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BADANIA SEROLOGICZNYCH I MOLEKULARNYCH MARKEROW HCV
U DAWCOW KRWI W POLSCE
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W pracy oméwiono algorytmy i przedstawiono wyniki badan prze-
gladowych i weryfikacyjnych HCV u polskich krwiodawcow. U dawcow
bada sie obecnos¢ przeciwcial anty-HCV] a u tych u ktorych przeciwcial
sie nie wykrywa poszukuje sie materiatu genetycznego HCV” RNA meto-
dami biologii molekularnej.
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CEL I SKALA BADAN DAWCOW KRWI

Celem shuzby krwi jest zapewnienie chorym wystarczajacej ilosci bezpiecznej krwi
koniecznej dla ratowania ich zycia. Badania przegladowe dawcéw w kierunku markeréw
wirusowych sa jednym ze sposobow zapewnienia bezpieczenstwa przetoczen. Nie mnigj
wazny jest sposob kwalifikacji dawcy dokonywany przez lekarza przed kazdym oddaniem
krwi (1). Generalnie, dawcami nie moga by¢ osoby chore przewlekle, te ktore przebyly
zoltaczke i takie, ktore naleza do grup ryzyka zakazen wirusowych. Dyskwalifikacje cza-
sowe spowodowane sa chorobami ostrymi, zabiegami operacyjnymi, inwazyjng diagno-
styka medyczna. Oddawanic krwi w Polsce jest dobrowolne i nicodptatne, poniewaz wia-
domo, ze czgstos¢ zakazen wirusami u dawcéw oddajacych krew w celach zarobkowych
jest wigksza niz wsrdd dawcow kierujacych si¢ pobudkami altruistycznymi. W Polsce tyl-
ko 0.5% krwi pobierangj jest od dawcoéw otrzymujacych rekompensaty finansowe.
Rocznie w Polsce pobiera si¢ okolo 1 miliona donacji. Dokonuje si¢ badan u okolo 180
tysigcy dawcow pierwszorazowych (w innych krajach okreslanych czesto jako kandydaci
na krwiodawcow) oraz u okolo 250 tysigcy dawcow wiclokrotnych, ktérzy regularnie od-
daja krew.

Badania przegladowe w kierunku wykrycia markerow wirusowych prowadzi si¢ testa-
mi posiadajacymi mig¢dzynarodowe certyfikaty (obecnie certyfikat CE). Stosuje si¢ testy
0 najwyzszej czulosci i swoistosci. Duza uwage zwraca si¢ na walidacj¢ stosowanych
metod i kontrole¢ jakosci ich przeprowadzania.
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ALGORYTM BADANIA MARKEROW ZAKAZENIA HCV U DAWCOW KRWI

Przed kazdym oddaniem krwi u dawcy wykonuje si¢ badanie przeciwcial anty-HCV.
Kazdy dawca z dodatnim wynikiem testu jest odsunigty od oddania krwi. U dawcéw bez
przeciwcial obligatoryjnie wykonuje si¢ badania testami biologii molekularnej (lub bada-
nie antygenu rdzeniowego HCV), ktore pozwalaja wykry¢ zakazenie HCV przed pojawie-
niem si¢ przeciwcial.

U dawcow wielokrotnych, u ktorych wykryje si¢ przeciwciala, wykonuje si¢ dodatko-
wo badania weryfikacyjne: bada si¢ RNAHCYV, a u tych, u ktérych nie wykrywa si¢ RNA,
bada si¢ przeciwciala testem uzupelniajacym opartym na technice Western Blot. Celem
tych badan jest udziclenie dawcy mozliwie wyczerpujacej informacji co do charakteru
wykrytych przeciwcial.

U dawcow pierwszorazowych z dodatnimi wynikami testu przegladowego w kierunku
przeciwcial anty-HCV nie wykonuje si¢ badan weryfikacyjnych. Kierowani s oni do le-
karzy pierwszego kontaktu, ktorzy powinni poprowadzi¢ ich dalsza diagnostyke.

WYNIKI BADAN PRZEGLADOWYCH ANTY-HCV I BADAN
WERYFIKACYJNYCH U DAWCOW Z PRZECIWCIALAMI

Czesto$¢ powtarzalnie dodatnich wynikéw testéw przegladowych anty-HCV u pol-
skich dawcow jest wyzsza niz obserwowana w wigkszos$ci krajow Europy Zachodnie;.
Wedlug danych Rady Europy w 2002 roku w Polsce wykrywalnos$¢ przeciwcial anty-HCV
wsrod dawcow pierwszorazowych wynosita 891/100 0000, a wsrod dawcow wielokrot-
nych 70/ 100 000. Poréwnanie tych wynikéw z wynikami w innych krajach przedstawia
tabela L.

Tabela I. Czestos¢ wykrywania przeciwceial anty HCV u dawcow krwi w Polsce 1 w innych
krajach wedlug danych Rady Europy
Table I. The frequency of anti-HCV detection in blood donors in Poland and other European
countries based on Council of Europe data
i Liczba wykrytych / 100 000 badanych
Kraj
pierwszorazowych wielokrotnych
Polska 891 70
Litwa 3168 720
Lotwa 4180 21
Bulgaria 1559 4
Francja 79 2
Holandia 35 1
Norwegia 70 2
Wielka Brytania 35 2
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Analizy czg¢stosci wykrywania przeciwcial sa w polskim krwiodawstwie prowadzone
regularnie. W ciagu ostanich 10 lat obserwuje si¢ wyrazny (0 21% rocznie) spadek wykry-
walnosci 0sob z przeciwcialami wsrod dawcdéw wielokrotnych. W grupie dawcow pierw-
szorazowych, stanowiacych do pewnego stopnia reprezentacje populacji zdrowych oséb
zyjacych w Polsce, tendencja znizkowa jest nieznaczna i wynosi ok. 4% rocznie (2).

Jesli przyjmie si¢, ze rocznie pion krwiodawstwa w Polsce bada okolo 400 tysigcy
0s0b, a $rednio u 0,5% uzyskuje si¢ powtarzalnie dodatnie wyniki testow przegladowych,
to ogodlna liczba oséb z przeciwcialami anty-HCV wynosi rocznie okolo 2 tysigce osob.
Tyle osob kierowanych jest wigc do lekarzy pierwszego kontaktu w celu dalszej diagno-
styki (2). Nie ma jak dotad opracowan oceniajacych, jaka czg$¢ z tych osob korzysta
z porad lekarzy specjalistow chordb zakaznych.

U dawcow wielokrotnych wykonuje si¢ badania weryfikacyjne RNA HCV. Wyniki
badan uzyskane w roku 2003 przedstawia tabela II. Przeanalizowano czgsto$¢ wykrywa-
nia RNA HCV w probkach osocza, w ktérych uzyskano rézne wartosci ekstynkcji probki
badanej do kontroli (S/Co) w tescie przegladowym. Ogolnie RNA wykryto u 18% dawcow
z przeciwcialami. Czgstos¢ RNA HCV zalezala od wartosci S/Co testu przegladowego.
Przy wartosci >4,0 RNA HCV wykryto u 65% oséb. Podobne wyniki uzyskiwali inni auto-
rzy (3). W badaniach tych podkresla si¢, ze warto$¢ S/Co powyzej 3,8 ma duzg wartos¢
prognostyczng dla przewidywania, ze badana osoba jest zakazona HCV. Analiza wartosci
S/Co testu EIA u dawcow wielokrotnych, ktérych probki byl skierowane na badania
w IHiT wskazuje, ze jedynie u 27% stwierdzono wysokie >4 wartosci S/Co, a az u 52%
0s0b wartosci te wahatly si¢ od 1,0-1,99 (tabela II). Niskie wartosci S/Co w tescie EIA,
szczegolnie w populacji o niskim ryzyku zakazenia, jaka sa dawcy krwi, z duzym prawdo-
podobienstwem reprezentuja tzw. wyniki biologiczne falszywie dodatnie (BFP ang. biolo-
gically false positive) o nieznanym podlozu (4). Wsrdd rozwazanych przyczyn takich wy-
nikdw wymienia si¢ szczepienia przeciw grypie czy obecnos¢ autoprzeciwcial (5,6). Nale-
7y w tym miejscu przypomnie¢, ze w badaniach wczesniejszych, zaréwno tych, przepro-

Tabela II. Zalezno$¢ wykrywania RNA HCV u dawcow z przeciweialami anty- HCV od warto-
sci S/Co testu EIA
Table II. The correlation of HCV RNA detection in anti-HCV positive blood donors and the

S/Co value of EIA test
Test anty-HCV EIA Liczba (%)
Wynik S/Co Badanych RNA HCV dodatnich
. 202 2
Stabo dodatni 1-1,99 (52%) (1%)
. 85 1
Dodatni 2,0-3,99 (22%) (1.2%)
o . 105 68
Silnie dodatni >4 Q27%) (65%)
. 392 o
Ogoélem (100%) 71 (18%)
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Tabela III. Czestos¢ wykrywania przeciwcial w tescie RIBA u dawcow z dodatnimi wynikami

testow przegladowych, a bez wykrywanego RNA HCV

Table III. RIBA results in EIA anti-HCV positive/HCV RNA negative blood donors

Liczba badanych Elgglgyﬁ}écvv(_(;) /
RIBA (+) RIBA watpliwy RIBA (-)
165 8 8 52
6% 36% 59%

wadzanych w IHiT, jak i w innych krajach, czgsto$¢ wykrywania RNA HCV u dawcow
z przeciwcialami byla wyzsza i wynosila okolo 60-80%; nie analizowano w nich jednak
wartosci S/Co w tescie przegladowym (7.8).

Dodatkowe informacje o zakazeniu HCV wnosza badania testami RIBA, LiaTek lub
inne oparte na technice Western Blot, w ktorych bada si¢ reaktywno$¢ przeciwcial do po-
szczegolnych bialek HCV. Ich warto$¢ do potwierdzenia swoisto$ci przeciwcial wykrywa-
nych w badaniach przegladowych. jest dos¢ ograniczona, czgsto bowiem uzyskiwane wy-
niki sa watpliwe (9). U polskich dawcow test ten jest stosowany tylko u dawcow wielokrot-
nych z przeciwciatami w tescie EIA bez wykrytego RNA HCV. Analiza przeprowadzona
na podstawic kolejnych probek, ktore wplynely do naszego laboratorium z Reginalnych
Centréw Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa wykazala, ze u 6 % takich dawcow wyniki
RIBA sg dodatnie, 36% watpliwe i 59% ujemne (tabela IIT). Wynik dodatni testu RIBA
potwierdza swoisto$¢ przeciwcial, a wyniki ujemne z duzym prawdopodobienstwem wska-
zuja, ze wynik testu przegladowego jest falszywie dodatni i nie wynika z zakazenia HCV
obecnie lub w przeszlosci. Wyniki watpliwe testu RIBA wnosza natomiast mato informa-
cji, co do oceny, czy dawca jest zakazony HCV. Czgstos¢ wykrywania RNA u takich osob
jest niska (9). Nie mozna wykluczy¢, ze RNA HCV moze zosta¢ wykryte w kolejnym
badaniu. Z naszych nicopublikowanych do$wiadczen wynika tez, ze u czgsci dawcow,
watpliwe wyniki testu RIBA, a takze wyniki RIBA ujemne, przy dodatnich wynikach testu
przegladowego utrzymuja si¢ przez wiele miesigcy — mimo, ze nie wykrywa si¢ RNA HCV.
Wiadomo, ze u okolo 15-30% osob, ktore wyeliminowaly zakazenie HCV dochodzi do
obnizenia st¢zenia przeciwcial, a takze zaniku ich wykrywalnosci (10). To zjawisko tzw.
serorewersji nic jest dostatecznie poznane.

BADANIA PRZEGLADOWE TECHNIKAMI BIOLOGII MOLEKULARNE]
W CELU WYKRYCIA RNA HCV U DAWCOW BEZ PRZECIWCIAL

0d 2000 roku dawcy krwi w wigkszosci krajow rozwinietych, w tym w Polsce badani
sa w kierunku markeréw wirusowych nie tylko technikami serologicznymi lecz takze tech-
nikami opartymi na namnazaniu kwasow nukleinowych wiruséw (technika PCR — polymie-
rase chain reaction lub TMA — transcription mediated amplification), co pozwala na iden-
tyfikacje dawcow z aktywnym zakazeniem HCV przed pojawieniem si¢ przeciwcial —
w okresie ,,okienka serologicznego” (9-14). W wigkszosci krajow bada si¢ dawcow w kie-
runku RNA HCV; w niektorych krajach réwnolegle wykonuje si¢ badania HIV RNA,
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a w nielicznych dodatkowo HBV DNA. Stosuje si¢ dwa podstawowe algorytmy badan:
wykrywanie materialu genetycznego wirusow w zlanych w pule probek od wielu dawcow
lub w probkach od pojedynczych dawcow.

Najczesciej badane sa tzw. ,,pule osocza™ — zlane probki od 8-96 dawcow. W Polsce do
roku 2004 badano pule po 48 donacji metoda PCR uzywajac testu Cobas Ampliscreen
HCV firmy Roche Diag. W roku 2003, w niektorych Centrach Krwiodawstwa ten system
badan zastapiono badaniami pojedynczych donacji metodqa TMA, testem Procleix HCV/
HIV1 firmy Chiron Corp. Od 2005 roku, ze wzgledu na wprowadzenie badann HBV DNA
wymagajacych wigkszej czulosci testu do wykrycia zakazenia, badana pula nie moze sklada¢
z wigcej niz 24 donacji. Technika TMA bada si¢, jak dotychczas, pojedyncze probki.

Czestos¢ wykrywania RNA HCV u dawcow bez przeciwcial waha si¢ w roznych kra-
jach od 0-4,3 na 1 milion donacji (tabela IV) (11-16). Najwigcej, bo blisko 40 mln badan
wykonano w USA i u 170 dawcoéw bez przeciwcial wykryto RNA HCV (17). W Polsce
przebadano dotychczas 3,6 mln i RNA HCV wykryto u 62 dawcow bez przeciwciat (17 na
1 milion donacji). Badania RNA HCV u dawcow bez przeciwcial zwigkszaja bezpieczen-
stwo wirusologiczne przetoczen. Przy stosowaniu badan technikami biologii molekularnej
pulowanego osocza ryzyko zakazenia wynosi 1: 1,16 mln, a przy zastosowaniu badan po-
jedynczych probek 1: 2,3 min.

Tabela IV. Pordéwnanie czgstosci wykrywania RNA HCV w probkach osocza dawcow bez prze-
ciwcial anty-HCV w réznych krajach

Table IV. The comparison of HCV RNA frequency in plasma samples of anti-HCV negative
blood donors in various countries

Liczba HCV RNA
Kraj Wielkos¢ puli dodatnich /
1 milion donacji

Anglia 48 0,5
Australia 24/1 3

Francja 8-24 0,8
Holandia 24 0

Japonia 50 3.6
Kanada 24 0,5
Niemcy 96 2

Polska 48 17
USA 16-24 43

Weczesne wykrycie zakazenia u dawcy moze miec tez znaczenie dla przebiegu choro-
by i daje mozliwos¢ wczesnego rozpoczecia leczenia. Wiadomo, ze poziom wiremii
w okresie okienka serologicznego jest wyzszy niz po pojawieniu si¢ przeciwcial. Mozna
si¢ spodziewac, ze w okresie ,,okienka serologicznego” zwickszone moze by¢ ryzyko prze-
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Tabela V.  Ryzyko zakazenia przez krew przy zastosowaniu ré6znych metod badania dawcow
Table V. The influence of screening method on the risk of HCV infection by blood transfusion
Metoda badania dawcow
s tylko badania anty-HCV Mini-pule + NAT Poj edyl;\chAeronacje
HCV 1 na 200 tys. 1 na 1,6 mln 1na2,3mln

niesienia zakazenia drogami, ktére generalnie nie sa w przypadku HCV uwazane za istot-
ne (kontakty seksualne, przeniesienie wertykalne, przeniesienie w obrebie rodziny). Infor-
mowanic dawcy o tym, ze jest zakazony, ogranicza wigc réwniez rozprzestrzenianie si¢
HCV.

Obserwacije dawcow z wczesnie wykrytym (w ,,okienku serologicznym™) zakazeniem
HCV pozwalaja na badanie naturalnego przebiegu zakazenia u 0sob bez objawow ostrego
zapalenia watroby typu C i na wykonywanie w tej grupie badan epidemiologicznych. Na-
sze badania przeprowadzone u tych dawcéw pozwolily na ustalenie Zrédel zakazenia
u czgsci z nich. Dawcey informowani o tym, ze wykryto u nich RNA HCV, a nie wykryto
jeszcze przeciwcial, przypominali sobie ryzykowne zachowania, czy sytuacje majace micjsce
w ciagu ostatnich kilku miesigcy (14). UstaliliSmy tez, ze czgstos¢ genotypdw HCV wsrdd
0s0b bez przeciwcial jest odmienna niz w grupach przewlekle zakazonych; wigksza jest
czesto$¢ genotypow 3a i 4, a mnigjsza genotypu 1b (16), Dalsze badania tej grupy powin-
ny odpowiedzie¢ na pytanie, jaka cze¢$¢ tych dawcow i po jakim czasie od zakazenia wyeli-
minuje wirusa. Jak dotad HCV RNA i przeciwciata anty-HCV w kolejnych probkach wy-
kryto u wszystkich dawcow, a badanie dalszych probek wykazalo eliminacj¢ jedynie
u dwdch osob sposrod 62 osob z tej grupy. Z pewnoscia wigc rozwazac nalezy opracowa-
nie schematu leczenia dla dawcoéw krwi z ostrym, bezobjawowym zakazeniem HCV, kto-
rych sukcesywnie identyfikowac bedzie pion krwiodawstwa.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze metody badan dawcow stosowane obecnie na
$wiecie i w Polsce nie tylko zapewniaja maksymalne bezpieczenstwo biorcom krwi lecz
takze spelniaja ogromna role w identyfikaciji 0s6b zakazonych HCV. Dodatkowo, dzigki
wprowadzeniu do badan rutynowych w krwiodawstwie metod biologii molekularnej zaka-
zeni dawcy wielokrotni oraz ci, u ktérych wykryto zakazenia w okresic ,,okienka serolo-
gicznego” zostaja skierowani do lekarzy z wynikami wykrywania RNA HCV — podstawo-
wego badania potwierdzajacego aktualnie toczaca si¢ infekcje.

E Brojer

SEROLOGICAL AND MOLECULAR MARKERS OF HCV INFECTION
IN POLISH BLOOD DONORS

SUMMARY

The algorythms of blood donor screening for HCV and veryfication of the results of screening
tests are presented. Currently blood donors in Poland are tested for anti-HCV and those with no
antibodies are screened using molecular biology methods for HCV RNA.
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