIV u krwiodawcow, podkreslano
jednak, mimo ze powalaja one wykry¢ zakazenie
przed pojawieniem sie antygenu p24 oraz prze-
ciwcial anty-HIV, ze efektywno$c¢ ich stosowania
jest niewielka ze wzgledu na niska czestos$¢ ocze-
kiwanych wynikéw dodatnich. Za pomoca modeli
matematycznych obliczono, ze badania RNA HIV
zapobiegnie w Stanach Zjednoczonych 16 przypad-
kom przeniesienia wirusa na rok, a koszt takich
badan wyniesie 96 milion6w dolar6w rocznie [69].
Wskazywano na duze trudno$ci techniczne zwia-
zane z wykonaniem testow NAT oraz ich niska
oplacalnos$c (cost effectivess). W kolejnych latach
wykazano, ze wprowadzenie badan przegladowych
metodami biologii molekularnej jest technicznie
mozliwe i uzasadnione, gdyz zwieksza bezpieczen-
stwo przetoczen [70]. Dalszy rozwdj technologii
badan molekularnych i1 opracowanie testow typu
multipleks, wykrywajacych rownocze$nie mate-
rial genetyczny kilku wirusow, spowodowalo, ze
badania staly sie bardziej dostepne do prowadzenia
masowych badan przegladowych w krwiodawstwie.
Jednoczes$nie w wielu krajach pojawialy sie liczne
informacje mowigce o przeniesieniu zakazenia
przez transfuzje krwi i jej sktadnikow [71]. W ko-
lejnych krajach rozpoczeto wprowadzenie badan
wykorzystujacych metode NAT. Obecnie zgodnie

z krajowymi oraz miedzynarodowymi wytycznymi
techniki NAT muszg wykrywaé w przeliczeniu na
pojedyncza donacje przynajmniej 10.000 j.m./ml
RNA HIV [3-8]. Czas wprowadzania badan za
pomoca technik biologii molekularnej w kierun-
ku wirusa HIV-1 w krwiodawstwie w réznych
krajach przedstawiono na rycinie 3.

Do dalszej ewolucji badan przyczynily sie dane
pochodzace miedzy innymi z Republiki Federalne;j
Niemiec. W latach 2007-2010 u 6 dawcow krwi
otrzymano wyniki falszywie ujemne w testach NAT
wykrywajacych jeden region RNA HIV-1. W celu
poprawy czuloS§ci diagnostycznej wykrywania RNA
HIV-1, a zwlaszcza form polimorficznych, wprowa-
dzono do uzytku testy wykrywajace jednoczesnie
przynajmniej dwa konserwatywne regiony (dual
target assay) genomu wirusa. Badania niemieckie
dotyczace okresu 2010-2014 wykazaly wieksza
czulo$¢ kliniczna wykrywania HIV testami dual-
-target (amplifikacja dwoch regionéw genomu wi-
rusa) w poréwnaniu z tymi, ktére analizuja jeden
region genomu wirusa [72, 73].

Zasady 1 schemat diagnostyki zakazenia HIV
w populacji og6lnej nieznacznie rozni sie W porow-
naniu z badaniami przeglagdowymi dawcow krwi.
Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa
Naukowego AIDS (PTN AIDS) ten pierwszy rodzaj
badan powinien sie opieraé na badaniach wyko-
nywanych technikami serologicznymi. Zalecane
jest stosowanie testow III i IV generacji oraz tak
zwanych testow szybkich (rapid tests) [61-65]. Od
2017 roku PTN AIDS zaleca stosowanie testow
IV generacji jako testow przesiewowych. W wy-
jatkowych sytuacjach dopuszcza sie rozpozna-
nie zakazenia na podstawie badania HIV-1 RNA
[66, 67]. Wynik ujemny testu przesiewowego po
12 tygodniach od ekspozycji wyklucza przeniesie-
nie zakazenia HIV.

Po uzyskaniu wyniku reaktywnego nalezy
wykonaé badanie w dwoch powtodrzeniach. Jezeli
uzyska sie wynik powtarzalnie reaktywny, nalezy
wykona¢ badanie za pomoca testu potwierdzenia.
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Wynik dodatni nalezy wydac pacjentowi bez zbed-
nej zwloki. Podczas wydawania wyniku nalezy
miedzy innymi przypomniec o profilaktyce prze-
noszenia zakazen HIV od os6b zakazonych oraz
skierowac pacjenta do poradni/kliniki [74].

Ewolucja metodyki badan przegladowych
w Kkierunku HIV w Polsce

Badanie dawcow krwi w kierunku anty-HIV
rozpoczeto w Polsce w 1986 roku — zbadano
wowczas okolo 5% oddanych donacji. Zgodnie
z zaleceniem Ministra Zdrowia 1 Opieki Spotecz-
nej wykrycie przeciwcial anty-HIV miato byc
sygnatem do rozpoczecia powszechnych badan
przegladowych w krwiodawstwie. Po raz pierwszy
przeciwciata wykryto we wrzes$niu 1986 roku, za-
kazony dawca oddat krew w Stacji Krwiodawstwa
w Opolu [dane Instytutu Hematologii 1 Transfuzjo-
logii (IHiT)]. Poczatkowo od listopada 1987 roku
powszechne badania krwiodawcow prowadzono za
pomocg testow Il generacji wykrywajacych jedynie
przeciwciata anty-HIV-1, §rednio po 42 dniach od
zakazenia. Jednocze$nie oceniano nowe metody
1 ustalano procedury majace na celu uzyskiwanie
wiarygodnych wynikow, a takze prawidlows inter-
pretacje wynikow [75]. W celu ujednolicenia poste-
powania diagnostycznego dotyczacego diagnostyki
zakazenia HIV w 1989 roku wydano pierwsze re-
komendacje dotyczace profilaktyki i diagnostyki
HIV/AIDS dla stuzby zdrowia w Polsce [76]. W pol-
skim krwiodawstwie w kolejnych latach prowa-
dzono badania za pomocg testow III generacji.
Testy EIA IV generacji, wykrywajace przeciwciata
1 antygeny, wprowadzono w 2000 roku. Kolejnym
krokiem w kierunku zwiekszenia bezpieczenstwa
krwi1ijej skfadnikow byto wdrozenie w pierwszym
kwartale 2007 roku chemiluminescencyjnych te-
stow IV generacji wykonywanych w pelni automa-
tycznym aparacie. Wdrozenie pelnej automatyzacji
ograniczylo ryzyko wystapienia btedu ludzkiego
w trakcie badan [77].

W Polsce pierwsze badanie materiatu gene-
tycznego HIV przeprowadzono u dawcow, u ktorych
w badaniach serologicznych testami typu Western
blot otrzymano wyniki watpliwe oraz u os6b, ktore
mialy kontakt z materiatem pochodzacym od os6b
zakazonych. Badano DNA wirusa zintegrowane
z DNA w mononuklearach dawcy. W zadnym
przypadku nie wykryto materiatlu genetyczne-
go wirusa HIV [78]. Przegladowe badania NAT
u dawcow krwi w kierunku RNA HIV, pozwalajace
wykry¢ zakazenie przed pojawieniem sie markerow
serologicznych, rozpoczeto w Polsce w drugiej

polowie 2003 roku. Poczagtkowo wykonywano je
tylko w niektorych Centrach Krwiodawstwa, ktore
wykorzystywaly do prowadzenia obowigzkowego
wowczas badania RNA HCV test Procleix, ktory
dodatkowo dawal mozliwo$¢ detekcji RNA HIV-1.
Ponadto od 2003 roku badanie RNA HIV stanowiio
dodatkowg procedure, obok testow Western blot,
stosowang do weryfikacji wynikow powtarzalnie
reaktywnych w testach serologicznych [79].
W 2005 roku wprowadzono obowiazek badania
RNA HIV w kazdej donacji [77, 79].

Pobieranie probek na badanie
przegladowe w kierunku HIV

Probki krwi do badan czynnikow zakaznych
s pobierane z tego samego wkiucia, z ktorego
pobierana jest donacja, w trakcie lub po zakoncze-
niu donacji, do probowek jednorazowego uzytku
(system prozniowy). Probki do badan od kandy-
datow na dawcoéw sa pobierane podczas badan
kwalifikacyjnych.

Wyniki ujemne sa podstawa do kwalifikacji
krwi i jej sktadnikow do uzytku klinicznego [3-8].

Metody

Badania testami serologicznymi zawsze byly
wykonywane w pojedynczej donacji, technikami
NAT w pojedynczej donacji lub w minipulach
powstalych po zlaniu rownych porcji osocza z ,,n”
probek dawcow (n = 24 lub 8 lub 6). Testy 1 apara-
tura wykorzystywane do badan posiadaly znak CE
IVD. Badania przegladowe prowadzono zgodnie
z zaleceniami IHiT, zawartymi w kolejnych wer-
sjach ,,Medycznych zasad pobierania krwi, oddzie-
lania jej sktadnikéw 1 wydawania, obowiazujacych
w jednostkach organizacyjnych publicznej stuzby
krwi” [3-5] oraz pozniejszych aktach prawnych
[6-8]. Przepisy miedzynarodowe nie okreslaja za-
sad konstrukcji testéw. Zgodnie z Dyrektywa testy
powinny wykrywac najczeSciej spotykane podtypy,
mutanty, formy zrekombinowane, jak rowniez nowo
pojawiajace sie formy wirusa [42].

Badania serologiczne

Zgodnie z zaleceniami krajowymi oraz miedzy-
narodowymi [3-9] testy serologiczne charakteryzo-
waly sie czuloScig analityczng i kliniczng zblizona
do 100% oraz swoistoScig > 99,5%. W latach
2005-2022 w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecz-
nictwa (CKiK) do badan przegladowych dawcow
krwi stosowano testy réznych producentow. Za-
stosowanie metod serologicznych do prowadzenia
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badan dawcow w poszczegdlnych CKiK w Polsce
w latach 2005-2022 przedstawiono na rycinie 4.

Algorytm badan immunochemicznych w kie-
runku HIV obowiazujacy przez caly okres objety
analiza przedstawiono na rycinie 5. Szczegéiowo
byt on opisywany w kolejnych wersjach rekomen-
dacji obowigzujacych w krwiodawstwie (kolejne
wersje Medycznych zasad [3-5] oraz pdzniej Dobrych
praktyk [6-8]).

Zgodnie z zasadami obowigzujacymi w polskim
krwiodawstwie po uzyskaniu wyniku reaktywnego
(IR, nitially reactive) w teScie przegladowym na-
lezalo wykonaé badanie w tej samej probce natep-
nego dnia w dwoch powtorzeniach. Po uzyskaniu
wyniku powtarzalnie reaktywnego (RR) (acznie
przynajmniej dwa wyniki dodatnie w trzech ba-
daniach) probke krwi dawcy przestano na badania
weryfikacyjne do IHiT.

Przegladowe badania NAT w kierunku
RNA HIV

Badania NAT w polskim krwiodawstwie od
poczatku ich prowadzenia sg wykonywane za
pomoca dwoch alternatywnych metod: reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) i amplifikacji przez transkrypcje (TMA,
transcription mediated amplification). Istota reakcji
PCR jest namnozenie (amplifikacja) i vitro wybra-
nego fragmentu genomu przy uzyciu termostabilnej
polimerazy DNA (ryc. 6). Ze wzgledu na to, ze
wirus HIV jest wirusem RNA, pierwszym etapem
reakcji musi by¢ odwrotna transkrypcja. Do tego
celu stosuje sie odwrotng transkryptaze lub poli-
meraze DNA o wlasnoSciach zarowno polimerazy,
jak 1 odwrotnej transkryptazy. Reakcja PCR ma cha-
rakter cykliczny — kazdy cykl skiada sie z trzech
etapow rozniagcych sie temperaturg. Powtorzenie
cyklu powoduje podwojenie liczby namnazanego
fragmentu DNA. W rzeczywisto$ci wydajnoSc re-
akcji jest nieco nizsza, wynika to miedzy innymi ze
spadku aktywno§ci stosowanego w reakcji enzymu
polimerazy. Odpowiednie dobranie sekwencji pri-
merow, sond oraz temperatury reakcji warunkuje
specyficzno$¢ procesu. Wynikiem reakcji PCR jest
powstanie kopii badanego fragmentu DNA o $cisle
okreslonej dlugosci i o okreslonej sekwencji [46].
Odmiang metody PCR jest metoda reakcji tancu-
chowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-
-PCR, real time-polymerase chain reaction), ktora
umozliwia wykrywanie tworzacego sie produktu
amplifikacji w czasie rzeczywistym. Metoda TMA
wykorzystuje transkrypcje jako metode amplifi-
kacji kwasow nukleinowych. Skiad mieszaniny

reakcyjnej jest podobny jak w reakcji PCR, ale tu
sa wykorzystywane dwa enzymy: mysia odwrotna
transkryptaza (RT, murine revers transcriptase) oraz
polimeraza RNA bakteriofaga T7. Schemat reakcji
TMA przedstawiono na rycinie 7 [46]. Wydajno§¢é
reakcji TMA i1 PCR jest bardzo wysoka — w ciagu
godziny liczba czasteczek kwasu nukleinowego
jest zwielokrotniona nawet 109 razy. Badania wy-
konywane w krwiodawstwie sa w pelni zautomaty-
zowane, zmniejsza to zasadniczo ryzyko wynikow
falszywych spowodowanych btedem ludzkim.

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke
testow wykorzystywanych do prowadzenia badan
przegladowych RNA HIV. Badania w kierunku
RNA HIV wykonywano w Pracowniach Biologii
Molekularnej (PBM) Centrow Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa. Centra, ktére nie mialty PBM,
zlecaly badanie do innego CKIK. Informacje do-
tyczace testow NAT wykorzystywanych do badan
przegladowych w CKIK przedstawiono na rycinie 8.
Badania przegladowe technikami biologii moleku-
larnej byly prowadzone w dwoch strategiach:

a) w pojedynczej donacji (ID) lub;
b) w minipulach (MP) powstalych przez zlanie
porcji osocza z ,,n” donacji.

Badania prowadzono metoda:

— TMA w:
* pojedynczych donacjach (ID) lub
* minipulach ztozonych z 8 donacji (w 1 CKiK
w latach 2012-2014) Iub
* minipulach zlozonych z 4 donacji (4 CKiK
od 2022 r.);
— PCR w minipulach ztozonych z:
* 24 donacji (lata 2005-2006) lub
* 6 donagcji (od 2007 r.).

Wszystkie testy przegladowe poza Am-
pliscreen HIV byly testami typu multipleks — ich
konstrukcja umozliwiata rownolegle wykrycie RNA
wirusow HIV 1 HCV oraz DNA HBV. Otrzymanie
wyniku reaktywnego w teScie multipleks (poza
Tagscreen MPX v. 2) wymagato wykonania dodat-
kowych badan réznicujacych, wskazujacych obec-
no$¢, ktorego z wirusow spowodowala reaktywny
wynik testu przegladowego. W teScie Tagscreen
MPX v. 2 od razu otrzymywano wynik reaktywny
ze wskazaniem, ktory wirus zostal wykryty.

Po otrzymaniu wyniku reaktywnego dla puli
w trakcie badania przesiewowego metoda TMA
wykonywano badania w pojedynczych donacjach
wchodzacych w jej skiad z zastosowaniem testow
roznicujacych w kierunku poszczeg6lnych wirusow
(HIV-1/2, HCV, HBV). W badaniach prowadzonych
w pojedynczych donacjach po uzyskaniu wyniku
reaktywnego wykonywano badanie w dwoch po-
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Rycina 4. Metody serologiczne wykorzystywane do badan przeglagdowych w krwiodawstwie w Polsce w latach 2005-2022

ELISA — test immunoenzymatyczny; ELFA — test enzymofluorescencyjny, CIMA — test chemiluminescencyjny; ECI — test
immunoenzymatyczny; ECLIA — test elektrochemiluminescencyjny; CKiK MSWiA — Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
MSWiA, podlegte Ministerstwu Spraw Wewnetrznych i Administracji

Prébka badana

Y

Test przegladowy

!
i i

Wynik ujemny Wynik reaktywny (IR)

l l

Krew i jej skfadniki
do wyf<olrzystania Wykona¢ badanie w 2 powtérzeniach
(test przegladowy)
4
Wyniki Wyniki Wyniki
2 x ujemny 2 x reaktywny (RR) 1 x reaktywny
Krew i jej skiadniki Krew zniszczyé 1 x ujemny (RR)
do wykorzystania Nieotwierana prébka Krew zniszczy¢
krwi na badania Nieotwierana prébka krwi na
weryfikacyjne badania weryfikacyjne

Rycina 5. Algorytm badan przegladowych (testy serologiczne) wykonywanych w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
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Rycina 6. Schemat reakcji metodg reakcji tancuchowej polimerazy. Opracowano na podstawie [46]
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Rycina 7. Schemat reakcji metoda amplifikacji przez transkrypcje. Opracowanie na podstawie [46]
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Tabela 1. Charakterystyka testow wykorzystywanych do prowadzenia badarh RNA HIV w Centrach Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w latach 2005-2022 (dane dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testéw)

Test Format Czutos¢ dla donacji Badania Okres stosowania
j.m./ml (95%LOD) roznicujace

TMA

Procleix Ultrio DT 45 Tak 2005-2009

Procleix Ultrio Plus 27,6 Tak 2010-2013

Procleix Ultrio Elite 18 Tak 2014-2022

TMA

Procleix Ultrio Plus MP 8 221 Tak 2012-2014

PCR

Ampliscreen HIV MP 24 1469 Nie 2005-2007

R-T PCR

Tagscreen MPX MP 6 294 Tak 2007-2012

Tagscreen MPX v.2.0 302 Tak 2013-2018

MPX 154,2 Tak 2019-2022

TMA

Procleix Ultrio Elite MP 4 72 Tak 2017-2022

IDT — badanie w pojedynczej donacji; cyfra obok MP oznacza, z ilu donacji byta ztozona minipula, np. MP 8 — badanie w puli ztozonej z 8 donacji

wtorzeniach 1 dodatkowo badanie réznicujace. Jesli
uzyskano wyniki ujemne, dawcy nie dyskwalifiko-
wano, jednak skladniki krwi z takiej donacji nie
mogly by¢ wykorzystywane do celow klinicznych.
Schemat postepowania dla poszczegblnych testow
przedstawiono na rycinie 9.

W CKiK po uzyskaniu wyniku wstepnie re-
aktywnego w badaniach wykonywanych technika
PCR (pule po 24 lub 6 donacji) przeprowadzano
dalsze badania. W przypadku puli zlozonej z 24
donacji w kolejnym etapie przeprowadzano badania
4 subpul, z ktérych kazda skladala sie z osocza
pochodzacego z 6 donacji. Po uzyskaniu wyniku
reaktywnego w puli ziozonej z 6 donacji (subpula)
badano pojedyncze donacje wchodzace w skiad
reaktywnej subpuli. Donacje wchodzace w skiad
puli z uyjemnymi wynikami kwalifikowano do uzytku
klinicznego. Schemat postepowania przedstawiono
na rycinie 10.

Ewolucja strategii badan przegladowych
NAT w Centrach Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa

Czulo$¢ analityczna testow NAT wykorzysty-
wanych w badaniach RNA HIV w polskim krwio-
dawstwie zmieniala sie wraz z wprowadzaniem
kolejnych testow oraz zmiang formatu badania
(MP24, 6, 4, IDT). Poczatkowo w latach 2005-2006
badanie w MP24 mialo czulo$¢ [szacunkowe 95%
LOD] 1469 IU/ml. Po wprowadzeniu w 2007 roku

badania w MP6 testem Cobas Tagscreen czulo§é
analityczna ulegla zwiekszeniu kilkukrotnie i wy-
nosita okoto 300 j.m./ml. W badaniu indywidualnych
donacji wykorzystujacym TMA od poczatku czuto$¢
analityczna byta bardzo wysoka: dla Procleix Ultrio
(lata 2005-2009) wynosita 45 j.m./ml [szacunkowe
95% 1.OD], dla Procleix Ultrio Plus (2010-2013)
27,6 j.m./ml i najwyzszy poziom osiggnela dla te-
stu Procleix Ultrio Elite (stosowany od 2014 r. do
chwili obecnej) — okolo 18 j.m./ml. Szczegdiowe
informacje przedstawiono na rycinie 11.

Kontrola jako$ci badan przegladowych
w latach 2005-2022 w Centrach
Krwiodawstwa i1 Krwiolecznictwa

W laboratoriach CKiK wykonujacych badania
przegladowe czynnikéw zakaznych przenoszonych
przez krew stosowano procedury zapewniajjce
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow:

— przed rozpoczeciem badan prowadzono ewa-
luacje urzadzen i1 testow oraz walidacje pro-
cesow;

— w kazdym CKiK bezpos$rednio przed rozpo-
czeciem badan wykonywano walidacje procesu
z zastosowaniem paneli probek przygotowa-
nych przez Zaktad Wirusologii (ZW) IHiT;
udzial w takim programie kontroli jakoS$ci
powtarzano co 12 miesiecy;

— badania wykonywano $ciSle wedtug wymogow
producentow testow;
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Rycina 8. Metody biologii molekularnej wykorzystywane do badan przeglagdowych w krwiodawstwie w Polsce w latach 2005-2022;
CKiK MSWiA — Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa MSWiA, podlegte Ministerstwu Spraw Wewnetrznych i Administracji

Ultrio (ID) Ultrio (ID) Ultrio Plus (MP8)
(Umanual: 32,3 j.m./ml) (Umanual: 32,3 | Reaktywna
J UTigris: 45 | | | | | |
Plus: 27,6
UPlus: 27, D o || mo|lD D ID
Wstepnie reaktywna UElite: 18
j.m./ml)
Wstepnie reaktywna Wstepnie reaktywna
J l dHBV
Ultrio dHBV
. dHCV
Ultrio dHCV
dHIV
dHIV
dHIV
dHIV Reaktywna
L reaktywna

* w 2009, 2010 (RCKiK Lublin, Warszawa, Krakéw, £ddz z wynikiem RNA tylko WB)
*RNA HIV (od maja 2012 r. weryfikacja metodg PCR (zapis w MZ od 2014 r.)
* WB/INNO LIA

Rycina 9. Postgpowanie w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa po otrzymaniu reaktywnego wyniku badania prze-
gladowego — badanie metodg amplifikacji przez transkrypcje) (dane dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testéw)
ID — pojedyncza donacja; dHBV — dyskryminacja HBV; dHCV — dyskryminacja HCV; dHIV — dyskryminacja HIV; RNA — kwas
rybonukleinowy; WB — test western blot; MZ — Ministerstwo Zdrowia; WB/INNO Lla — testy typu western blot

— wszystkie laboratoria uczestniczyly w progra- kontroli jakoSci EDCNet;
mie zewnetrznej kontroli jako$ci oraz w pro- — wszystkie laboratoria byly audytowane regu-
gramie codziennej zewnatrzlaboratoryjnej larnie co 2 lata.
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MP24
(ampliscreen)

(95% LOD testu dla ID badanej w MP24: 1469 j.m./ml)

MP6 (MPX)

(MPXv1: 95%LOD dia ID w MP6 = 294 j.m./ml)
(MPXv2: 95%LO0D dla ID w MP6 = 302 j.m./ml)

Reaktywna Reaktywna
[ | | |
MP6 MP6 MP6 MP6
Reaktywna
y
I | | | | | I | | | | |
ID ID ID ID ID ID ID ID ID ID ID ID
l (ID MPXv1 = 49 j.m./ml) /\ (ID MPXv2 = 50,3 j.m./ml)
HIV niereaktywny HIV reaktywny HIV reaktywny HIV niereaktywny

|

(zapis w MZ od 2014 r.)
* WB/INNO LIA (testy typu western blot)

* RNA HIV (od maja 2012 r. weryfikacja metoda TMA dla wyniku przegladowego metoda PCR oraz Ab/Ag HIV)

Rycina 10. Schemat postepowania w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa po otrzymaniu reaktywnego wyniku w badaniu
przegladowym prowadzonym metodg reakcji tancuchowej polimerazy (dane dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testéw)
ID — pojedyncza donacja; dHBV — dyskryminacja HBV; dHCV — dyskryminacja HCV; dHIV dyskryminacja HIV; RNA — kwas
rybonukleinowy; WB — test western blot; MZ — Ministerstwo Zdrowia; WB/INNO Lla — testy typu western blot

Badania weryfikacyjne

Na badania weryfikacyjne do ZW IHiT przysy-
tano probki krwi pochodzace od dawcow, u ktorych
w badaniach przegladowych prowadzonych meto-
dami serologicznymi lub/i NAT otrzymano wynik
lub wyniki powtarzalnie reaktywne.

Badania weryfikacyjne stuzyly potwierdzeniu
lub wykluczeniu zakazenia wirusem HIV — probki
z wynikami powtarzalnie reaktywnymi w badaniach
przegladowych metodami serologicznymi lub/i NAT
analizowano w testach typu WB oraz dodatkowo
badano material genetyczny wirusa HIV (zawsze
w indywidualnych donacjach). Schemat postepowa-
nia w trakcie procesu weryfikacji przedstawiono na
rycinie 12. W maju 2012 roku do algorytmu badan
weryfikacyjnych prowadzonych technikami NAT
wprowadzono obowiazek badania RNA HIV inna
metoda niz wykonano badanie przegladowe. Jesli
badanie przegladowe wykonywano technikg PCR,
to w ZW IHiT wykonywano badanie metoda TMA,
natomiast jesli badanie przegladowe wykonywano
metoda TMA, to badanie weryfikacyjne prowadzo-
no metoda PCR. Wprowadzenie tej rekomendacji
bylo podyktowane wystepowaniem przypadkow
form polimorficznych niewykrywanych w NAT
1 mialo uchroni¢ przed wynikami falszywie nega-
tywnymi (tzw. escape mutants).

W przypadku, kiedy nie potwierdzono zakaze-
nia, pierwsza dyskwalifikacja czasowa byta nakla-
dana na dawce na okres 6 miesiecy. Po kolejnych
wynikach nierozstrzygajacych badania weryfika-
cyjnego okres dyskwalifikacji byt wydiuzany na
kolejne 6 miesiecy do ponad 2 lat. Do oddawania
krwi dawce przywracano, gdy wyniki badania
przegladowego 1 testu potwierdzenia byly zgodnie
ujemne. W przypadku diugotrwatego utrzymywania
sie wynikOw nieswoistych nie byla nakiadana dys-
kwalifikacja stala, ale diugotrwata dyskwalifikacja
czasowa (np. na 2-5 lat). Dyskwalifikacje stalg
naktadano wylacznie w przypadku potwierdzenia
zakazenia wirusem HIV.

Do badan weryfikacyjnych metodami sero-
logicznymi w trakcie okresu objetego obecng
analiza wykorzystywano testy typu WB réznych
producentow (tab. 2). Testy do wykrywania RNA
HIV-1/2 stosowane w badaniach weryfikacyjnych
przedstawiono w tabeli 3.

Ryzyko resztkowe przeniesienia
HIV przez transfuzje i metody jego
ograniczania

Mimo prowadzenia badan przegladowych,
wciaz istnieje ryzyko przeniesienia zakazenia HIV
przez transfuzje krwi i jej sktadniki (tzw. ryzyko

240 https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine



Ewa Sulkowska 1 wsp., Metody identyfikacji zakazen HIV u dawcow krwi w Polsce w latach 2005-2022

Czuto$¢ badania przegladowego — 95% LOD (IU/ml) z ulotki producenta testu

System badan

Rycina 11. Czuto$¢ analityczna badan technikami NAT w kierunku RNA HIV w polskim krwiodawstwie w latach 2005-2022 (dane
dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testow)

Prébka badana (RR)

}

RNA HIV

}

l

l

Wynik dodatni Wynik ujemny
A A
Test typu WB Test typu WB
A
Wynik ujemny v
Wynik dodatni/nieokreslony wezesny etap Wynik dodatni Wynik Wynik
(dawca zakazony) zakazenia (elite controller uje\r/nny nieokreélony
(dawca zakazony) lub w trakcie ARV)
l l A \ \

State wykluczenia

Postepowanie zgodne
z zaleceniami IHIT

Rycina 12. Algorytm postgpowania weryfikacyjnego po stwierdzeniu wyniku powtarzalnie reaktywnego HIV-1/2 w badaniach

przeglagdowych; IHIT — Instytut Hematologii i Transfuzjologii
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Tabela 2. Testy typu WB wykorzystywane w Zaktadzie Wirusologii w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii do ba-
dan potwierdzajgcych zakazenie wirusem HIV w latach 2005-2022

Lata Nazwa testu (producent, kraj)
2005-2006 HIV BLOT 2.2 (Genelabs® Diagnostics, Singapur)
2007-2008 HIV-1 BLOT 1.3 (Genelabs® Diagnostics, Singapur)
2009 HIV BLOT 2.2 (Genelabs® Diagnostics, Singapur)
2010 INNO-LIA™ HIV I/l Score (Innogenetics, Belgia)
2011-2012 HIV BLOT 2.2 (MP Diagnostics, Singapur)
2013 HIV BLOT 2.2 (MP Diagnostics, Singapur)
INNO-LIA™ HIV I/l Score (Innogenetics, Belgia)
2014 INNO-LIA™ HIV I/lIScore (Innogenetics, Belgia)
2015-2022 recomLine HIV-1& HIV-2 I1gG (Mikrogen, Niemcy)
od 10.2022 INNO-LIA™ HIV I/lIScore (Fujirebio, Belgia)

Tabela 3. Testy NAT wykorzystywane w badaniach weryfikacyjnych w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w la-
tach 2005-2022 (dane dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testow)

Czutos¢ Liczba
Lata Nazwa testu (producent, kraj) dla donagji amplifikowanych
j-m./ml (95%LOD) regionéw
2005-2006 Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32,3 j.m./ml Brak danych*
2007-2009 Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32,3 j.m./ml Brak danych*
Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA) 61,2 j.m./ml Brak danych*
Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32,3 j.m./ml Brak danych*
2010 Procleix Ultrio Plus (Gen-probe, USA) 28,6 j.m./ml Brak danych*
Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA) 61,2 j.m./ml Brak danych*
2011-2013 Procleix Ultrio Plus (Gen-probe, USA) 28,6 j.m./ml Brak danych*
Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA) 61,2 j.m./ml Brak danych*
2014 Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 j.m./ml 2
Confirmatory PCR Kit HIV-1 v 1.1 (GFE Blut, Germany) 89,5 j.m./ml 3
2015-2021 Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 j.m./ml 2
Confirmatory PCR Kit HIV-1 v 1.2 (GFE Blut, Germany) 13,7 j.m./ml 3
Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 j.m./ml 2
0d 11.2021 r. ) . . .
artus® HI Virus — 1 RG RT-PCR KIT (Qiagen, Niemcy) 66,9 j.m./ml 1

*Brak informacji w ulotce do testow

resztkowe). Jednym ze sposob ograniczania tego
ryzyka jest wprowadzenie dyskwalifikacji kandyda-
tow na dawcow oraz dawcow, ktorzy zglosili w an-
kiecie poprzedzajacej donacje lub podczas wywiadu
lekarskiego zachowania i okoliczno$ci zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem zakazenia. Wprowadzenie
badan przegladowych prowadzonych technikami
serologicznymi oraz NAT radykalnie zwiekszylo
bezpieczenstwo krwi i jej sktadnikow. Bruhn i wsp.
przeprowadzili szacunki skutecznos$ci badan prze-
siewowych (zakladajac alternatywnie dwie wartoSci
dawki zakaznej ID;, = 3,16 wironow i ID;, = 316
wirionow) dla KKCz w donacjach pochodzacych

od dawcow pierwszorazowych 1 wielokrotnych dla
roznych strategii badan we wszystkich regionach
Swiata [80].

Skuteczno§¢ badan przesiewowych w dona-
cjach dawcow pierwszorazowych wzrasta z 98,73%,
gdy badania przegladowe sg wykonywane za po-
moca testow wykrywajacych przeciwciala anty-
-HIV do 99,78%, gdy sa wykonywane zaréwno
testy ID-NAT, jak i testy na obecno$¢ przeciwcial.
W donacjach pochodzacych od dawcéw wielokrot-
nych skuteczno$c¢ ta waha sie od 86,7% dla donacji
badanych tylko na obecno$¢ przeciwcial anty-HIV
do 97,68%, gdy jest stosowana bardziej efektywna
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strategia badan ID-NAT/Ab+ [80]. Lelie 1 wsp.
oszacowali okres okienka diagnostycznego dla
testu Ultrio Elite na platformie Panther (badanie
w pojedynczej donacji) na 4 dni, a dla testu MPX na
platformie cobas 6800 (badanie w minipuli ztoZone;]
z 6 donacji) na 5,7 dni. Obecnie ryzyko resztkowe
(rezydualne) rozumiane jako ryzyko przeniesienia
zakazenia mimo prowadzenia badan przegladowych
1zachowania wszystkich Srodkow kontroli i dobrych
praktyk dla dawcow wielokrotnych w krajach roz-
winietych, w tym w Polsce, wynosi < 1/1 000 000
donacji.

Stan obecny i perspektywy badan
w kierunku wirusa HIV wérod dawcow
krwi

Wydaje sie, ze obecnie obowiazujacy sche-
mat badan przegladowych oraz weryfikacyjnych
jest wystarczajacy, aby zapewni¢ bezpieczenstwo
przetoczen krwi i jej sktadnikéw. Na podstawie
analizy ryzyka resztkowego wydaje sie, ze dalsze
zwiekszanie czulo$ci testow NAT nie wplynie na
zwiekszenia bezpieczenstwa krwi. Poziom ryzyka
resztkowego jest akceptowalny i1 nie uzasadnia
zwiekszania kosztow badan przegladowych, beda-
cego nastepstwem zwiekszenia ich czuloSci.
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