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Immunizacja bierna w walce z chorobami
zakaznymi, w tym z COVID-19

Joanna Lasockal®, Artur Bielawski?®, Elzbieta Lachert!

nstytut Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie
2 BIOMED-LUBLIN” Wytwoérnia Surowic i Szczepionek S.A.

Artykut jest ttumaczeniem pracy:

Lasocka J, Bielawski A, Lachert E. Passive immunization in the combat against infectious diseases (COVID-19 included). J Transf Med 2021; 14 (2):
50-57. DOI: 10.5603/JTM.2021.0004.

Nalezy cytowac wersje pierwotna.

Streszczenie

Immunizacja bierna (odpornosc bierna, immunoterapia bierna, uodparnianie bierne) polega
na podaniu specyficznych przeciwcial, ktorych organizm nie posiada, w celu zapobiegania
wystgpieniu lub leczenia choroby. Immunizacja bierna moze byc nabyta w sposob naturalny
(przenoszenie przeciwcial matczynych przez tozysko do plodu) ovaz sztuczny, gdy pacjentow:
przetacza sie wysokie miana przeciwciat uzyskanych od ludzi, zwierzqt lub metodami inzynie-
rii genetycznej (przeciwciata monoklonalne). Poczqtki stosowania immunizacyi biernej siggajq
konca XIX wieku. Pionierem badan nad wykorzystaniem przeciwcial pochodzenia zwierzecego
w terapii blonicy 1 tezca byl Emil Adolf von Behring. W Polsce, w powstalym w 1951 roku
Zakladzie Produkcji Surowiec 1 Szczepionek z siedzibg w Lublinie, na skalg przemystowq
wytwarzano surowice odpornosciowe do walki z blonicq, plonicq, odrg, meningokokowym
zapaleniem opon mozgowych czy przeciwko chorobie Heinego-Medina.

Uodparnianie bierne stosowane jest w celu zapobiegania chorobom, w leczeniu chorob zwigza-
nych z niedoborem odpornosci (m.in. hipogammaglobulinemii) oraz ostrych infekcji 1 zatruc.
Odpornosc wynikajgca z biernej immunizacyi utrzymuje sig od kilku tygodni do okolo 4 mie-
siecy.

W zwigzku z trwajgcq od grudnia 2019 roku pandemiq COVID-19 w toku sq liczne badania
z randomizacjq, majqce okreslic skutecznosc terapii osoczem ozdrowienicow w przypadku za-
kazenia wirusem SARS-CoV-2. W celu zminimalizowania dziatan niepozgdanych po podaniu
osocza ozdrowiencow podjeto proby wytworzenia hiperimmunizowanej globuliny anty-SARS-
-CoV-2 (hIVIg). Nalezy wspomniec, ze w fazie badan klinicznych jest miedzy innymi koncentrat
immunoglobuliny anty-SARS-CoV-2 opracowany przez polskich badaczy pod kierownictwem
profesora Tomasiewicza we wspotpracy z Instytutem Hematologii i Transfuzjologii ovaz z firmg
BIOMED-LUBLIN (projekt nr 2020/ABM/COVID19/0036).

Stowa kluczowe: immunizacja bierna, osocze ozdrowiencow, SARS-CoV-2, COVID-19,
immunoglobulina anty-SARS-CoV-2
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Immunizacja bierna

Immunizacja bierna (odporno§¢ bierna, immu-
noterapia bierna, uodparnianie bierne) polega na
podaniu specyficznych przeciwcial, ktérych orga-
nizm nie posiada, w celu zapobiegania wystapieniu
lub leczenia choroby.

Immunizacja bierna moze by¢ nabyta:

— W sposOb naturalny, w przypadku gdy prze-
ciwciala matczyne sg przenoszone do ptodu
przez tozysko;

— W sposoéb sztuczny, w przypadku gdy pacjen-
towi przetacza sie wysokie miana przeciwciat
specyficznych dla czynnika zakaznego lub
toksyny (uzyskanych od ludzi lub zwierzat).
Uodparnianie bierne stosuje sie w sytuacji, gdy

istnieje wysokie ryzyko infekcji i czas, aby orga-
nizm rozwinal wiasna odpowiedz immunologiczna,
jest niewystarczajacy, lub po to, by zmniejszyc
objawy chordb. Uodparnianie bierne mozna prze-
prowadzié, kiedy pacjenci nie mogg syntetyzowac
przeciwcial lub jesli zostali narazeni na chorobe,
na ktora nie majg odpornosci.

Immunizacja bierna nabyta naturalnie
Naturalna forme biernej immunoterapii stano-
wig immunoglobuliny klasy G (IgG) matki, ktore
przechodza czynnie przez lozysko do krwiobiegu
plodu. W procesie tym uczestnicza receptory dla
fragmentu Fc IgG obecne na komorkach trofobla-
stu. Wraz z mlekiem matki dziecku dostarczane sg
takze wydzielnicze przeciwciala IgA, ktorych dzia-
lanie zwiazane jest glownie z obszarem bion §luzo-
wych, w tym blon §luzowych przewodu pokarmo-
wego [1]. Przeciwciata IgM zaczynaja sie pojawiac
juz w okresie plodowym, natomiast wytwarzanie
przeciwcial IgG rozpoczyna sie tuz po urodzeniu,
aby po 12 miesigcach osiaggna¢ okolo 60% miana
wykrywanego u oséb dorostych. Z uplywem czasu
poziom przeciwcial matczynych stopniowo sie
obniza, zanikajac okoto 9. miesigca zycia dziecka.
W okoto 2.-3. miesigcu zycia miano przeciwcial IgG
jest najnizsze. Przeciwciala matczyne sa bardzo
skuteczne w ochronie noworodkoéw i niemowlat
przeciwko wiekszo$ci chorob zakaznych. Najbar-
dziej dobitnym tego przykladem sa dzieci z ciezkim
ztozonym niedoborem odporno$ci (SCID, severe
combined immunodeficiency), u ktérych kliniczne
objawy choroby zwykle pojawiaja sie po 6. miesigcu
zycia, czyli w momencie, gdy miano matczynych
przeciwcial osigga najnizszy poziom [2, 3].
Kolejnym dowodem na zwigzek miedzy odpor-
noS$cia matki a odpornoS§cig niemowlecia jest fakt, ze
prewalencja przeciwcial przeciwko wirusom wsrod nie-

mowlat w wieku ponizej 1. miesigca jest niezwykle po-
dobna do obserwowanej u dorostych w wieku 2040 lat,
czyli w grupie wiekowej matek [4].

Immunizacja bierna nabyta sztucznie

Podanie przeciwcial znajdujacych sie w osoczu
krwi ludzkiej lub zwierzecej, przeciwcial monoklo-
nalnych (MAb, monoclonal antibodies), przeciwcial
zawartych w produktach leczniczych krwiopo-
chodnych, takich jak immunoglobulina ludzka do
stosowania dozylnego (IVIg, intravenous immuno-
globulin) lub domie$niowego (IMlg, intramuscular
immunoglobulin), immunoglobulina specyficzna od
dawcow immunizowanych czy jako terapia osoczem
ozdrowiencow (CPT, convalescent plasma therapy),
zapewnia krotkotrwalg immunizacje bierna, nabytg
W sposob sztuczny.

Uodparnianie bierne stosowane jest w celu
zapobiegania chorobom, w leczeniu chorob zwiaza-
nych z niedoborem odporno$ci (m.in. hipogamma-
globulinemii) oraz ostrych infekc;ji i zatrué. Odpor-
no$¢ wynikajaca z biernej immunizacji utrzymuje
sie od kilku tygodni do okolo 4 miesiecy.

Rys historyczny i zastosowanie
immunizacji biernej

Pierwsze skuteczne proby biernej immunizacji
(badania na modelu zwierzecym) w celu leczenia
blonicy i tezca opublikowano w 1890 roku w ,,Deu-
tsche Medizinische Wochenschrift, German Medical
Journal” [5]. Metoda ta zostala do$§¢ szybko zmo-
dyfikowana i przystosowana do uzytku kliniczne-
go. Juz w polowie lat 90. XIX wieku w szpitalach
z powodzeniem stosowano antytoksyne swoistg dla
blonicy w celu zmniejszenia SmiertelnoSci podczas
wybuchow epidemii tej choroby. W 1901 roku Emil
Adolf von Behring zostat laureatem pierwszej Na-
grody Nobla w dziedzinie medycyny za prace nad
zastosowaniem seroterapii w walce z bionica (dyf-
terytem). Komitet Noblowski podkreslit znaczenie
pracy von Behringa, dodajac do uzasadnienia stowa:
,,dzieki pracy [von Behringa] otwarta zostala nowa
droga dla medycyny, a lekarze otrzymali wazna bron
w walce przeciw chorobie 1 Smierci”.

Tylko w Niemczech, jak oszacowano, co roku
ratowano 45 000 chorych dzieki zastosowaniu im-
munoterapii (Srodkow specyficznych dla bionicy).
W latach 90. XIX wieku Smiertelno$¢ wsrdd cho-
rych hospitalizowanych z powodu blonicy wynosiia
47-60%, a dziatania podejmowane przez Emila von
Behringa 1 jego wspolpracownika, Shibasaburo
Kitasato, stanowily jedyng nadzieje dla chorych na
blonice w erze przed antybiotykoterapig.

42 https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine
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Podobne do§wiadczenia na modelu zwierzecym
von Behring i Kitasato przeprowadzili z bakterig
Clostridium tetani. Krew krolikow immunizowana
C. tetani catkowicie zabezpieczala myszy przed
zwykle Smiertelng dawka wirulentnych bakterii
oraz przed toksyng tezcowa. Na podstawie wyni-
kow tych badan zaczeto produkowaé specyficzng
immunoglobuline antytezcowa [5].

W pierwszych latach stosowania immunote-
rapii biernej, ze wzgledu na fakt, ze niemozliwe
bylo pozyskanie przeciwcial ludzkich na szeroka
skale, probowano uzyskiwac je od zwierzat. Na
przykiad immunoglobuline przeciwko blonicy
pozyskiwano od immunizowanych krow [6].
Wprawdzie obecnie technologia otrzymywania
specyficznych immunoglobulin ulegla znaczne;j
modyfikacji, nadal jednak czeS$¢ specyficznych
immunoglobulin jest pochodzenia zwierzecego,
np. Antivenin, firmy Merc & Co. — immunoglo-
bulina pochodzenia koniskiego, ktora neutralizuje
neurotoksyne jadowitego pajaka Latrodectus
mactans (czarna wdowa) czy antytoksyna botuli-
nowa Botulism Antitoxin Bivalent Types A and B
— immunoglobulina konska firmy Sanofi Pasteur
stosowana zapobiegawczo i leczniczo w przypad-
kach zatrucia jadem kietbasianym.

Klasyczne podejScie do wytwarzania przeciw-
cial opiera sie na immunizacji zwierzecia okreslo-
nym antygenem 1izolacji specyficznych przeciwcial
z krwi gospodarza. Jednak bialka pochodzenia
zwierzecego pomimo zaawansowanych technik
inzynierii moga powodowacé szereg niepozadanych
reakcji, ktore wynikaja z ich immunogenno$ci. Dla-
tego tez immunoterapia bierna, w ktorej stosowane
sg preparaty przeciwcial pochodzenia zwierzecego,
powinna by¢ prowadzona wylgcznie pod Scistym
nadzorem medycznym.

Poczawszy od lat 20. do lat 70. XX wieku,
immunizacje bierna stosowano na szeroka skale
w przypadku choréb takich jak szkarlatyna 1 krztu-
siec [7].

Preparaty zawierajace immunoglobuline ludz-
ka sa stosowane m.in. w leczeniu pierwotnego
niedoboru odporno$ci z upo$ledzeniem wytwarza-
nia przeciwcial, blonicy, tezca, zapalenia watroby
typu A oraz B (HAV, hepatitis A virus; HBV, hepa-
titis B virus), wscieklizny, odry, ospy, pierwotne;j
maloplytkowo$ci immunologicznej, w chorobie
Kawasakiego, w wirusowym zakazeniu dolnych
drég oddechowych oraz jako profilaktyka konflik-
tu matczyno-plodowego 1 w nastepstwie choroby
hemolitycznej ptodu 1 noworodka.

Profilaktyczne podawanie przeciwcial przeciw-
ko wirusowemu zapaleniu watroby typu B (WZW B)

zostalo w duzej mierze wyparte przez wprowadze-
nie szczepionek, nadal jednak immunoprofilaktyka
WZW B jest wskazana w sytuacji przypadkowego
narazenia os6b nieimmunizowanych (w tym takich,
u ktorych szczepienie nie zostalo zakonczone lub
ktorych status szczepienia jest nieznany), np.:
u 0s6b hospitalizowanych, szczegblnie narazonych
na zakazenie WZW B, u partneréw seksualnych
0s6b chorych na ostre WZW B czy u personelu
medycznego w przypadku zaktucia, skaleczenia,
zanieczyszczenia rany krwig lub innymi ptynami
ustrojowymi pacjenta zakazonego WZW B. Immu-
noprofilaktyke WZW B stosuje sie takze u nowo-
rodkow, ktorych matki sa nosicielkami HBV [8].

Preparaty immunoglobulin ludzkich powodu-
ja ograniczenie lub remisje objawOw niektorych
ogolnoustrojowych chorob zapalnych i autoimmu-
nizacyjnych.

Frakcjonowanie biatek osocza krwi w celu
otrzymania produktéw leczniczych krwiopochod-
nych stalfo sie mozliwe dzieki opracowanej w latach
40. XX wieku 1 funkcjonujacej do dzis (chociaz zmo-
dyfikowanej) metodzie Cohna [9]. Zrodiem osocza
do frakcjonowania jest S$wiezo mrozone 0socze
(FFP, fresh frozen plasma), pobierane w centrach
krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa (CKiK; w Polsce
znajduja sie 23 takie centra). Wprawdzie jednostki
osocza przeznaczone do frakcjonowania sa podda-
wane rygorystycznym procedurom ograniczajgcym
ryzyko przeniesienia czynnikow zakaznych, w tym
badaniom markerow czynnikow zakaznych [wirus
zapalenia watroby typu B (HBV), wirus zapalenia
watroby typu C (HCV, hepatitis C virus), ludzki
wirus niedoboru odpornosci (HIV, human immu-
nodeficiency virus)], to jednak ryzyka zwigzanego
z przeniesieniem czynnikow zakaznych nadal nie
mozna calkowicie wyeliminowac. Dlatego tez
zarO6wno osocze, jak i produkty lecznicze krwiopo-
chodne otrzymywane ze zlewanego osocza od lat
80. XX wieku poddawane sg metodom inaktywacji
biologicznych czynniko6w chorobotworczych.

Uzywane do wytwarzania produktow lecz-
niczych osocze zawierajagce immunoglobuliny
ludzkie rézni sie mianem poszczegdlnych prze-
ciwcial specyficznych. Dobo6r osocza o okreSlonym
wskazaniu wynika z checi osiggniecia najbardziej
optymalnego dzialania terapeutycznego w danej
jednostce chorobowej. Jednym z takich preparatow,
ktore bierze sie pod uwage, jest immunoglobulina
dozylna (IVIg).

Wraz z rozwojem nowych technologii, zwliasz-
cza w zakresie otrzymywania MAb, pojawily sie
metody, ktore ograniczyly zapotrzebowanie na
przeciwciala pochodzenia zwierzecego.
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Alternatywnym sposobem otrzymywania
przeciwcial okazala sie technika prezentacji na
fagu (phage display), ktora wykorzystuje techniki
inzynierii genetycznej do modyfikacji genomu
bakteriofagéw i tworzenia bibliotek zawierajacych
miliony wariantow rekombinowanych biatek pre-
zentowanych na ich powierzchni. Korzystanie z bi-
bliotek fagowych umozliwia izolacje funkcjonalnych
1 wysoce specyficznych fragmentéw przeciwcial
o praktycznie dowolnej swoisto$ci. Metoda ta zo-
stala po raz pierwszy opisana w 1985 roku przez
Georga Smitha [10, 11].

Biblioteki fagowe sg konstruowane w oparciu
o najmniejsze funkcjonalne fragmenty przeciwciala
odpowiedzialne za oddzialywania z antygenem —
fragmenty scFv (single chain fragment variable).

Biblioteki przeciwcial mozna pozyskac poprzez
przygotowanie matrycy cDNA z komoérek B nieim-
munizowanych ludzkich dawcow 1 amplifikacje frag-
mentow Vi 1 V| przeciwcial lub skonstruowanie
przeciwcial na podstawie mutacji aminokwasowych
wprowadzanych losowo w petle CDR (complemen-
tary determining regions). W ten sposob generuje
sie pule wariantow przeciwcial o réznych sekwen-
cjach, ktore sa prezentowane na powierzchni fagow.
Podczas przeszukiwania bibliotek fagowych z puli
fagow wybiera sie te specyficznie oddzialujace
z wybranym antygenem [12].

Warianty przeciwcial uzyskane metoda phage
display moga zosta¢ dodatkowo poddane procesowi
dojrzewania powinowactwa (affinity maturation).
Technika ta nasladuje naturalnie zachodzacy proces
wytwarzania przeciwcial o coraz wiekszym powi-
nowactwie do antygenu. W laboratorium poprzez
konstrukcje bibliotek II generacji mozna uzyskaé
podobny efekt, otrzymujac na bazie wyizolowanego
przeciwciala warianty o zwiekszonej sile oddzialy-
wania z antygenem [13].

Uzyskane w wyniku selekcji fragmenty prze-
ciwcial sg poddawane analizie przesiewowe] [np.
za pomoca testu immunoenzymatycznego (ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay)] oraz sek-
wencjonowaniu. Fragmenty przeciwcial wyprodu-
kowane w systemach bakteryjnych sa nastepnie
oczyszczane na ztozach chromatograficznych. Ana-
liza wiaSciwo$ci wyselekcjonowanych przeciwciat
pozwala na wyznaczenie doktadnych statych kine-
tycznych oddziatywania przeciwciala z antygenem.

W opisany sposob produkuje sie przeciwciala
w formacie scFv przeciwko haptenom, bialtkom,
weglowodanom, receptorom, antygenom nowotwo-
rowym czy wirusom. Moga one mie¢ zastosowanie
terapeutyczne badz byé wykorzystywane w roznych
zestawach diagnostycznych.

Do celow terapeutycznych przeciwciata moga
by¢ dodatkowo koniugowane z cytostatykami
lub izotopami promieniotwérczymi, aby umoz-
liwi¢ dostarczenie leku lub znacznika do $ciSle
okre§lonych tkanek. Technologie phage display
z powodzeniem wykorzystuje wiele firm farma-
ceutycznych poszukujacych lekow biologicznych.
Przykiadem dostepnych na rynku ludzkich prze-
ciwcial terapeutycznych otrzymanych przy uzyciu
techniki phage display sa: Humira (adalimumab)
— przeciwcialo skierowane przeciwko czynnikowi
martwicy nowotworu « (TNFa, tumor necrosis fac-
tor 0), stosowane m.in. w leczeniu reumatoidalnego
zapalenia stawow, czy Benlysta (belimumab) —
ludzkie przeciwciato IgG1 skierowane przeciwko
stymulatorowi limfocytow B (BLyS, B lymphocyte
stimulator), rozpuszczalnemu ligandowi z rodzi-
ny cytokin TNE ktére sa stosowane w leczeniu
tocznia rumieniowatego ukladowego. W trakcie
badan klinicznych znajduja sie kolejne przeciwciata
otrzymane z bibliotek fagowych [14].

Potwierdza to stuszno$¢ i skuteczno$é wy-
korzystywania techniki prezentacji na fagu do
otrzymywania wysoce specyficznych ludzkich prze-
ciwcial o potencjale terapeutycznym. Opracowano
takze inne technologie, oparte na chimerycznych
MADb, w ktorych przeciwcialo mysie jest ,,uczlo-
wieczone”. Polega to na zastgpieniu mysich genow
immunoglobulin przez geny immunoglobuliny
ludzkiej [15].

Profilaktyka swoista bierna
w chorobach zakaznych w Polsce

Pierwsze lata po wojnie pokazaty, jak ogromne
znaczenie w walce z rozwojem chordh zakaznych
ma immunoterapia bierna. W rezultacie dziatan
wojennych na terenie Polski, migracji ludnoSci
oraz wojsk sytuacja epidemiczna byla wrecz dra-
matyczna.

We wspoélpracy z kadra profesoréw — naukow-
cow z przedwojennych o§rodkow uniwersyteckich
we Lwowie, w Warszawie 1 Poznaniu — w 1944
roku powolano Panstwowy Zaklad Higieny (PZH)
z siedzibg w Lublinie. Gl6wne zadania PZH obej-
mowaly przygotowanie, wdrozenie i nadzorowanie
wszystkich dziatan z zakresu ochrony ludnoSci
przed rozprzestrzenianiem sie choréb zakaznych.

W 1951 roku bedacy jedng ze struktur PZH
Zaklad Produkcji Surowic 1 Szczepionek zostat
przeksztaicony w Wytwoérnie Surowic i Szczepio-
nek, z ktérej powstata dzialajaca do dzisiaj spotka
akcyjna ,,BIOMED-LUBLIN” Wytwornia Surowic
1 Szczepionek. Byt to pierwszy w Polsce zakiad
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farmaceutyczny o profilu biotechnologicznym.
Opracowywane 1 wytwarzane tutaj immunoprepa-
raty przez dtugie lata stanowity kluczowy element
narodowego systemu ochrony przed chorobami
zakaznymi.

To tu rozpoczeto produkcje na skalg przemy-
stowg pierwszych w kraju i w Europie Srodkowe;j
surowic odporno$ciowych do walki z blonica,
surowicy meningokokowej (przeciw zapaleniu
opon moézgowych), surowicy przeciw odrze oraz
surowicy przeciw plonicy. Surowice przeciwtez-
cowa, przeciwblonicza, przeciwplonicza i przeciw-
meningokowa wytwarzane byly na bazie krwi koni
poddanych hiperimmunizacji. Surowica przeciwo-
drowa byla wytwarzana na bazie krwi pobierane;j
od ludzi — ozdrowiencow.

Nie sposob przeceni¢ ogromnego znaczenia
wymienionych surowic w zwalczaniu tezca, bto-
nicy, plonicy, odry czy choroby Heinego-Medina
w Polsce. Obecnie te choroby sg w naszym kraju
opanowane, kontrolowane, a produkcja zwigzanych
z nimi immunoglobulin zostata zamknieta.

Immunoglobulina dozylna (IVIg)
a immunoglobulina specyficzna
w leczeniu COVID-19

W Stanach Zjednoczonych immunoglobulina
dozylna zostala zatwierdzona do uzytku klinicznego
w 1980 roku. Stwierdzono, ze jest skuteczna w pro-
filaktyce zakazen zagrazajacych zyciu u pacjentow
z pierwotnymi i wtornymi niedoborami odpornosSci.
IVIg stosuje sie w leczeniu przewleklych zakazen,
takich m.in. jak zakazenie parwowirusem B19.

Doswiadczenie dotyczace stosowania [VIg
w leczeniu zakazenia koronawirusem 2 ciezkiego
ostrego zespolu oddechowego (SARS-CoV-2,
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)
jest obecnie bardzo ograniczone. Uzasadnienie
stosowania IVIg w zakazeniu SARS-CoV-2 stano-
wi przede wszystkim modulacja reakcji zapalne;.
Stwierdzono bowiem, ze IVIg zmniejsza odpowiedz
zapalng w ciezkich zakazeniach SARS-CoV-2.
W publikacjach z Chin poinformowano o stoso-
waniu IVIg u zakazonych SARS-CoV-2 pacjentow
w ciezkim stanie, u ktorych w efekcie stwierdzono
normalizacje temperatury i zlagodzenie objawow
ze strony ukiadu oddechowego. Wynikow tych nie
mozna jednak uznawac za jednoznaczne, poniewaz
chorzy otrzymywali takze leki przeciwwirusowe
1 steroidy, ktére mogly zaburzy¢ ocene wplywu
samej immunoglobuliny [16]. Mozna zatem stwier-
dzié, ze obecnie brakuje jednoznacznych dowodow
popierajacych stosowanie IVIg w leczeniu chordb

wywolanych przez koronawirusy, takie jak SARS-
-CoV, SARS-CoV-2 1 MERS-CoV (Middle East
respirvatory syndrome coronawirus — koronawirus
bliskowschodniego zespolu niewydolno$ci odde-
chowej).

Z kolei immunoglobulina specyficzna otrzyma-
na z osocza dawcow z wysokim mianem przeciwcial
w stosunku do okres§lonych czynnikow zakaznych
byla z powodzeniem stosowana w leczeniu wielu
infekcji, spowodowanych np. przez wirus cyto-
megalii (CMYV, cytomegalovirus) lub wirus grypy
(HIN1). Zaleta immunoglobuliny specyficznej
jest mozliwo$¢ jej otrzymywania z osocza dawcow
seropozytywnych w stosunku do specyficznego
czynnika zakaznego, w ktorym stwierdzono wy-
starczajace do neutralizacji czynnika zakaznego
miano przeciwcial neutralizujacych [17].

Skuteczno$é specyficznych immunoglobulin
potwierdzono takze podczas leczenia zakazen
spowodowanych innymi koronawirusami (SARS
1 MERS) [18]. W publikacjach na temat leczenia
postepujacych zakazen SARS-CoV-2 potwierdzo-
no szybsza poprawe parametrow klinicznych oraz
znaczaco nizsza Smiertelno$¢ u chorych, ktorzy
otrzymali osocze od ozdrowiencow [19]. Analiza
badan prospektywnych z 2009 roku potwierdzila
skuteczno$¢ osocza (o mianie > 1:160) pobranego
od 0s6b po przechorowaniu grypy wywolanej przez
wirusa typu A (HIN1) i przetoczonego pacjentom
z ciezkim zakazeniem HIN1 [20]. W jednym z ba-
dan porownywano takze skuteczno$§¢ immunoglo-
buliny otrzymanej z osocza pobranego od osob,
ktore przebyly ciezkie zakazenie wirusem H1IN1.
U pacjentow tych stwierdzono zmniejszenie miana
wirusa 1 wydluzenie czasu przezycia. Badanie to
wykazalo przewage immunoglobulin specyficznych
nad IVIg [21].

Zastosowanie immunizacji biernej
osoczem ozdrowiencow w leczeniu
zakazen wirusowych

Osocze od 0sob po przebytych infekcjach wi-
rusowych (CP, convalescent plasma) jest wykorzy-
stywane do celéw klinicznych od kofica XIX wieku.
Skuteczne proby terapii osoczem ozdrowiencow
podjeto podczas pandemii grypy hiszpanki w 1919
roku [22-24].

Osocze od ozdrowiencow stosowano m.in. w le-
czeniu odry, Swinki, ospy wietrznej, infekcji CMV
czy parwowirusem B19. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO, World Health Organization) re-
komendowala takze uzycie osocza ozdrowiencow
podczas epidemii goraczki krwotocznej wywolanej
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zakazeniem wirusem Ebola [25]. W 2009 roku
podczas pandemii grypy AHIN1 zaobserwowano
znaczace obnizenie Smiertelno$ci w grupie podda-
nej terapii osoczem ozdrowiencOéw w poréwnaniu
z grupa kontrolng (20,0% vs. 54,8%; p = 0,01)
[20]. Rowniez w przypadku zastosowania osocza
w leczeniu MERS oraz SARS zaobserwowano
lepsze efekty terapeutyczne w poréwnaniu z grupg
kontrolng [26, 27].

Na podstawie doniesien literaturowych moz-
na stwierdzi¢, ze terapia osoczem ozdrowienNcoOw
w wiekszo$ci przypadkow jest skuteczna i1 dobrze
tolerowana. Rzadko obserwowane sg powazne
reakcje niepozadane. Szczegdlnie w przypadku
zastosowania osocza ozdrowieficow w leczeniu
roznych infekcji wirusowych mozna stwierdzié, ze
takie postepowanie zmniejsza Smiertelno$c, obniza
wiremie, a w konsekwencji skraca czas hospitaliza-
cji 1 przyspiesza rekonwalescencje chorych.

Za efekt leczniczy osocza ozdrowiencow od-
powiadaja przeciwciala neutralizujace, przy czym
kluczowe jest ich odpowiednio wysokie miano.
Za metode referencyjng oznaczania miana prze-
ciwcial neutralizujacych uwaza sie wirusowe te-
sty neutralizacji (VNT, virus neutralisation test).
Klasyczny VNT polega na przygotowaniu hodowli
komorek wrazliwych na zakazenie danym wirusem.
Nastepnie przygotowuje sie serie rozcienczen
testowanej surowicy (lub roztworu zawierajacego
przeciwciala), miesza sie ja z zawiesing zawierajaca
okreslong iloS¢ czastek zakaznych wirusa 1 dodaje
tak przygotowana mieszanine do zalozonej wczes-
niej hodowli. Po okresie inkubacji wynik otrzymuje
sie na podstawie zbadania kazdej studzienki pod
katem obecno$ci infekcji wirusowej, a wiasciwie
dokonania oceny, czy i w jakim rozciefnczeniu
surowicy infekcja wirusowa zostaje zahamowana.
W przypadku niektérych wirus6w przeprowadza
sie ocene mikroskopowa efektu cytopatycznego,
ktéry moze obejmowac zmiane morfologiczna zaka-
zonych komorek lub ich lize 1 pojawienie sie w tym
miejscu pustych przestrzeni, tzw. tysinek (plaque).
Ostateczny wynik badania, wyrazany jako miano
przeciwcial neutralizujacych w badanej probce,
oznacza ostatnie rozcienczenie surowicy skutecz-
nie neutralizujace zakazona hodowle w odniesieniu
do kontroli [28].

Testy neutralizacji sg badaniami wysoce spe-
cjalistycznymi, praco- i czasochlonnymi, wymagaja-
cymi odpowiedniej klasy pomieszczen laboratoryj-
nych. Sg trudne do wystandaryzowania i wrazliwe
na dojrzatos¢ i typ komérek. Wykonuje sie je tylko
w nielicznych o$rodkach. Rutynowo do okreslenia
przydatnos$ci osocza dawcow do celow biernej im-

munizacji stosuje sie testy serologiczne. W przy-
padku wirusa SARS-CoV-2 najlepiej skorelowane
z mianem przeciwcial neutralizujacych sa testy
oparte na antygenach biatka kolca S1 czy domeny
wiazacej receptor (RBD, receptor-binding domain).

Wiadomo juz, ze wiremia osiaga zwykle naj-
wyzszy poziom w ciggu 1. tygodnia trwania infekcji,
natomiast pierwotna odpowiedZ immunologiczna
jest rozwijana pod koniec 2. tygodnia trwania
zakazenia. Na tej podstawie mozna wnioskowacé,
ze zastosowanie osocza we wczesnym stadium
choroby moze pozwoli¢ osiagnal lepsze efekty
terapeutyczne [29].

Efektywno$¢ biernej immunizacji zmniejsza
sie w miare progresji zakazenia. Peing ochrone
przed wystapieniem choroby objawowej mozna
uzyskac poprzez profilaktyczne podanie immuno-
globuliny przed ekspozycja na czynnik zakazny.
Bierna immunizacja moze by¢ wysoce skuteczna,
gdy jest zastosowana bezposrednio po ekspozycji,
jeszcze przed wystgpieniem objawow. Terapia im-
munoglobulinami jest malo skuteczna, gdy zostaje
zastosowana po wystapieniu objawow choroby. Przy
zastosowaniu terapii w p6znym stadium choroby
wystepuja niewielkie korzys$ci kliniczne lub nie ma
ich wcale (ryc. 1).

Bierna immunizacja a COVID-19

Pod koniec grudnia 2019 roku w mieScie Wu-
han (Chiny, prowincja Hubei) wykryto przypadek
zapalenia pluc spowodowanego infekcja nieznanym
dotad koronawirusem, nazywanym poczatkowo
2019-nCoV. W lutym 2020 roku WHO zatwierdzita
oficjalna nazwe wirusa — SARS-CoV-2 — i nazwe
wywolywanej przez niego choroby — choroba
koronawirusowa 2019 (COVID-1, coronavirus dis-
ease 2019). Koronawirusy sg znanymi czynnikami
zakaznymi, ktore podzielono na cztery rodzaje:
a- 1 B-koronawirusy (zakazne dla ssakow) oraz
y-10-koronawirusy (wywolujace choroby u ptakow).
Wirus SARS-CoV-2 (nalezacy do -koronawiruso6w)
jest siodmym spos$rod poznanych koronawirusow
mogacych zainfekowaé czlowieka. Swoja nazwe
zawdziecza wysokiemu podobienstwu do ludzkiego
wirusa SARS (82%) oraz do wystepujacego u nie-
toperzy SARS-like-CoVZXC21.

Raport WHO z dnia 18 kwietnia 2021 roku
podaje, ze na calym $wiecie od poczatku trwania
pandemii odnotowano 140 322 903 przypadki
COVID-19. W wyniku choroby wywolanej SARS-
-CoV-2 zmarty 3 003 794 osoby.

Pandemia COVID-19 spowodowana rozprze-
strzenianiem sie SARS-CoV-2 stanowi zar6wno
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Rycina 1. Efektywnos$¢ biernej immunizacji w zaleznosci od fazy zakazenia, w ktérej zostanie zastosowana

bezprecedensowe wyzwanie dla klinicystow, jak
1 obcigzenie systemu ochrony zdrowia ze wzgledu
na wysoki wskaznik zakaznoS$ci i SmiertelnoSci.
Biorac pod uwage szybkie i katastrofalne rozprze-
strzenianie sie COVID-19, nalezalo przes§ledzi¢
istniejgce opcje terapeutyczne mogace pomoc
w zwalczaniu zakazenia SARS-CoV-2 do czasu
pojawienia sie szczepionki lub innego skutecznego
leku. Duze nadzieje wigzano z osoczem pobranym
od 0s6b po przechorowaniu COVID-19 oraz z pre-
paratami immunoglobulin.

W toku sg liczne badania z randomizacja majace
okresli¢ skuteczno$¢ terapii osoczem ozdrowien-
cow w przypadku zakazenia SARS-CoV-2 [30].

Amerykanska organizacja rzagdowa Narodowe
Instytuty Zdrowia (NIH, National Institutes of
Health), zajmujaca sie badaniami biomedycznymi
1 zwigzanymi ze zdrowiem, w ostatnich rekomen-
dacjach z dnia 9 pazdziernika 2020 roku podaje, ze
pomimo niewystarczajacych jeszcze danych z do-
brze kontrolowanych badan z randomizacja, wyka-
zujacych efektywno$c 1 bezpieczefnstwo stosowania
osocza ozdrowiencow w leczeniu COVID-19, juz
ponad 70 000 pacjentéw w Stanach Zjednoczonych
zostato poddanych takiej terapii w ramach progra-
mu kliniki Mayo — Mayo Clinic’s Expanded Access
Program (EAP). ]

Amerykanska Agencja ZywnoSci 1 Lekow
(FDA, Food and Drug Administration) oraz Mayo
Clinic przeprowadzily retrospektywne, posred-
nie badania oceny skuteczno$ci terapii osoczem

ozdrowiencoOw przy wykorzystaniu danych Mayo
Clinic EAP, z ktorych wynika, ze u pacjentow,
ktorzy otrzymali jednostki osocza z wyzszymi mia-
nami przeciwcial neutralizujacych SARS-CoV-2,
zaobserwowano lepsze efekty terapeutyczne niz
u tych, ktorzy otrzymali osocze o nizszych mianach
przeciwcial. Potwierdzily to wyniki badaczy z Mayo
Clinic, ktorzy wykazali mniejsza $miertelno$¢
(22,3%) wsrod pacjentdow z grupy, ktora otrzymata
osocze ozdrowiencow zawierajace wysokie miano
przeciwcial anty-SARS-CoV-2, w por6wnaniu
z grupa, ktora otrzymatla osocze o $rednim 1 ni-
skim mianie przeciwcial (odpowiednio 27,4% oraz
29,6%) [31]. Szczegolnie dobrg odpowiedZ na le-
czenie zaobserwowano w przypadku podania osocza
W ciggu 72 godzin od rozpoznania COVID-19 [32].
Dziatania niepozadane w przypadku zastosowania
osocza ozdrowiencow u chorych na COVID-19 sg
rzadkie 1 podobne jak w przypadku podania osocza
z innych wskazan.

Opierajac sie na wszystkich dostepnych obec-
nie dowodach naukowych, mozna wnioskowac, ze
prawdopodobne korzysci ze stosowania osocza
ozdrowiencow w terapii COVID-19 przewyzszaja
znane i potencjalne zagrozenia.

W celu zminimalizowania dzialan niepozada-
nych po podaniu osocza ozdrowiencow kilka o§rod-
kow na Swiecie podjelo probe wytworzenia hiperim-
munizowanej globuliny anty-SARS-CoV-2 (hIVIg,
hyperimmune intravenous immunoglobulin) [33].
Koncentrat immunoglobuliny pozwala na podanie
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przeciwcial neutralizujacych w mniejszej objetosci,
co powinno sie przyczyni¢ do zmniejszenia liczby
reakcji niepozadanych zwigzanych z przetocze-
niem osocza. Stosuje sie rozne metody uzyskania
koncentratu immunoglobuliny. Naukowcy pod
kierownictwem Vandeberga zastosowali metode
chromatograficzng, dzieki ktorej w koncentracie
udalo sie osiggnaé okolo 10-krotnie wyzsze steze-
nie specyficznych przeciwcial anty-SARS-CoV-2
w porOwnaniu ze stezeniem tych przeciwciat
w puli osocza ozdrowiencow. Jednoczes$nie aktyw-
no$¢ neutralizujaca przeciwcial jest okolo 3-krot-
nie wyzsza w produkcie koncowym w stosunku do
puli osocza [34]. Oznacza to, ze pacjent poddany
terapii hIVIg otrzyma przeciwciala o wyzszej
aktywnoSci neutralizujace] w dawce stanowigce;j
ekwiwalent osocza ozdrowiencow. Koncowy pro-
dukt zawiera 100% IgG. Natomiast niepozadane
biatka, takie jak IgM, IgA, przeciwciala anty-A,
anty-B, anty-D, zostaly praktycznie wyelimino-
wane. Przeciwciala klasy IgM odpowiadajace za
wewnatrznaczyniowa aktywno$¢ hemolityczna
przeciwcial anty-A i anty-B zostaly usuniete, co
zapobiega hemolizie wewnatrznaczyniowej [35].
W zwigzku z tym, w przeciwienstwie do stoso-
wania osocza, nie jest konieczny dobor dawcow
zgodnych pod wzgledem uktadu ABO.

Usuniecie IgA zapewnia korzy$¢ terapeutycz-
na zwigzang ze stosowaniem hIVIg w poréwnaniu
z osoczem ozdrowiencow u pacjentoéw z niedo-
borem IgA, ktoérzy mogli byé wczesniej leczeni
produktami krwiopochodnymi i wytworzyli prze-
ciwciala przeciwko IgA.

Potencjalng przewage hIVIg nad bezposSred-
nim podawaniem osocza ozdrowiencoOw stanowi
roznorodno$¢ przeciwcial uzyskanych z puli osocza
ozdrowiencow, ktora moze zapewnié szerszy zakres
aktywnos$ci przeciwwirusowej [36]. Taka roznorod-
no$¢ moze by¢ istotna w zwiazku z faktem poja-
wiania sie nowych wariantow wirusa SARS-CoV-2.
Zrbznicowanie przeciwcial moze zapewnic szerszy
zakres aktywno$ci przeciwwirusowej poprzez
atakowanie roznych epitopow wirusa i wykorzysty-
wanie roznych mechanizmow komorkowych [32].

Nalezy sie zatem spodziewac, ze zastosowanie
hIVIG moze sie okazac bardziej skuteczne niz za-
stosowanie §wiezo mrozonego 0socza, pobranego
od 0s6b po przechorowaniu COVID-19.

W trakcie badan klinicznych jest preparat
otrzymany podczas prac prowadzonych pod kierun-
kiem Vanderberga. Badania te zapewne dostarcza
wkroétce istotnych informacji na temat skutecznoS$ci
1 bezpieczenstwa stosowania hIVIg anty SARS-
-CoV-2 [37].

Nalezy wspomniec, ze prace polskich naukow-
cow pod kierownictwem profesora Tomasiewicza,
realizowane przy udziale firmy BIOMED-LUBLIN
1 Instytutu Hematologii i Transfuzjologii (projekt nr
2020/ABM/COVID19/0036), dotyczace stworzenia
koncentratu immunoglobuliny anty-SARS-CoV-2,
takze sa w fazie badan klinicznych.

Przyszto§¢ immunizacji biernej

Znaczny postep w zakresie technologii MAb
1 coraz wieksze uznanie dla roli przeciwcial w zwal-
czaniu chordb zakaznych spowodowaly, ze nowe te-
rapie oparte na immunizacji biernej beda prawdopo-
dobnie nadal sie rozwijac. Jednoczes$nie pojawiajaca
sie coraz czesciej antybiotykooporno$c¢ istotnych
Kklinicznie bakterii, takich m.in. jak Staphylococcus
aureus lub Salmonella typhi, jest bardzo alarmujaca,
co dodatkowo motywuje do prowadzenia badan nad
rozwojem terapii opartych na przeciwcialach. Jedno
z ograniczen biernej immunizacji stanowi krotki
okres poltrwania przeciwcial in vivo, ktory czesto
zapewnia tylko przejSciowg ochrone i wymaga
powtorzenia terapii. Duze nadzieje budza nowe
technologie, ktére wydiuzaja okres poltrwania
MADb. Jednym z takich przyktadow jest mutacja
regionu Fc MAb anty-RSV w celu zwiekszenia jego
wigzania z receptorem Fc, co skutkuje wzrostem
farmakokinetyki przeciwcial w surowicy u ludzi
z typowego 19-34-dniowego okresu poltrwania
do 100-dniowego, przy jednoczesnym zachowaniu
aktywnos$ci neutralizujacej swoistej dla wirusa.
Wprawdzie immunizacja bierna moze by¢ wystar-
czajaca do ochrony lub leczenia choroby w fazie
ostrej lub podczas jej remisji, jednak wydaje sie, ze
immunizacja aktywna poprzez odpowiednio ,,zapro-
jektowang” szczepionke nadal jest potrzebna w celu
utrzymania dlugoterminowego poziomu odpornos§ci
ochronnej. Nalezy podkresli¢, ze skuteczne metody
immunizacji biernej moga stanowié baze do opra-
cowywania nowych 1 ulepszonych szczepionek.
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Summary

Passive immunization (passive immunity, passive immunotherapy) consists in the transfer
of specific antibodies to an unprotected individual with the purpose of protecting from infec-
tion or treatment of the disease. Passive immunization is acquived either naturally (maternal
antibodies cross the placenta to reach the fetus) or artificially when the patient is transfused
with high-titer antibodies of human or animal origin or developed by genetic engineering
(monoclonal antibodies, MAD). The beginnings of passive immunization date back to the end
of the XIX century when Emil Adolf von Behring was the first to use antibodies of animal
origin in the treatment of diphtheria and tetanus. In Poland, the Lublin Factory of Serum
and Vaccines established in 1951 launched an industrial-scale production of immune sera
against diphtheria, scarlet fever, measles, meningitis and poliomyelitis (Heine Medin dis-
ease).

Passive immunization is relied on for prevention of infection, for treatment of immuno-
deficiency disorders (including hypogammaglobulinemia), acute infections and poisoning.
Immunity derived from passive immunization lasts for a few weeks to about four months.

Since December 2019, the ongoing SARS-CoV-2 pandemic has initiated numerous ran-
domized trials focused on determining the effectiveness of convalescent plasma therapy
for COVID-19 infected patients. In order to minimize the occurrence of adverse reactions
Jollowing the administration of convalescent plasma, attempts have been made to produce
hyperimmune anti-SARS-CoV-2 globulin (hIVIG). It is also worthwhile to mention that
there are ongoing clinical trials on anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin concentrate developed
by Polish researchers under the supervision of Professor Tomasiewicz and in cooperation
with the Institute of Hematology and Transfusion Medicine in Warsaw as well as BIOMED-
-LUBLIN (Project No. 2020/ABM/COVID19/0036).
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Passive immunization

Passive immunization, passive immunity or
passive immunotherapy are all terms that refer
to prophylactic or therapeutic transfer of specific
antibodies to an unprotected individual.

Passive immunization is either:

— natural — when maternal antibodies cross the
placenta to reach the fetus;

— artificially acquired — when high-titer antibo-
dies (human or animal) specific to an infectious
agent or toxin are given as a medication to
induce immunity in a non-immune patient.
Passive immunization serves to reduce the

risk of contracting an infectious disease or to re-
lieve disease symptoms. Passive immunization is
performed in patients who are unable to synthesize
antibodies or were exposed to a disease to which
they are not immune.

Natural passive immunization

A natural form of passive immunotherapy
is cross-placental transfer of maternal IgG im-
munoglobulins to fetal blood. The crossing is
mediated by Fc IgG receptors present on the
surface of trophoblast cells. Breast milk provi-
des IgA antibodies to the suckling infant which
mainly affect mucous membranes of the dige-
stive tract [1]. I[gM antibodies already appear
in the fetal period, while the production of IgG
antibodies begins shortly after birth to reach
about 60% of the titer detected in adults after
12 months. With time, maternal antibody titer
gradually decreases to disappear completely when
the newborn is about 9 months old. IgG antibody
titer is at its lowest when the newborn is 2-3
months old. Maternal antibodies effectively pro-
tect newborns and infants against most infectious
diseases. The most striking example are cases of
children with severe combined immunodeficien-
cy (SCID) presenting clinical symptoms usually
6 months after birth i.e. when maternal antibodies
are at the lowest [2, 3].

Another proof of the relation between mater-
nal immunity and infant immunity is the similar
prevalence of antibodies in infants below 1 month
and that observed in 20-40 year old adults who
represent the main age group of the mothers [4].

Artificial passive immunization

Short-term artificial passive immunity is
acquired through administration of human or
animal plasma antibodies, monoclonal antibodies
(MAD), human immunoglobulin for intravenous
(IVIG) or intramuscular (IMIG) use, specific im-

munoglobulins from immunized donors or as result
of convalescent plasma therapy (CPT).

Passive immunization provides protection
against infection and it is used to treat immunodefi-
ciency (hypogammaglobulinemia), acute infections
and poisoning. Effects of passive immunization last
from several weeks to approximately four months.

History of passive immunization

The first successful attempts at applying passi-
ve immunization in the treatment of diphtheria and
tetanus (in animal studies) were published in 1890
in Deutsche Medizinische Wochenschrift, German
Medical Journal [5]. The method was fairly quickly
modified and adapted to clinical use. As early as
the mid-1890s, diphtheria-specific antitoxin was
successfully used in hospital setting to reduce
mortality rate during diphtheria outbreaks. In
1901, Emil Adolf von Behring was awarded the first
Nobel Prize in Medicine for applying serotherapy
in the fight against diphtheria. The Nobel Commit-
tee emphasized the importance of von Behring’s
work by adding the following words to the official
statement: “with the work (of von Behring) a new
pathway in medicine has been opened, and physi-
clans were given an important tool/weapon in their
combat against disease and death”.

In Germany alone immunotherapy (diphtheria
specific agents) helped to save about 45 000 patients
annully. In the 1890s, the mortality rate for hospi-
talized diphtheria patients ranged from 47% to 60%
and in the pre-antibiotic era the study outcome of
Emil von Behring and his collaborator Shibasaburo
Kitasato was the only hope for diphtheria patients.

Behring and Kitasato conducted similar exper-
iments with Clostridium tetani. Rabbit blood immu-
nized with Clostridium tetani gave mice complete
protection against typically lethal doses of virulent
bacteria and botulinum toxin. The study outcome
gave rise to the production of specific anti-tetanus
immunoglobulin [5].

In the first years of passive immunotherapy,
due to the fact that it was impossible to obtain
human antibodies on a large scale, attempts were
made to obtain them from animals. Anti diphte-
ria antibodies for example were obtained from
immunized cows [6]. Although the technology of
obtaining specific immunoglobulins has now been
significantly modified, some specific immunoglo-
bulins are still of animal origin, e.g. Antivenin, by
MERC & Co — an immunoglobulin of equine origin
that neutralizes neurotoxin of the poisonous black
widow spider (Latrodectus mactans), botulism
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antitoxin — bivalent ) types A and B (equine), Sa-
nofi Pasteur used for prophylactic and therapeutic
management of botulism.

The classic approach to antibody production
consists in immunizing animals with a specific an-
tigen and isolating the antibodies from the host’s
blood. Despite advanced engineering technology
proteins of animal origin may induce numerous
adverse reactions. Passive immunotherapy based
on animal antibodies should therefore be applied
only under strict medical supervision.

Passive immunization was used extensively
for treatment of diseases such as scarlet fever and
whooping cough from the 20s to the 70s of the XX
century [7].

Medicinal products containing human immu-
noglobulin are used, among others, for treatment of
primary immunodeficiency with impaired antibody
production, diphtheria, tetanus, hepatitis A and B
(HAV, HBV), rabies, measles, smallpox, primary
immune thrombocytopenia, Kawasaki syndrome,
lower respiratory tract infection and in prevention
of feto-maternal incompatibility and hemolytic
disease of the fetus and newborn.

Prophylactic administration of antibodies aga-
inst hepatitis B has largely been replaced by vac-
cination; however, immunoprophylaxis of hepatitis
B infection is still indicated in cases of accidental
exposure of unprotected individuals (incomplete or
unknown immunization status) such as high risk
hospitalized patients, sexual partners of individu-
als with acute hepatitis B infection or healthcare
workers exposed to hepatitis B infected blood or
other body fluids following percutaneous needle
injury or cut. Immunoprophylaxis of hepatitis B
infection is also applied to infants born to HBsAg
positive mothers [8].

Human immunoglobulins reduce the symp-
toms of some systemic inflammatory and auto-
immune diseases or induce remission of disease.

The method of plasma fractionation into pro-
teins to obtain blood-derived medicinal products
was developed by Cohn and his collaborators in
the 1940’s and is used even now in modified form
[9]. Source material for fractionation is fresh frozen
plasma (FFP) collected at 23 Polish Blood Trans-
fusion Centers (CKiK). Plasma for fractionation is
subjected to rigorous procedures such as screening
for HBV, HCV and HIV infection markers, to reduce
the risk of transmitting infection. Nevertheless the
risk cannot be completely eliminated and therefore,
since the 1980s, both plasma and medicinal pro-
ducts from pooled plasma are subjected to pathogen
inactivation.

Plasma used for manufacture of medicinal
products which contain human immunoglobulins
differs with regard to the titer of specific antibo-
dies. The choice of plasma for a specific disease
is determined by the optimal therapeutic effect
to be achieved. One such medicinal product that
has been taken into account is immunoglobulin for
intravenous use (IVIG).

With advancement in technology and particu-
larly in monoclonal antibody production techniques
new methods were developed which largely re-
duced the demand for antibodies of animal origin.

An alternative approach to antibody pro-
duction is the antibody Phage Display technology
based on genetic engineering of bacteriophages
and generating libraries comprising myriads of
variants of recombinant proteins displayed on their
surface. Phage libraries allow to isolate functional
antibody fragments of virtually any specificity.
The method was first described by Georg Smith
in 1985 [10, 11].

Phage libraries are based on single chain frag-
ment variables (scFv) — the smallest functional
antibody fragments responsible for interaction
with the antigen.

Antibody libraries are generated by preparing
template cDNA from B cells of non-immunized
human donors and amplification of V; and V|
antibody fragments or antibody construction ba-
sed on random insertion of amino acid mutations
in complementary determining regions (CDRs).
A pool of various sequence- antibody variants is
thus generated which are displayed on the surface
of the phages. Screening of phage libraries allows
to select (from phage pools) the specific phage that
interacts with the selected antigen [12].

Antibody variants acquired through Phage
Display technique may additionally be subjected
to the affinity maturation process._This technique
mimics the natural process of antibody production
with increasing affinity for an antigen. A similar
effect is attained in laboratory conditions/in vitro by
developing second-generation libraries comprising
variants of higher affinity to antigen [13].

The antibody fragments acquired as result of
selection are screened by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) and then sequenced to
identify the most common variable regions used
by the immune system to elicit antibody response.
Antibody fragments produced by bacterial colonies
are typically purified by affinity chromatography.
Through analysis of selected antibodies it is po-
ssible to determine the precise constant kinetics
of the antigen-antibody binding.
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In the same way scFv format antibodies are
produced against haptens, proteins, carbohydrates,
receptors, tumor antigens or viruses. They find appli-
cation in therapy or in a variety of diagnostic kits.

Antibodies for therapeutic/clinical use may
also be linked with cytostatic drugs (antibody-
-drug conjugates, ADCP) or radioisotopes for
more effective delivery to target tissues. Phage
Display technology is successfully used by many
pharmaceutical companies in their scientific quest
for biological drugs. Examples of commercially
available human therapeutic antibodies obtained
with Phage Display technique are: Humira (ada-
limumab) — an antibody directed against tumor
necrosis factor ¢ (TNFa) which — among others
— is applied in the management of rheumatoid
arthritis and Benlysta (belimumab) — human
IgG1 directed against the B lymphocyte stimulator
(BLyS), a soluble ligand of the TNF family cytoki-
nes, which are used in the treatment of systemic
lupus erythematosus. Under clinical trials are other
antibodies from phage libraries [14].

The validity and effectiveness of Phage Display
technique for obtaining high-specificity human an-
tibodies of therapeutic potential have been confir-
med. Other technologies have also been developed
based on chimeric monoclonal antibodies in which
the mouse antibody is “humanized”. The effect
is achieved by replacing murine immunoglobulin
genes with human immunoglobulin genes [15].

Passive immunization in prevention
of infectious diseases; Polish experience

The significance of passive immunotherapy in the
combat against infectious diseases was most striking
after World War II when the situation in Poland beca-
me dramatic due to military operations, migration of
people and troops. Immediate actions to prevent the
spread of infectious diseases were required.

In 1944 a group of professors and scientists
from university centers of Lviv, Warsaw and Poznan,
founded the National Institute of Hygiene (PZH)
with the seat in Lublin the main task of which was
development, implementation and supervision of
activities related to protection of the Polish po-
pulation against the spread of infectious diseases.

In 1951 the Department for Production of
Serum and Vaccines — one of the organizational
units of PZH — was transformed into the Lublin
Factory of Serum and Vaccines later known as “Bio-
med” Serum and Vaccine Production Plant PLC in
Lublin (“BIOMED-LUBLIN” Wytwoérnia Surowic
1 Szczepionek S.A) which is active until the pre-

sent. It was the first biotech pharmaceutical plant
in Poland. The immunopreparations developed and
manufactured there were the crucial element of the
national prophylactic strategy for years. The plant
was also the first in Poland as well as in Central
Europe to launch an industrial-scale production
of immune sera against diphtheria, meningitis,
measles and scarlet fever.

Anti-tetanic, anti-diphtheric, and anti-menin-
gitis sera were prepared from blood of hyperimmu-
nized horses. Measles were treated with human
convalescent measles serum.

It would be difficult to overestimate the impor-
tance of the above-mentioned sera in the fight against
tetanus, diphtheria, scarlet fever, measles or poliomy-
elitis (Heine Medin disease) in Poland. Currently, the
production of immunoglobulins for treatment of the
diseases is terminated as the latter are under control.

Immunoglobulin (IVIG) for intravenous
use and specific immunoglobulin
for COVID-19 therapy

IVIG in the United States was approved for
clinical use in 1980 and found effective in prop-
hylaxis of life-threatening infections in patients
with primary and secondary immunodeficiencies.
IVIG is used in the management of such chronic
infections as parvovirus B19.

The current experience with IVIG in the
treatment of SARS-CoV-2 infection is rather limi-
ted. The rationale for using IVIG in SARS-CoV-2
infection is primarily to modulate inflammation.
IVIG has been found to reduce the inflammatory re-
sponse in severe SARS-CoV-2 infections. Chinese
publications report the use of IVIG in severe cases
of SARS-CoV-2 infections where normalization of
fever and improvement of respiratory symptoms
occurred. The results however cannot be conside-
red conclusive as the patients also received antivi-
ral drugs and steroids which may have interfered
with the impact of immunoglobulins [16]. It can
therefore be concluded that there is currently no
clear evidence to support the rationale for use of
IVIG in the management of diseases such as SARS-
-CoV, SARS-CoV-2 and MERS.

On the other hand, specific immunoglobulin
obtained from donor plasma with high antibody titer
to certain infectious agents has been successfully
used in the treatment of numerous infections,
caused e.g. by cytomegalovirus (CMV) or influenza
virus (HIN1). Specific immunoglobulins have the
advantage of being obtained from the plasma of
donors seropositive to a specific infectious agent
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with antibody titers high enough to neutralize the
infectious agent [17].

Effectivity of specific immunoglobulins has
also been confirmed in the management of infec-
tions caused by other coronaviruses (SARS severe
acute respiratory syndrome and MERS Middle
East Respiratory Syndrome) [18]. Publications
confirmed accelerated improvement of clinical pa-
rameters and significantly lower mortality rate for
patients treated with convalescent plasma during
management of progressive COVID-19 infections
[19]. In 2009, prospective analyses confirmed the
effectiveness of plasma (titer > 1: 160) from HIN1
— infected individuals transfused to patients with
severe HIN1 infection [20]. One of the studies
also demonstrated the advantage of specific im-
munoglobulins over IVIG; patients were observed
to have lower viral load and prolonged survival
time following administration of immunoglobulin
obtained from plasma of severe HIN1 survivors as
compared to therapy with IVIG [21].

Passive immunization with convalescent
plasma in the management of viral
infections

Plasma collected from individuals with a hi-
story of viral infections (convalescent plasma, CP)
has been used in clinical setting since the end of
the 19th century infections. Successful attempts at
CPT were made during the Spanish flu pandemic
of 1919 [22-24].

Convalescent plasma was used, among others
in the treatment of measles, mumps, chicken pox,
cytomegalovirus, and parvovirus B19 infections.
The World Health Organization (WHO) also re-
commended CPT during the Ebola epidemic [25].
In 2009, during the influenza A pandemic caused
by the HIN1 subtype, a significant reduction in
mortality rate was observed in patients treated
with convalescent plasma as compared to control
(20.0% vs. 54.8%; p = 0.01) [20]. Likewise, CP
used in the treatment of MERS-CoV (Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus) and SARS
(severe acute respiratory syndrome) gave better
therapeutic results as compared to control [26, 27].

In the literature, CPT is reported to be effec-
tive and well tolerated. Serious adverse reactions
are infrequent. Convalescent plasma is particularly
effective in the treatment of various viral infec-
tions as it reduces mortality rate, lowers viremia,
accelerates recovery and shortens hospitalization.

Crucial for the therapeutic effect of convale-
scent plasma are the neutralizing antibodies of su-

fficiently high titer. The Virus Neutralization Test
(VNT) is the gold standard for determining the neu-
tralizing antibody titer. The classic test consists in
preparation of cell culture susceptible to infection
with a specific virus. A series of dilutions of the test
serum (or a solution containing antibodies) is then
prepared and mixed with the suspension containing
a certain amount of infectious virus particles. The
mixture is then added to the cell culture. After the
incubation period, the result is read from each well
for the presence of viral infection; assessment of
the dilution at which the viral infection is inhibited.
For some viruses, a microscopic evaluation of the
cytopathic effect may include morphological change
in the infected cells or lysis and appearance of pla-
ques in place of voids. The final result, expressed
as the neutralizing antibody titer in the test sample,
represents the last dilution of the serum effectively
neutralizing the contaminated culture as compared
to control [28].

Neutralization tests are highly specialized,
labor-intensive and time-consuming tests that re-
quire access to laboratories of adequate biosafety
level. Difficult to standardize, they are sensitive
to cell maturity and type. The number of centers
performing such tests is limited. Suitability of do-
nor plasma for passive immunization is routinely
determined by serological tests. For SARS-CoV-2,
the tests based on the S1 or RBD spike protein
antigens are best correlated with the level of neu-
tralizing antibodies.

It is known for a fact that viremia typically
peaks during the first week of infection, while the
primary immune response develops at the end of
the second week. Hence, applying plasma in the
early stage of infection may bring better therapeu-
tic effects [29].

The effectivity of passive immunization decre-
ases as the infection progresses. Complete protec-
tion against symptoms of the disease is attained
through application of immunoglobulin prior to
exposure. Passive immunization is highly effective
when administered immediately after exposure,
before the symptoms develop. Immunoglobulin
therapy is less effective when applied after the
onset of disease symptoms. Little or no clinical
benefit is observed with immunoglobulin therapy
applied in the late stage of the disease (Fig. 1).

Passive immunization vs. COVID-19

At the end of December 2019 pneumonia cases
were detected in the city of Wuhan (China, Hubei
province) attributed to an unknown coronavirus,
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Figure 1. Effectivity of passive immunization with regard to disease phase

initially called 2019-nCoV. In February 2020,
WHO approved the official name of the virus —
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) and of the disease — COVID-19
(Coronavirus Disease 2019). Coronaviruses are
infectious agents classified into four types: a- and
p-coronaviruses (infectious to mammals) and y- and
O-coronaviruses (responsible for bird diseases).
The SARS-CoV-2 virus (a -coronavirus) is the
seventh coronavirus known to infect humans and
it owes the name to similarity to the human SARS
virus (82%) and to the SARS-like-CoVZXC21 in
bats.

According to WHO estimates of April 1874
2021, 140 322 903 COVID-19 cases have been
reported worldwide since the beginning of the
pandemic and there were 3 003 794 fatal cases
ascribed to SARS-CoV-2.

The COVID-19 pandemic caused by the spread
of SARS-CoV-2 is both an unprecedented challenge
for clinicians as well as a burden on the healthcare
systems worldwide due to high infectivity and mor-
tality rates. Given the rapid and catastrophic spread
of COVID-19, the available treatment options had
to be verified and investigated until a vaccine or
other effective drug were developed. High hopes
rested with plasma collected from COVID-19 sur-
vivors and immunoglobulin products.

Numerous randomized trials are underway
to determine the efficacy of convalescent plasma
therapy in COVID-19 infection [30].

According to recommendations of October 9th
2020 of the American National Institutes of Health
(NIH) which conducts biomedical and health-
-related research, more than 70,000 patients in
the US have already received CPT under the Mayo
Clinic’s Expanded Access Program (EAP) although
data from well-controlled, randomized trials are
still insufficient to demonstrate effectiveness and
safety of CPT for COVID-19.

Retrospective, indirect clinical efficacy stu-
dies based on EAP data conducted by the Food
and Drug Administration (FDA) and the Mayo
Clinic demonstrated that patients who received
high titer convalescent plasma presented better
therapeutic effects than those who were given
lower titer plasma. This was also confirmed by
the results of Mayo Clinic with regard to morta-
lity rate; patients mortality was lower (22.3%) in
the group that received high-titer convalescent
plasma than in the group that received medium or
low titer convalescent plasma; 27.4% and 29.6%
[31] respectively. An exceptional response to
therapy was observed when convalescent plasma
was administered within 72 hours of COVID-19
diagnosis [32]. Adverse reactions for CPT are
rare and comparable to administration of plasma
for other indications.

Currently available scientific evidence con-
firms that the benefits of convalescent plasma
in COVID-19 therapy outweigh the known and
potential risks.
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In order to minimize side effects following CPT
several centers worldwide have made attempts at
manufacturing hyperimmune anti-SARS-CoV-2
globulin (hIVIG) [33]. The immunoglobulin concen-
trate allows to administer neutralizing antibodies in
a smaller volume of plasma and that should help to
minimize the number of adverse reactions related
to transfusion. Various methods are used to pro-
duce immunoglobulin concentrate. Vandeberg et al
relied on the chromatographic method which gave
an approximately 10 fold higher concentration of
specific anti-SARS-CoV-2 antibodies as compared
to the concentration in pooled convalescent plasma
while the neutralizing activity of the antibodies in
the final product is about 3 fold higher than in the
plasma pool [34]. A patient subjected to hIVIG the-
rapy is administered higher titer antibodies (higher
neutralizing activity) in a volume equivalent to
that of convalescent plasma. The final product
contains 100% IgG while unwanted proteins such
as IgM, IgA, anti-A, anti-B, anti-D antibodies are
almost completely eliminated. IgM antibodies re-
sponsible for the intravascular haemolytic activity
of anti-A and anti-B antibodies were removed to
prevent intravascular hemolysis [35]. So, unlike
for plasma, selection of ABO-compatible donors
is not required.

For IgA deficient patients who may have been
treated with blood derived products and developed
anti-IgA antibodies, removal of IgA guarantees
better therapeutic outcome of hIVIG as compared
to convalescent plasma.

The potential advantage of hIVIG over conva-
lescent plasma lies in the diversity of antibodies
obtained from convalescent plasma pool and
the range of antiviral activity is therefore wider
[36]. The diversity may be important given the
emergence of new variants of the SARS-CoV-2
virus. Diverse antibodies provide a wider range of
antiviral activity by targeting different virus epi-
topes through different cellular mechanisms [32].

hIVIG may therefore prove therapeutically
more effective than fresh frozen plasma collected
from COVID-19 survivors.

Clinical trials of products obtained under the
supervision of Vanderberg are underway and may
soon provide important information on the efficacy
and safety of anti-SARS-CoV-2 hIVIG [37].

Polish clinical trials on anti-SARS-CoV-2 im-
munoglobulin concentrate conducted in cooperation
with Biomed Lublin and the Institute of Hematology
and Transfusion Medicine under the supervision
of Professor Tomasiewicz (PROJECT No. 2020/
/ABM/COVID19/0036) are also worth mentioning.

Future of passive immunization

Significant advancement of monoclonal antibo-
dy technologies as well as the growing awareness
of the role of antibodies in the combat against
infectious diseases rationalizes further research
into therapies based on passive immunization.
Research into the development of antibody-based
therapies is further strengthened by the emer-
gence of antibiotic-resistant clinically significant
bacteria (eg. Staphylococcus aureus or Salmonella
typhi ). Antibody half-life in vitro is typically short
therefore passive immunization provides only
temporary protection and needs to be repeated.
Innovative technologies to extend the half-life
of monoclonal antibodies raise high hopes. One
such example is the mutation of the Fc region of
an anti-RSV monoclonal antibody to increase its
binding to the Fc receptor. This induces changes in
the pharmacokinetics of human serum antibodies
which increase to 100 from the typical 19-34 day
half-life while maintaining virus-specific neutrali-
zing activity. While passive immunization may be
sufficient for prophylactic or therapeutic treatment
of acute infection or disease in remission, long-
-term immunity requires active immunization with
“engineered” vaccine. It should be emphasized that
effective methods of passive immunization may
serve as basis for the development of novel and
high quality vaccines.
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Streszczenie

W celu zmniejszenia ryzyka przeniesienia wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) przez prze-
toczenie krwi 1 jej pochodnych kazda donacja jest badana w kierunku markerow zakazenia
tym wirusem. Niemal na calym swiecie obowigzuje badanie HBsAg, w kilku krajach dodat-
kowo badane sq przeciwciala anty-HBc, a w kilkudziesieciu HBV DNA. 1o ostatnie badanie
wykonuje sig, uzywajqc roznych strategii (od badan pojedynczych donacyi do minipul ziozonych
296 donacyi). W krajach stosujgcych szczepienia przeciw wirusowemu zapaleniu wagtroby typu B
obserwuje si¢ spadek czestosci zakazen HBsAg-dodatnich i rozpoczyna si¢ dyskusja dotyczgca
wlasciwego doboru 1 strategii badan przeglgdowych u dawcow krwi.

W polskim krwiodawstwie od 1971 roku przeglgdowo w kazdej donacji wykonuje si¢ badanie
HBsAg. Stosowane testy serologiczne zgodnie z wytycznymi Rady Europy cechujq si¢ czutoscig
umozliwiajgcg wykrycie co nagmniej 0,13 1U/ml HBsAg (tzw. zakazenia HBsAg-dodatnie).
W celu dalszego zmniejszenia ryzyka przeniesienia zakazenia HBV przez przetoczenie, od roku
2005, do panelu badan przeglgdowych dodano badanie HBV DNA, ktore umozliwia wykrycie
zakazenia u dawcow HBsAg-ujemnych.

Okreslenie wlasciwego dla Polski panelu badan przeglgdowych wymaga, miedzy innymi ze-
stawienia dotychczas wykorzystywanych strategii badan przeglgdowych HBV. Niniejsze podsu-
mowanie, ktore powstalo na podstawie czesci rozprawy doktorskiej autorki, stanowi wstep do
okreslenia efektywnosci stosowanych metod oraz wskazania optymalnego panelu badan HBV
u polskich krwiodawcow.

Stowa kluczowe: wirus zapalenia watroby typu B, badania przeglagdowe HBV, HBsAg,
HBV DNA
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Wstep

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV, kepatitis
B virus) wywoluje ostre, nadostre 1 przewlekle
zapalenie watroby. Zakazenie HBV stanowi jeden
z istotniejszych obecnie probleméw klinicznych
1 epidemiologicznych na Swiecie [1]. Wirus jest
przenoszony wraz z krwig, nasieniem 1 innymi
plynami ustrojowymi osoby zakazonej. Ze wzgledu
na wysoka zakazno$¢ HBV przez krew instytucje
zwigzane z krwiodawstwem byly i sa aktywnie
zaangazowane w kontrole ryzyka przeniesienia
tego wirusa przez transfuzje krwi i jej sktadnikow
(TT-HBYV, transfusion transmission HBV) oraz
produktow krwiopochodnych. Udowodniono, ze
najbardziej zakazna jest krew z faz z wykrywal-
nym antygenem powierzchniowym HBV — HBs
(HBsAg) i1 najwyzsza wiremia (charakterystycz-
nymi dla objawowego zapalenia watroby typu B),
jednak przeniesienie HBV moze rowniez nastapic
przez krew pochodzaca z faz bez wykrywalnego
HBsAg — najczeSciej przebiegajacych z nizsza
wiremig i bezobjawowo [2]. Pierwszym sposobem
ograniczania ryzyka TT-HBV w krwiodawstwie
jest kwalifikacja dawcy (na podstawie wywiadu
1 badania lekarskiego). Okoto 60% osob przechodzi
zakazenie skapo- lub bezobjawowo, zatem pomi-
mo stosowania procedur kwalifikacji dawcy, HBV
pozostaje czynnikiem ryzyka potransfuzyjnego
zapalenia watroby typu B. W ostatnich kilkunastu
latach intensywnie opracowywane sg metody in-
aktywacji patogen6w w sktadnikach krwi, niestety
ich uzycie wciaz jest ograniczone i nie w pelni
efektywne [3, 4].

W celu zmniejszenia ryzyka przenoszenia HBV
przez krew 1 jej skladniki na $wiecie dostepne sa
metody badan przegladowych HBsAg, HBV DNA
1 anty-HBc (przeciwciala przeciw antygenowi
rdzeniowemu HBV — HBcAg). Badanie HBsAg
pozwala wykry¢ zakazenie ostre 1 przewlekle, ale
ze wzgledu na ograniczong czulo$§¢ nie wszystkie
jego fazy i formy [5]. Obowiazek badania antygenu
HBs w kazdej pojedynczej donacji naktada Dy-
rektywa 2002/98/WE Parlamentu Europejskiego,
okreslajaca normy jakoSci i bezpieczenstwa dla
pobierania, badania, preparatyki, przechowywania
1 wydawania krwi ludzkiej 1 jej sktadnikow; badania
te zaleca rowniez Rada Europy [6, 7]. Z kolei coraz
powszechniejsze od 2002 roku badanie HBV DNA
pozwala zidentyfikowac obok faz HBsAg-dodatnich
(z wykrywalnym HBsAg) rowniez fazy HBsAg-
-ujemne (z niewykrywalnym HBsAg). Badanie
kwasu nukleinowego (NAT, nucleid acid testing)
HBYV wykonuje sie w okolo 40 krajach, przy uzyciu
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roznych strategii: od badania pojedynczych donacji
(DT, individual donation testing) do minipul zlo-
zonych z 96 donacji (MP, minipools) [8]. W kilku
krajach Europy, w Stanach Zjednoczonych i Japonii
kazda donacja badana jest dodatkowo w kierunku
anty-HBc — markera trwajacego, ale takze prze-
bytego zakazenia.

Wzrost jako$ci (m.in. czulo$ci i swoistoSci)
oraz dostepno$ci badan poszczegblnych markerow
1 mozliwo$¢ identyfikacji za ich pomocg roznych faz
zakazenia doprowadzily do rozpoczecia dyskusji
nad optymalnym doborem badan przegladowych
(markerow i algorytmow) wykrywajacych najwiek-
sza liczbe zakazonych [9, 10], przy jednoczesnej
dbato$ci o zapewnienie dostepnosci krwi do prze-
toczen, czyli nieodsuwanie od oddawania krwi osob,
ktorych krew nie jest zrodlem wirusa.

Przed przystapieniem do tej dyskusji w Pol-
sce w niniejszej pracy przedstawiono stosowane
dotychczas metody 1 algorytmy badan w kierunku
antygenu HBs oraz HBV DNA w poszczegolnych
Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (CKiK).

Przebieg zakazenia HBV
— markery we krwi

Zakazenie HBV jest procesem dynamicznym,
a jego przebieg 1 wykrywanie poszczegoélnych
markerdow zaleza od wirulencji HBV oraz reakcji
ukladu immunologicznego gospodarza (ryc. 1) [11].
Niezaleznie od tego, czy zakazenie przebiegnie
bezobjawowo, przyjmie kliniczng postac ostra czy
przewlekla, kolejno$¢ pojawiania sie markerow
HBV we krwi w pierwszych kilku tygodniach po
fazie eklipsy jest podobna [12]. W pierwszych ty-
godniach po zakazeniu nastepuja replikacja wirusa
oraz intensywna produkcja jego bialek (przyrost
wiremii w watrobie), znajdujaca odzwierciedlenie
W pojawieniu sie 1 wzroScie stezenia HBV DNA
1 HBsAg we krwi. Okres pierwszych tygodni zaka-
zenia do momentu osiggniecia poziomu wykrywal-
no$ci HBsAg nazywany jest I oknem serologicznym
(WP, window period) [13, 14]. Od okolo 6. tygodnia
wykrywane sa przeciwciata anty-HBc: najpierw
klasy immunoglobulin typu M (IgM), a nastepnie
immunoglobulin typu G (IgG). Wysokie stezenie
przeciwcial anty-HBc IgM utrzymuje sie przez
2-6 miesiecy 1 jest charakterystyczne dla zaka-
zenia ostrego [15]. W zakazeniu ostrym poziom
aktywno$ci aminotransferazy alaninowej (AIAT,
alanine aminotransferase) jest podwyzszony, moga
tez wystapic objawy zolitaczki i grypopodobne [16].
Moze ono réwniez przebiegac bezobjawowo, co jest
wazne z punktu widzenia krwiodawstwa.
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Kreska przerywana — markery moga by¢ wykrywalne lub nie.
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Rycina 1. Przebieg zakazenia HBV (z zaznaczeniem faz | WP, Il WP i OBI [14, 21]). A. Zakazenie ostre; B. Zakazenie

przewlekte

Jesli zakazenie w fazie ostrej ulega samoogra-
niczeniu, w okresie 6 miesiecy HBsAg przestaje
by¢ wykrywalny we krwi. Ustepuja wowczas obja-
wy kliniczne (w tym wirusowe zapalenie watroby
typu B — WZW B), jesli towarzyszyly wiremii,
a parametry laboratoryjne (np. poziom aktywno§ci
AIAT), o ile byly podwyzszone, ulegaja normali-

zacji. Okres spadkow wiremii z niewykrywalnym
HBsAg przy obecnych przeciwcialach anty-HBc
IgM 1 niskim poziomie HBV DNA nazywane jest
IT oknem serologicznym (II WP). NajczeSciej po
IT WP we krwi nieobecne sa réwniez HBV DNA
1 antygen — HBeAg. Wykrywalne pozostaja prze-
ciwciata: anty-HBc z lub bez anty-HBe i anty-HBs
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[14]. Utrzymujaca sie obecno$¢ HBsAg bez HBV
DNA moze $wiadczy¢ o ograniczeniu zakaze-
nia, ktéremu towarzyszyla integracja fragmentu
pre-S/S do genomu gospodarza [17, 18]. Z kolei
przedtuzajaca sie obecno§¢ HBV DNA w stezeniu
ponizej 200 IU/ml, przy niewykrywalnym HBsAg
z obecnymi lub nieobecnymi anty-HBc i/lub anty-
-HBs we krwi oznacza niepeing kontrole uktadu im-
munologicznego nad replikacja wirusa, tj. przejScie
w faze zakazenia ukrytego (OBI, occult hepatitis B
wnfection) [17, 19].

Jesli nie dochodzi do ograniczenia zakazenia,
HBsAg i HBV DNA pozostaja obecne we krwi
przez okres diuzszy niz 6 miesiecy i zakazenie
przyjmuje posta¢ przewleklia. Przez miesiace/lata
wykrywane sg HBsAg 1 anty-HBc z lub bez HBV
DNA i HBeAg. Przeciwciala anty-HBe i anty-HBs
moga by¢ niewykrywalne, a zakazenie przebiegad
okresowo bezobjawowo. Zakazenie z fazy przewle-
ktej, podobnie jak ostrej, moze zostac ograniczone
do postaci nosicielstwa HBsAg z niewykrywalnym
HBV DNA lub zakazenia ukrytego [19, 20].

Markery zakazenia HBV badane
przegladowo u krwiodawcow

HBsAg

Pierwszym serologicznym markerem zaka-
zenia HBV, wykrywalnym metodami immunolo-
gicznymi, jest antygen HBs. Detekcja HBsAg we
krwi przy uzyciu powszechnie stosowanych testow
o czutosSci 0,05-0,5 IU/ml jest mozliwa od okolo
4. tygodnia (2.-10. tydz.) po zakazeniu [15]. Kore-
litz 1 wsp. oszacowali, ze w zakazeniu ostrym, ktore
ulega ograniczeniu, HBsAg jest wykrywany Sred-
nio przez 63 dni. Spadek stezenia HBsAg nastepuje
miedzy innymi w wyniku neutralizujacego dziatania
przeciwcial anty-HBs [14, 22]. Wystepowanie an-
tygenu HBs w fazie ostrej 1 przewleklej zakazenia
sprawia, ze jest on najwazniejszym markerem sero-
logicznym z punktu widzenia zar6wno diagnostyKki,
jak 1 transfuzjologii. Zgodnie z zaleceniami Rady
Europy testy przegladowe muszg wykrywac we
krwi co najmniej 0,13 IU HBsAg/ml [7]. Czulo$¢
analityczna testu HBsAg weryfikowana jest na
podstawie badania paneli miedzynarodowych (IS,
International Standard; PEL, Paul Ehrlich-Institut).
Przeprowadzona przez Scheiblauera i wsp. analiza
70 testow HBsAg wykazala, ze tylko 23/51 testow
immunoenzymatycznych (EIA, enzyme immuno-
assay) 10/17 testow szybkich cechowalo sie czuto$-
ciag < 0,13 IU/ml w badaniu PEI HBsAg Standard
subtyp ad. Ponadto badanie panelu najczeScie]
wystepujacych genotypow HBV (A-F) wskazalo, ze
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czulo$¢ testow byla rozna w stosunku do poszcze-
gblnych genotypow. Az 6 sposrod 23 ocenianych
testow wykrywajacych 0,13 IU HBsAg PEI/ml
wykazywalo sie nizszg czuloScia w stosunku do
2 lub wiecej badanych genotypow. Scheiblauer
1 wsp. wykazali rowniez, ze czulo§¢ testow HBsAg
moze by¢ r6zna w stosunku do mutantow HBV.
Znane sa mutacje w genomie HBV skutkujace
zmianami aminokwasowymi, np. M133L, P105R,
T131L, Q101H, S143L, ktére powoduja, ze HBsAg
jest niewykrywalny w teScie rowniez cechujacym
sie czuloscia < 0,13 IU/ml lub prawdopodobien-
stwo jego wykrycia jest nizsze niz IS [23]. W celu
mozliwo§ci wykrycia jak najwiekszej liczby form
polimorficznych HBV wybor testu przeglagdowego
powinien zatem by¢ poprzedzony analizg czuloSci
testu wzgledem jak najwiekszej liczby mutantow
HBV. W latach 2017 1 2018 opisano nowe metody
immunoenzymatyczne o czulo$ci 0,0005-0,005 IU
HBsAg/ml. Deguchi i wsp. oraz Shinkai i wsp.
wskazuja, ze najnowsze testy HBsAg pozwalajg
wykry¢ wiremie z efektywnoScig zblizona do te-
stow NAT. Dotychczas nie oceniono jednak ich
skuteczno$ci w krwiodawstwie [24, 25].

anty-HBc

Waznym markerem diagnostycznym zakaze-
nia HBV sa przeciwciata (anty-HBc) skierowane
przeciw antygenowi rdzeniowemu wirusa (HBcAg).
Anty-HBc pojawiaja sie 1-2 tygodnie po HBsAg,
poczatkowo sa to przeciwciala klasy IgM. Na-
stepnie wykrywane sg przeciwciala o tej samej
swoisto$ci, nalezace do klasy IgG. Przeciwciata
IgG sa uwazane za trwaty marker zakazenia. Anty-
-HBc klasy IgM utrzymuja sie przez 2—6 miesiecy
w ostrej fazie zakazenia i przez jej diuzszy czas ich
stezenie jest wysokie [4]. Anty-HBc IgM moga sie
rowniez pojawi¢ u osob przewlekle zakazonych
w fazach zaostrzenia WZW B, jednak wowczas ich
stezenie jest nizsze niz w ostrej fazie zakazenia
[4, 15]. W piorunujacym zapaleniu watroby typu
B, przy wzmozonej odpowiedzi immunologicznej,
eliminujgcej hepatocyty z namnazanym HBV, prze-
ciwciata anty-HBc klasy IgM moga by¢ jedynym
wykrywanym markerem serologicznym zakazenia.
Obserwowane sa rowniez zakazenia, w ktorych nie
wykrywa sie anty-HBc [26, 27].

Badanie anty-HBc jako badanie przegladowe
u krwiodawcow wykonywane jest w niektorych
krajach, gléwnie o niskiej endemicznosci. Przy-
czyny rzadkiego wykorzystywania tego badania
to niska swoistoS¢ testow, szacowana na 16-75%,
oraz trudnos$ci w interpretacji wynikow, spowodo-
wane brakiem testu potwierdzenia. Brak wyklu-
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czenia wyniku falszywie reaktywnego prowadzi
do niepotrzebnego odsuwania dawcoéw. W krajach
o wysokiej i Sredniej endemiczno$ci nie wykonuje
sie badan anty-HBc, gdyz liczba krwiodawcow
z wykrywanymi przeciwcialami anty-HBc bez
HBsAg w og6lnej populacji dawcow przekracza
5%. Dyskwalifikacja dawcow z wykrytym anty-HBc
prowadzilaby w tych regionach do zmniejszenia
dostepnosci krwi 1 jej sktadnikow [28].

Marker molekularny — HBV DNA

HBV DNA jest obecne we krwi w wiekszoS§ci
faz zakazenia przy zachodzacej w watrobie replikacji
wirusa [21, 29, 30]. Dzieki molekularnym testom
diagnostycznym opartym na technice amplifikacji
przez transkrypcje (TMA, transcription mediated
amplification) oraz technice tancuchowej reakcji poli-
merazy (PCR, polymerase chain reaction) o wysokiej
czulosci [95-procentowy limit detekcji (LOD, limit
of detection) ponizej 200 IU HBV DNA/ml osocza]
zakazenie HBV mozna wykry¢ nie tylko w fazach
HBsAg-dodatnich, ale rowniez HBsAg-ujemnych
(bez wykrywalnego HBsAg) — WP i OBI [31-34].
Za pomoca badan NAT mozliwa jest rowniez identy-
fikacja form polimorficznych HBV niewykrywalnych
w badaniu HBsAg, m.in. ze wzgledu na zmieniong
konformacje tego antygenu, wywolang przez tzw.
mutacje ucieczki [35]. Dyrektywa 2002/98/WE
Parlamentu Europejskiego 1 Rady nie naklada w kra-
jach UE obowiazku wykonywania badan HBV DNA
u krwiodawcow, sg one jednak rekomendowane przez
Rade Europy i wprowadzane w krajach zar6wno
o wysokiej, jak 1 niskiej endemiczno$ci, gdyz dzieki
identyfikacji zakazenia HBsAg-ujemnego zmniejsza
sie ryzyko TT-HBV [6, 7, 36].

HBV DNA we krwi we wczesnych
HBsAg-ujemnych fazach zakazenia

Sposérod obecnie dostepnych badan diagno-
stycznych HBV testy oparte na namnazaniu ma-
terialu genetycznego (PCR, TMA) umozliwiajg
identyfikacje zakazenia jeszcze przed wykryciem
HBsAg, tj. w tzw. I WP [14]. Tempo podwajania
liczby wirionéw HBV wynosi $rednio okolo 2,6
(2,2-15,2) dniaijest relatywnie niskie w porowna-
niu np. z ludzkim wirusem niedoboru odpornosci
(HIV, human immunodeficiency virus) czy wirusem
zapalenia watroby typu C (HCV, hepatitis C virus).
Wolne tempo namnazania HBV sprawia, ze okres
jaki musi mina¢, aby stezenie wirusa osiggnelo
poziom wykrywalno$ci metodami diagnostycznymi
we krwi, jest relatywnie dtugi [2]. Prawdopodo-
bienstwo wykrycia HBV DNA w I WP zalezy zatem
od czulo$ci testu [29]. Przy uzyciu metody NAT

o czulo$ci 3,4 IU/ml material genetyczny HBV
mozna wykryé nawet 3 tygodnie przed antygenem
HBs, jeSli badanie antygenu HBs wykonywane
jest za pomoca testu o czulo$ci nie mniejszej niz
0,13 IU/ml [37]. Wykrycie HBsAg po okoto 4 tygo-
dniach namnazania wirusa, tj. kiedy stezenie HBV
DNA przekracza 3 X 102 IU/ml, oznacza koniec
okna serologicznego [38, 39].

U os6b, u ktorych nastepuje samoogranicza-
nie zakazenia ostrego, Srednio po 2 miesigcach
obecnoSci HBsAg we krwi, stezenie DNA ulega
zmniejszeniu o polowe co 1,6 (0,9-6,3) dnia [13].
Proces redukcji wiremii wigze sie z serokonwer-
sja w uktadach HBe i HBs (produkcja przeciwcial
anty-HBe i1 anty-HBs) oraz neutralizacja czastek
zawierajacych HBsAg [15]. Efektywne ogranicza-
nie zakazenia zachodzi przez trwajace okoto 10 dni
II WP, w ktorym przy stezeniu HBV DNA ponize;j
103 IU/ml i obecnych przeciwcialach anty-HBc obu
klas antygen HBs jest niewykrywalny. Vermeulen
1 wsp. oszacowali za pomocg modelowania mate-
matycznego, ze przy wykorzystaniu badania NAT
o czulo$ci 3,4 IU/ml (95% LOD) material gene-
tyczny wirusa powinien by¢ wykrywany przez 8,7
sposrod 10 dni IT WP [14].

HBV DNA w zakazeniu ukrytym

Zakazenie ukryte (OBI) to forma zakazenia
charakteryzujaca sie obecno$cia replikacyjnie aktyw-
nego HBV DNA w watrobie, czemu towarzyszy obec-
no$¢ lub brak HBV DNA we krwi obwodowej u oséb
z niewykrywalnym HBsAg, niezaleznie od obecnosci
anty-HBc i/lub anty-HBs [40, 41]. W przypadku
OBI stezenie HBV DNA we krwi moze sie zmie-
niaé, co skutkuje naprzemienng detekcja DNA-emii
1jej brakiem co kilka tygodni/miesiecy/lat [42—-44].
W wiekszosci zidentyfikowanych zakazen ukrytych
DNA-emia we krwi nie przekracza 200 IU/ml. Ana-
lizujac markery serologiczne w OBI, stwierdzono,
ze W co najmniej 80% przypadkow tego zakazenia
obecne sg anty-HBc i/lub anty-HBs (tzw. serododat-
nie OBI), aw 1-20% przypadkoéw przeciwciala nie sg
wykrywalne (tzw. seroujemne OBI) [40, 41]. W ponad
90% serododatnich OBI wykrywalne sa przeciwciala
anty-HBc z lub bez anty-HBs. W pozostatych kilku
procentach serododatnich OBI wykrywalne sg prze-
ciwciala anty-HBs bez anty-HBc — s3 to tzw. OBI
z obecnym tylko anty-HBs [34].

Ryzyko przeniesienia HBV przez
transfuzje 1 metody jego ograniczania

Szacuje sie, ze do 1970 roku na Swiecie za-
kazenie przez skiadnik krwi nastapilo u okoto
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6% 0soOb poddawanych wielu transfuzjom. Wpro-
wadzenie dyskwalifikacji kandydatow na daw-
cow oraz dawcow, ktorzy zglosili w ankiecie
poprzedzajacej donacje lub podczas wywiadu
lekarskiego przebycie WZW B badz zachowania
1 okoliczno$ci zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem
zakazenia, oraz zastosowanie badan przeglado-
wych HBsAg spowodowaly zmniejszenie ryzy-
ka TT-HBV do 0,6-2,22/mIn donacji w krajach
o niskiej endemiczno$ci oraz do 22,9-45,5/mln
donacji w krajach o wysokiej endemiczno$ci [10].
Przy wprowadzeniu dodatkowo przegladowych
badan HBV DNA szacuje sie, ze pozostajace
ryzyko resztkowe TT-HBYV jest kilkukrotnie niz-
sze: w granicach 0,13-0,6/mln donacji w krajach
o niskiej endemiczno$ci i ponad 100/mln donacji
w krajach o wysokiej endemicznos$ci. Dotychczas
wykazano, ze ryzyko TT-HBV zalezy od sytuacji
epidemiologicznej wsrdd dawcow, czutosci badan
przegladowych i zastosowanych modeli matema-
tycznych do szacowania ryzyka [10, 28]. Ostat-
nie analizy OBI wskazuja, ze czestos¢ TT-HBV
w Polsce znacznie przekracza warto$¢ 0,6/mln
donacji i jest jedng z wyzszych na $wiecie [10].

Badania przegladowe w kierunku HBV
u krwiodawcow w Polsce
w latach 2005-2020

W latach 2005-2020 identyfikacji zakazen HBV
u krwiodawcow w Polsce dokonywano na podstawie
wyniku prowadzonych w CKiK badan przeglado-
wych HBsAg i HBV DNA. Badania przegladowe
realizowano zgodnie z zaleceniami Instytutu He-
matologii 1 Transfuzjologii (IHiT) w Warszawie, opi-
sywanymi szczegolowo od 2006 roku w kolejnych
wersjach Medycznych zasad pobierania kywi, oddzie-
lania jej skladnikow 1 wydawania, obowigzujgcych
w jednostkach organizacyjnych publicznej stuzby
krwi oraz w Obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia
9 czerwea 2017 r. w sprawie wymagan dobrej prak-
tyki pobierania krwi i jej skladnikow, badania, pre-
paratyki, przechowywania, wydawania i transportu
dla jednostek organizacyjnych publicznej stuzby krwi
wraz z pOzniejszymi zmianami [45-48]. HBsAg
badano zawsze w pojedynczej donacji,a HBV DNA
w pojedynczej donacji lub puli powstalej po zlaniu
rownych porcji osocza z n probek dawcow (n = 24
lub 8, lub 6, lub 4).

Badania przegladowe HBsAg

W latach 2005-2008 badania przegladowe
antygenu HBs wykonywano w pojedynczej donacji
testami immunoenzymatycznymi: Hepanostica
Uniform II (BioMerioux, Lyon, Francja) lub EIA
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System 3 (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, NJ,
USA). Od roku 2007 zastepowano je sukcesywnie
testami chemiluminescencyjnymi (CMIA, chemi-
luminescent microparticle immunoassay) Architect
HBsAg Qualitative lub Quantitative (Abbott Diag-
nostics, Niemcy), od 2010 rowniez Vitros HBsAg
ES (Ortho Clinical Diagnostics Inc., NJ, USA). Od
2017 roku CKiK zaczely zmienia¢ dotychczasowe
testy na oparty na metodzie elektrochemilumi-
nescencji (ECLIA, electrochemiluminescence immu-
noassay) Elecsys (Roche Diagnostics GmbH, Niem-
cy) oraz Monolisa HBsAg Ultra (Bio-Rad, Francja).
Zgodnie z rekomendacjami CKiK kupowaly testy
w przetargach 1 stosowaly je w roznych okresach
(ryc. 2). Wszystkie wykorzystywane testy cecho-
waly sie czulo$cig analityczna pozwalajaca wykryé
co najmniej 0,13 IU HBsAg serotypu ad PEl/ml.
Badania czuloSci klinicznej wykonane dla tych te-
stow przez Scheiblauera 1 wsp. wykazaly, ze byta
ona rozna dla genotypow A-F jednak we wszyst-
kich testach poza Ortho EIA System 3 pozwalala
wykry¢ 0,13 [U HBsAg/ml (ryc. 3). Test Ortho EIA
System 3 cechowal sie czulo$cig obnizong w sto-
sunku do genotypu B serotypow ayw1 oraz adw2,
niepozwalajaca wykry¢ 0,13 IU HBsAg/ml w dwoch
badanych probkach. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
test Ortho, podobnie jak pozostale wymienione,
wykryl zakazenie we wszystkich 146 HBsAg-
-dodatnich prébkach panelu genotypow, w tym
12 B/adw2 i 17 B/ayw1 oraz formy polimorficzne
zmutacjamiM133L (0,21 1U/ml), P105R (0,22 IU/ml),
T131L (0,36 1U/ml), Q101H (72 1U/ml), S143L
(> 8000 IU/ml) [23].

Od roku 2005 w polskim krwiodawstwie
wykonuje sie obowiazkowe badania HBV DNA.
Zmiany metodyki badan przegladowych HBsAg
w latach 2005-2020 przedstawia rycina 2, a HBV
DNA— rycina 4. Wprowadzone algorytmy badan
przegladowych 1 potwierdzajacych zakazenie HBV
wykorzystujg metody zar6wno serologiczne, jak
1 molekularne.

Po uzyskaniu wyniku reaktywnego HBsAg
w badaniu przegladowym probke oznaczano jako
wstepnie reaktywna (IR, initial reactive) 1 zgodnie
z obowigzujacym algorytmem badanie powtarzano
dwukrotnie w tej samej probce. JeSli wyniki obu
powtorzen byly ujemne, wynik IR uznawano za
biologicznie falszywie reaktywny (BFR, biological
false reactive) i jesli nie wykryto HBV DNA w ba-
daniu przegladowym, donacja taka mogta zostac
wykorzystana do celéw leczniczych. Otrzymanie
co najmniej dwoch wynikow reaktywnych na trzy
wykonane badania HBsAg oznaczalo, ze uzyskano
wynik powtarzalnie reaktywny; w konsekwencji
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Rycina 3. Czutos¢ kliniczna testow HBsAg stosowanych

taka donacja nie mogta zosta¢ wykorzystana do
celéw klinicznych. W tej sytuacji uruchamiano
procedure potwierdzenia (test neutralizacji i/lub
badanie indywidualnej donacji na obecno$s¢ HBV
DNA). Dodatni wynik testu potwierdzenia uwierzy-
telnial obecno$¢ antygenu HBs w badanej probce.

Badanie przegladowe HBV DNA

Badania HBV DNA wykonywano w CKiK
wedlug dwoch alternatywnych strategii: w indy-
widualnej donacji (ID, individual donation) lub
w minipulach (MP) powstalych przez zlanie porcji
osocza z 24 (MP24) lub 8 (MP8), lub 6 (MP6), lub
4 (MP4) donacji.

W niniejszym artykule czulo$¢ stosowanych
testow NAT oraz czulo§¢ formatu badan (IDT/
/puli) dla wykrycia zakazenia w osoczu dawcy — po
uwzglednieniu rozcienczenia przez donacje wcho-
dzace w sktad puli — przedstawiono jako 95% LoD.

Badania pojedynczych donacji wykonywano
testami TMA, a w pulach — testami PCR 1 TMA
(ryc. 4). Badanie w pulach z 24 donacji byto wyko-

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine

w CKiK w latach 2005-2020 [23]

nywane przy uzyciu testu Ampliscreen HBV, ktory
wykrywat tylko HBV DNA. Pozostale testy byly
typu multipleks, tzn. wykrywaly jednoczes$nie trzy
wirusy (HBV, HCV i HIV) 1 w celu okreSlenia, ktory
wirus zostal wykryty, wszystkie — poza Tagscreen
MPXv2 i cobas MPX (wskazujacymi wykrytego wi-
rusa) — wymagaty wykonania dodatkowych badan
roznicujacych (tab. 1).

Wyboru testow 1 systemow badan dokonywaty
CKiK w procedurach przetargowych, opierajac sie
na wytycznych zalecajacych od 2011 roku wykry-
wanie 24 [U HBV DNA/ml w donacji [47-48].

W latach 2005-2020 czulo§¢ testow opartych
na PCR wzroslta z 4,4 do 1,4 IU/ml, a czuloS$¢ badan
(czulo$¢ dla donacji wchodzacej w skiad puli) ze
105,6 do 8,4 IU/ml. Wzrost czuloSci badania wyko-
rzystujacego PCR w 2007 roku wynikat zaréwno ze
zmiany testu z Ampliscreen HBV (95% LOD 4,4
IU/ml) na Tagscreen MPXv1 (3,8 IU/ml), jak i ze
zmniejszenia wielkoSci badanej puli ze zlozonej
z 24 donacji na ztozona z 6 donacji. W kolejnych la-
tach wzrost czutosci badan wykonywanych w MP6,
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Rycina 4. Metodyka badan przegladowych HBV DNA stosowana w polskim krwiodawstwie w latach 2005-2020
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2 opartych na PCR, wynikat z wyzszych czutoSci ko-
g lejnych wersji testu MPX. Czulo§¢ testow opartych
9 N - o ole o ‘?«_w Mmoo g na TMA zmieniala sie w zakresie 2,1-10,4 IU/ml,
2 S29959/239 gl S99/s, a badan wykonywanych ta metoda w pulach —
8 g' Bl &S é'w é SIS 16,8-17,2 IU/ml. Zmiany czulo§ci badah wyko-
I} 222¢23I228¢.2¢8°.8 g% rzystujagcych TMA byly mniejsze niz badan wyko-
za rzystujacych PCR, gdyz do roku 2011 badania ta
g g metoda prowadzono tylko w pojedynczej donacji,
> > > |5E :
22 = EiS a od 2011 roku spelniano wytyczne, aby stosowany
= € 3T T §§ format badania zapewnial wykrycie 24 IU HBV
o > == oy v .
& 2 oo o = DNA obecnego w 1 ml donacji.
.§ é ££ £ |33 Przez caly okres 2005-2020 w niektérych
S |E § - = = >\§ CKiK (ryc. 4) uzywano testow wyprodukowanych
S |3 A E E g £° przez Gen-Probe Incorporated (San Diego, USA),
h e oo o |23 wykorzystujacych metode TMA (poczatkowo Test
=3 k) € %) S 3 =) 2 . . .o .
© |8y g X<g<g| SSg= g3 Procleix Ultrio Assay, a nastepnie jego kolejne wer-
N [XX.E zZ L =2 =2 0o 0Z o Z|%E . . . .
5 |SE¢% |2 898085 E0ED| s sje: Test Procleix Ultrio Plus Assay, Test Procleix
£ |9%8Y B@3a@me>>SBo@ i} Ultrio Elite Assay); w innych centrach stosowano
©® 232 |[ISIIDNNTI~NTIZE . .
2 € tylko testy oparte na metodzie PCR (Ampliscreen
= {i g <3 HBV) oraz real-time PCR (PCR w czasie rzeczy-
= o 8 g3 wistym) (Tagscreen MPX v.1, Tagscreen MPX v.2
.— .(E E o ’ ’
7 F] E o cobas MPX) firmy Roche Molecular Systems (South
L;) S :§ \:: gé Branchburg, USA). Cze$¢ CKiK pracowato zamien-
= |5 = 3 Ef_é nie na testach opartych na TMA i PCR.
% % o 2 $% W latach 2005-2006 badania przegladowe
T |28 % T 3 S- HBV DNA u dawcéw prowadzono w pulach oso-
% }E 'Q% L g L. =@ §<Zf cza otrzymywanych po polaczeniu porcji probek
S |82 w2 =o © |BO pobranych od 24 dawcow lub w pojedynczych
9 |foF | £ & - oz . .
E 3 z 2 |= RS ;,é ié = E |2z donacjach. Od roku 2007 badania w MP24 suk-
S |5 ‘§§ 2s2¢g ) £ 8 ) % g =3 cesywnie zastepowano badaniem w pojedyn-
3|28 [&nNN E558Ex 3 czych donacjach (czuto$§é¢ badania 10,4 IU/ml
g éﬁ 3 i % % E 2 z :\(. E 2 5 féé — t“es\tN Ultrio) 31111{b W p'ulach .tvxh(;rz/opyc}ll z 1\(/3{ 1512(2
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¥ - 53 . .
Z h — 8% na MP6 1 testow z Ampliscreen na Tagscreen
V] © o — < ;4;‘ . . s . .
2 |5 | E R g% MPXv1 nastapila zmiana czuloSci badania dla
< 852 < R £3 donacji z 105,6 IU/ml na 22,8 IU/ml. Od 2011 roku
=z 8= — £2 . ’ . .
g ‘% gg g T I % R @2 test Ultrio zastepowano wersja Ultrio Plus,
& |Us3 |- GO|N = N = - %3 charakteryzujaca sie wyzsza czuloScia (95%
< 3 LOD 2,1 TU/ml). W latach 2012-2014 proébki
2 ‘g’ < ﬁé dawcow z czterech CKiK badane byly w puli z 8
315 SRR Lk Q '5 x §§ donacji testem Ultrio Plus (czulo$§¢ dla donacji
= | ==222382E=2=22= _§§ 16,8 IU/ml). Od 2014 roku producent w mate-
qg’_ 18 §§ riatach informacyjnych testu Ultrio Plus zaczat
c |853F < < z2 podawal nieznacznie nizsza czulo§¢ w porow-
© SeXE e o o3 . L, . L. .
T [RYhS|Teme|ng—~m |gg naniu z warto$cia wskazywana wcze$niej (3,4
: - T g vs. 2, ml). roku test Tagscreen
o |(YEesy o Ny 2,1 TU/ml). Od 2012 roku test T
= & :;?:«fj MPXv1 zaczeto zastepowacé testem Tagscreen
21 _ E MPXv2, co spowodowalo zwiekszenie czulo-
£ g_.g ‘% < o ’ﬂg © §§ §ci badania pojedynczej donacji z 22,8 1U/ml
S |s8% [TFXX |s= 2 T E do 13,8 IU/ml. Nastepnie, od 2018 roku, test
2552 |§=2=2x|2 23 e T MPXv2 b
o |3 8.3 $ccils Sy g g 3 agscreen v zaste;powanp testem cobas
< |3 s8 |B¢gv¢ % = L;i Eo u_; @9 MPX (zwiekszenie czutoSci badania z 13,8 IU/ml do
3 453 |EEgsts: = i 8,4 TU/ml). Od roku 2014 test Ultrio Plus zaste-
K #sa |[<R®RU5355 35 33 powany byt testem Ultrio Elite (czuto$é 4,3 U/
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Badania wykonywane

I:l Badania
w CKiK przegladowe

Objasnienia skrétéw znajduja sie w tekscie

I:I Weryfikacja, | etap

MP24 — badanie w puli z 24 donacji, MP6 — badanie puli z 6 donacji, IDT — badanie pojedynczej donacji, ID — pojedyncza donacja, LOD — limit detekgji

|:| Weryfikacja, Il etap w IHIiT

Rycina 5. Postepowanie po otrzymaniu reaktywnego wyniku badania przegladowego HBV DNA — PCR; *czuto$¢

wedtug instrukc;ji testu

ml). Od 2017 roku pojedyncze CKiK prowadzity
badania testem Ultrio Elite w pulach z 4 donacji
(czuto§¢ 17,2 IU/ml). Zmiany czulo$ci wykrywa-
nia HBV DNA w trakcie badan przegladowych
przedstawiono w tabeli 11 na rycinie 4.

W przypadku uzyskania wyniku reaktywnego
NAT dla donacji bez wykrytego HBsAg na terenie
CKiK oraz w IHiT realizowano postepowanie, ktore
mialo na celu potwierdzenie lub wykluczenie zaka-
zenia w probce reaktywnej. Procedury te zostaly
opisane w dalszej czeSci opracowania.

Postepowanie w CKiK i w IHiT
po uzyskaniu wyniku reaktywnego
badania przegladowego HBV DNA

dla donacji HBsAg-ujemnej

W przypadku uzyskania reaktywnego wy-
niku NAT (HBV DNA lub multipleks) zar6wno
dla puli, jak i dla pojedynczej donacji stosowano
odpowiednie algorytmy w celu potwierdzenia
tego wyniku. Kazdy wynik reaktywny badania
NAT uzyskany dla pojedynczej donacji w CKiK
(I etap weryfikacji) byt nastepnie weryfikowany
w IHiT (Il etap weryfikacji) w osoczu donacji
przesytanym z CKiK. Algorytm realizowany
w CKiK ulegal zmianie w analizowanym oKkresie

1 byt $ciS§le powigzany ze sposobem prowadzenia
badania przegladowego (ryc. 5, 6, tab. 1).

Weryfikacja I etap w RCKiK

W przypadku testow Ampliscreen HBV, ktory-
mi badano pule osocza zlane od 24 dawcow, nalezalo
w drodze badania tzw. subpuli (MP6), a nastepnie
pojedynczych donacji zidentyfikowac donacje dawcy
zakazonego HBV. Do IHiT przesylano osocze do-
nacji z wynikiem: HBV DNA reaktywny (a, ryc. 5).

Po uzyskaniu reaktywnego wyniku multi-
pleks w badaniach opartych na PCR w puli zlozonej
z 6 donacji (MP6) w testach Tagscreen MPX, Tags-
creen MPXv2 i cobas MPX nalezalo zidentyfikowaé
donacje/donacje dodatnig/dodatnie wywolujaca/
/wywolujace wynik reaktywny MP6 (b i b’, ryc. 5).
Wszystkie testy MPX byly typu multipleks, ale tylko te-
sty Tagscreen MPXv2 i cobas MPX wskazywaty, ktory
wirus zostal wykryty. Po badaniu szeSciu ID testami
Tagscreen MPXv2 1 cobas MPX do IHiT przesytano
osocze donacji z wynikiem HBV DNA reaktywny
(', ryc. 5). Test Tagscreen MPXv1 nie identyfikowat
wykrytego wirusa, co wymagato wykonania w IHiT
badania roznicujacego dla przystanej z RCKiK probki
z wynikiem multiplex reaktywny (b, ryc. 5).

Z kolei po uzyskaniu reaktywnego wyniku
multipleks w badaniach opartych na TMA:
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Multipleks 16,8
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Wynik reaktywny Wynik reaktywny Wynlk reaktywnyl
dHBV
JHBY Ultrio (ID) dHBV 25
Manualnie: 8,5 Ultrio (ID) dHCV dHCV
Aparat: 11
*Plus: 2,5 dHIV dHIV
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Wynik Ultrio  Wynik Ultrio Wynik dHBV
lub dHBV reaktywny i dHBV reaktywny
l niereaktywny l
A 4

HBV DNA (95% LOD < 5 1U/ml)

Badania uzupetniajace markeréw serologicznych zakazenia HBV (anty-HBc total i IgM, anty-HBs)

Badania

Badania wykonywane
przegladowe

w CKiK

]

I:I Weryfikacja, | etap

|:| Weryfikacja, Il etap w [HIT

— wteScie Ultrio HCV/HBV/HIV wykonywanym

w donacji pojedynczej w latach 2005-2007
nalezalo przeprowadzi¢ testy roznicujace HBV
DNA, RNA HIV 1 RNA HCYV, stuzace do identy-
fikacji wykrytego wirusa. Do identyfikacji HBV
wykorzystywano test roznicujacy dHBV. Do IHiT
przesylano osocze donacji z wynikiem Ultrio reak-
tywny, bez wzgledu na to, czy wynik testu dHBV
byt reaktywny, czy tez nie. Wyjatek stanowily
probki, w ktorych w testach roznicujacych wy-
kryto RNA HCV 1/lub RNA HIV, a nie wykryto
HBV — tych nie przesytano do IHiT w celu
weryfikacji HBV (g, ryc. 6). Takie postepowanie

Rycina 6. Postepowanie po otrzymaniu reaktywnego wyniku badania przegladowego HBVY DNA — TMA

nalezalo przeprowadzi¢ badanie indywidualne
wszystkich donacji tworzacych pule reaktyw-
ng testem Ultrio Plus/Elite HCV/HBV/HIY,
a nastepnie zbadac reaktywng donacje testem
roznicujacym. Do IHiT przesytano osocze do-
nacji z wynikiem dHBV reaktywny (c, ryc. 6).

Weryfikacja II etap w IHiT

Badania weryfikacyjne (potwierdzajace) za-

wsze prowadzono w IHiT w materiale biologicznym
z nieotwieranej wczesniej probki lub pojemnika
z osoczem (tab. 1, ryc. 5, 6). Badaniami obejmo-
wano donacje reaktywne zidentyfikowane w CKiK:

wiazalo sie z faktem, ze test Ultrio byl bardziej a) wIDT w testach:

czuly niz test dHBV, a wiremie HBV moga by¢ — Ultrio (a, ryc. 6) niezaleznie od wyniku badania
bardzo niskie (ponizej czutosci testu dHBV); roznicujacego;

w teScie Ultrio HCV/HBV/HIV w latach 2008- — Ultrio Plus lub Elite, ale wytgcznie w przypadku
—2011 (od 2011 roku Ultrio Plus, od 2014 uzyskania reaktywnego wyniku powtornego ba-
roku Ultrio Elite) w badaniach pojedynczej dania testem multipleks (przegladowym) i/lub
donacji nalezalo wykonac z tej samej probki 5 testem roznicujacym (b, ryc. 6);

oznaczen: 2 powtorzenia testu multipleks oraz b) po rozpulowaniu badanych minipul testami:

3 pojedyncze testy roznicujace w kierunku
kazdego z badanych wirusow: dHBV, dHCYV,
dHIV. Do IHiT przesytano osocze donacji
z wynikiem min. 2 Ultrio reaktywny i/lub min.
1 Ultrio 1 dHBV reaktywny (b, ryc. 6);

w teScie Ultrio Plus/Elite HCV/HBV/
/HIV wykonywanym w pulach z 8 i 4 donacji

Ampliscreen MP24 (a, ryc. 5);

Taqscreen MPXv1 (b, ryc. 5), Tagscreen
MPXv2 oraz cobas MPX (b’, ryc. 5) MP6;
Ultrio Plus MPS8 (c, ryc. 6), Ultrio Elite MP4.
Badania weryfikacyjne zakazenia HBV w IHiT

obejmowaty badanie HBV DNA testami o czutoSci
< 5 IU/ml (Ampliscreen HBYV, Ultrio Plus, Ultrio

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 69



Journal of Transfusion Medicine 2021, tom 14, nr 2

Elite, GFE Blut, Niemcy) oraz markeréw serolo-
gicznych anty-HBc total, anty-HBc IgM 1 anty-
-HBs (Architect, Abbott Diagnostics, Niemcy).
Stwierdzenie obecno§ci poszczegolnych markerow
w donacji, dla ktorej w CKiK otrzymano wynik
reaktywny, pozwalalo na okreSlenie fazy zakaze-
nia dawcy (I, I WP lub OBI) i zamieszczenie tych
informacji na sprawozdaniu wynikow badania.
Wyniki badan byly przekazywane dawcy lacznie
ze skierowaniem do lekarza pierwszego kontaktu.

Stan obecny i perspektywy badan
przegladowych HBV u krwiodawcow

W krwiodawstwie przegladowe badania HBsAg
prowadzone s od lat 70. XX wieku, a ich wykony-
wanie w 2016 roku raportowalo do Swiatowej Or-
ganizacji Zdrowia 44/46 krajow w Europie 1 176/180
krajow na Swiecie [1].

0Od 1999 roku w kolejnych czeSciach Swia-
ta do panelu rutynowych badan dolgczane jest
badanie HBV DNA [1, 49]. W 2016 roku byto
ono wykonywane w krajach: Europy (n = 22),
Ameryki Poinocnej 1 Potudniowej (n = 4), Afryki
(n = 2), Bliskiego Wschodu (n = 5), Zachodniego
Pacyfiku (n = 7) oraz potudniowo-wschodniej
Azji (n = 2). Podobnie jak w Polsce, o czym byta
mowa wczes$niej, przegladowe badania moleku-
larne opieraja sie na metodzie TMA lub PCR
1 wykonywane sa w pojedynczych donacjach lub
minipulach powstalych przez zlanie osocza z okre-
Slonej liczby probek [49]. Od 2017 roku Komisja
Europejska zaleca, aby w przypadku stosowania
przegladowych badan NAT, niezaleznie od przy-
jetych strategii, ich czulo$¢ umozliwiala wykrycie
w donacji przynajmniej 100 IU HBV DNA/ml [7].
W poszczegolnych krajach strategie badan: IDT
1 wielko$§¢ minipul (MP4-MP96) sg wybierane po
analizach epidemiologicznych, ekonomicznych
itp. 1 podawane w wewnetrznych regulacjach dla
krwiodawstwa [50, 51].

W krajach w przesztoSci borykajacych sie z epi-
demig HBV, w ktorych wprowadzono obowigzkowe
szczepienia noworodkow przeciw WZW B, obser-
wuje sie regularne spadki czesto$ci wykrywania za-
kazen HBsAg-dodatnich, czego nie odnotowano dla
zakazen ukrytych [52-55]. Analizy przegladowych
badan HBV DNA wskazaly, ze ich coraz wyzsza czu-
fo§¢ zwieksza mozliwos¢ wykrywania OBl 1w okre-
sie WP [53, 56, 57]. Z kolei badanie anty-HBc po-
zwala wykry¢ zarowno zakazenia HBsAg-dodatnie,
jak i anty-HBc-dodatnie OBI. Ze wzgledu na bardzo
niskie wiremie 1 zmiany ich poziomu w czasie
zakazenia ukrytego nie zawsze sa wykrywalne

w badaniu HBV DNA [9, 58]. W odniesieniu do
tych obserwacji trwaja dyskusje nad optymalnym
doborem panelu badan przegladowych w krwiodaw-
stwie. W Stanach Zjednoczonych stwierdzono wyz-
szg efektywno$¢ réwnoleglych badan: HBV DNA
w pulach z 16 donacji (czuto$c dla ID 68,8 IU/ml)
1 anty-HBc niz HBV DNA MP16 1 HBsAg [9].
Z kolei w RPA wykazano, ze samo badanie ID-NAT
oslaga wyzsza skuteczno§¢ w ograniczaniu ryzyka
przeniesienia wirusa HBV niz MP(6-16)-NAT acz-
nie z testami HBsAg i anty-HBc wykonywanymi
w kazdej indywidualnej donacji, a zwlaszcza w do-
nacjach dawcow wielokrotnych; porownywalng sku-
teczno$¢ stwierdzono w donacjach dawcow pierw-
szorazowych. Ponadto przedstawione w 2019 ro-
ku podczas konferencji Miedzynarodowego Stowa-
rzyszenia ds. Osocza i Frakcjonowania (IPFA, In-
ternational Plasma and Fractionation Association)
analizy z RPA wskazujg, ze skuteczno$¢ strategii
badan przegladowych zalezy gtownie od czuto$ci
testu, a wplyw epidemiologii regionu i zapadalnoS§ci
jest marginalny (wyklad dostepny na stronie IPFA
dla uczestnikow konferencji). Przytoczone prace
sugeruja jako wlaSciwe rézne strategie badan, co
wskazuje, ze niezbedne jest wykonanie indywidu-
alnej analizy dla Polski.

W naszym kraju, w celu okreslenia optymalne-
go panelu badan HBV u krwiodawcow, konieczne
jest przeprowadzenie analizy czesto$ci wykrywania
HBsAg i HBV DNA przy uzyciu dotychczas sto-
sowanych strategii z wyliczeniem pozostajacego
ryzyka TT-HBV oraz jego oszacowaniem dla do-
stepnych strategii, w tym z uwzglednieniem badan
anty-HBc. Bedzie to przedmiotem kolejnej pracy.
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Summary

The risk of hepatitis B virus (HBV) transmission through blood and blood components is
markedly reduced through serologic testing of each donation for the presence of HBV infection
markers. Testing for hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) is obligatory almost everywhere
in the world. Several countries have also implemented testing for antibodies to hepatitis B core
antigen (anti-HBc) and some perform HBV DNA tests, either in single donations or minipools
of up to 96 donations. In countries with obligatory hepatitis B vaccination, the incidence of
HBsAg-positive infections has been on the decline. Questions are therefore raised regarding
the choice of optimal strategies for blood donor screening.

In Poland, screening for hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) to identify HBV infected
donors was initiated in 1971. Pursuant to the guidelines of the Council of Europe, the analyti-
cal sensitivity of 0.13 IU/ml is required for a HBsAg screening test to detect a HBsAg-positive
infection. In 2005, HBV-DNA testing was added to the panel of screening tests for further
reduction of HBV transmission risk through blood and blood components.

The study presents the analysis of the HBsAg and HBV-DNA screening tests used in Poland
so far. The analysis is based on the author’s doctoral dissertation and the outcome may largely
contribute to the process of determining the effectiveness of the methods used up to date and to

development of an optimal panel of HBV screening tests for Polish blood donors.
Key words: hepatitis B virus (HBV), HBV screening tests, HBV-DNA, HBsAg

Introduction

Hepatitis B virus (HBV), responsible for
a wide spectrum of liver diseases ranging from
acute to chronic, is one of the most significant
clinical and epidemiological challenges worldwide
[1]. HBV is transmitted through blood, semen and
other body fluids of infected persons. Due to the
high infectivity of HBV transmitted through blood,
blood transfusion services worldwide are actively

J. Transf. Med. 2021; 14: 73-86

involved in controlling the risk of transfusion trans-
mitted HBV (TT-HBV). Blood from phases with
detectable antigen HBs (HBsAg) and the highest
viral load characteristic of symptomatic hepatitis
B has been found the most infectious. However,
TT-HBV may also occur through blood from phases
with no detectable HBsAg — usually with lower
viral load and asymptomatic course [2]. The first
method of reducing the risk of TT-HBV is the
qualification of the blood donor (based on medical
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history and physical examination). As many as 2/3
of infected people are asymptomatic or present
non-specific symptoms, so despite donor qualifica-
tion procedures, HBV is still a serious risk factor
for transfusion-related adverse reactions. In the
recent years, development of pathogen inactiva-
tion methods has become increasingly significant.
Unfortunately they are not fully effective and the
accessibility is limited [3, 4].

To minimize the transfusion-related risk of
HBYV transmission various HBsAg, HBV DNA and
anti-HBc screening tests are in use worldwide.
HBsAg screening tests are capable of detecting
acute and chronic infections though not in all pha-
ses and forms due to insufficient test sensitivity [5].
The obligation to test individual donations for HB-
sAg is imposed by Directive 2002/98/EC defining
the quality and safety standards for the collection,
testing, preparation, storage and issue of human
blood and blood components. The test is also
recommended by the Council of Europe [6, 7].
On the other hand, HBV DNA screening tests
implemented in 2002 identify not only HBsAg-
-positive phases (with detectable HBsAg) but also
HBsAg-negative phases (with undetectable HB-
sAg). Nucleid Acid Testing (NAT) for HBV is used
by 40 countries worldwide and various strategies
are employed ranging from single donation testing
(IDT) to mini-pool tests of 96 donations (MP96)
[8]. In several European countries as well as in the
USA and Japan, each donation is also screened for
anti-HBc — a marker of ongoing and past infection.

Better quality and availability of tests as well
as possibility of identifying various infection sta-
ges triggered discussions on the optimal choice
of screening tests (markers and algorithms) for
detection of the largest possible number of infec-
ted donors [9, 10] while availability of blood for
transfusion is ensured i.e. by not deferring people
whose blood does not transmit the virus.

Before joining the discussion, we decided to
first summarize and present the algorithms used
so far for HBV-DNA testing in Polish Blood Trans-
fusion Centers (BTC).

HBYV infection markers
— course of infection

HBYV infection is a dynamic process. The
course of HBV infection and its markers depend
on viral load and immune response (Fig. 1) [11].
In a couple of weeks following the eclipse phase
the HBV markers appear in blood in the same
sequence regardless of the course of infection
(asymptomatic, acute or chronic) [12]. During the

first weeks after exposure the virus replicates and
intensive protein expression occurs (increment of
hepatitis viral load in liver) as demonstrated by
higher HBV-DNA and HBsAg levels in blood. The
period of time between infection and reliable test
detection is called the I window period (WP 1)
[13, 14]. From the 6th week onwards, anti-HBc
antibodies are detected: first IgM, then IgG. High
IgM anti-HBc antibody concentration persists for
2-6 months and is characteristic of acute infection
[15]. Acute viral hepatitis may present with eleva-
ted level of aminotransferase (ALT), jaundice and
flu-like symptoms [16].

If the acute-phase infection is self-limiting,
HBsAg is no longer detectable in blood within
6 months and clinical symptoms (including he-
patitis), if previously observable, now disappear
while laboratory parameters (such as elevated
ALT level) become normal. One of the last periods
of self- limiting infection is the II Window Period
(II WP) when HBsAg concentration decreases to
undetectable values in the presence of anti-HBc
IgM antibodies and low levels of HBV DNA. HBV
DNA and HBeAg in blood are usually absent as
well. Detectable are antibodies to virus antigens:
anti-HBc with or without anti-HBe and anti-HBs
[14]. Persistence of HBsAg with no HBV DNA may
indicate self- limiting infection which was accom-
panied by integration of hepatitis virus S gene the
pre-S/S fragment into the host genome [17, 18].
On the other hand, the prolonged presence of HBV
DNA, at a level below 200 IU/ml, with undetectable
HBsAg with or without anti-HBc and/or anti-HBs
in blood is suggestive of incomplete control of the
immune system over virus replication i.e. trans-
ition to Occult Hepatitis B Infection (OBI) [17, 19].

In case of non self-limiting infection, HBsAg
and usually HBV DNA are detectable in blood for
> 6 months and the infection is chronic. HBsAg
and anti-HBc are detected for months/years while
HBV DNA and HBeAg are present depending on the
infection phase. Anti-HBe and anti-HBs antibodies
are undetectable and the infection is periodically
asymptomatic. Chronic as well as acute phase
infection may pass into inactive HBsAg carrier
state with undetectable HBV DNA or occult HBV
infection [19, 20].

Blood donor screening for HBV infection
markers

HBsAg testing

The HBs antigen (HBsAg) is the first serolo-
gical marker of HBV infection which is detectable
with immunological methods. With routine tests
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Figure 1. Course of HBV infection — | WP, Il WP and Occult HBV Infection (OBI) [14, 21])

(0.05-0.5 TU/ml sensitivity) HBsAg can be detected
in blood as of 4™ week of infection (2-10 weeks)
[15]. According to Korelitz, in acute self-limiting
infection HBsAg is detected for an average of
63 days. Decline of HBsAg concentration occurs,
among others, as a result of the neutralizing effect
of anti-HBs antibodies [14, 22]. The presence of
HBs antigen in the acute and chronic infection
phase positions it as the most important serological

marker both diagnostically and clinically. Following
the Council of Europe recommendations, screening
tests should detect at least 0.13 IU of HBsAg/ml
in blood [7]. The analytical sensitivity of the
HBsAg test is verified on the basis of the test of
international panels (International Standard, IS;
Paul Ehlrich-Institut, PEI). Scheiblauer’s analysis
of 70 HBsAg tests showed that only 23/51 EIA
tests and 0/17 rapid tests had the sensitivity of
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<0.13IU/mL in the PEI HBsAg Standard subtype
ad trial. Moreover, the examination of a panel of
the most common HBV genotypes (A-F) revealed
different sensitivity of the tests for each genotype.
As many as 6/23 tests detecting 0.13 IU HBsAg
PEI/ml had lower sensitivity in relation to 2 or
more tested genotypes. Scheiblauer also showed
that the sensitivity of HBsAg tests may be different
as regards HBV mutants. There are a number of
recognized HBV genome mutations that induce
amino acid changes, e.g. M133L, P105R, T131L,
Q101H, S143L. These render HBsAg undetectable
by tests of sensitivity < 0.13 IU/ml or reduce the
likelihood of detection as compared to standard
phenotype [23]. In order to detect the highest po-
ssible number of HBV polymorphs, the selection of
the screening test should therefore be preceded by
an analysis of the test sensitivity against as many
HBV polymorphs as possible. In 2017 and 2018,
new enzyme immunoassay methods were descri-
bed with sensitivity of 0.0005-0.005 IU HBsAg/ml.
The studies of Shinkai N. et al. and Deguchi M. et al.
demonstrate the most recent HBsAg tests to be
almost as effective for viremia detection as NAT
tests. Their effectiveness in blood transfusion has
not however been evaluated [24, 25].

anti-HBc

Antibodies to HBV core antigen (anti-HBc)
are important diagnostic markers of HBV infection.
During acute infection phase anti-HBc IgM and IgG
of the same specificity appear 1-2 weeks after the
presence of HBsAg. IgG antibodies which follow
IgM are considered persistent infection markers.
In the acute infection phase anti-HBc IgM persist
for 2-6 months- most of the time at high concentra-
tion and then wear off [4]. Anti-HBc IgM may also
appear in exacerbation stages of chronic infection
but at concentrations lower than in in the acute in-
fection phase [4, 15]. In fulminant hepatitis B cases
with enhanced immune response that eliminates
hepatocytes with multiplied HBV, anti-HBc IgM
may be the only detectable serological marker of
infection. There are also reports of infections in
which anti-HBc is not detected [26, 27].

In some countries, mostly with low endemicity
of HBYV, blood donors are screened for anti-HBc.
The test is not common mostly due to low specifi-
city (estimated at 16-75%), as well as difficulties
with interpretation of results for lack of confirma-
tion test. Failure to rule out false-reactive results
obviously must lead to donor loss. The anti-HBc
test is not used in countries with high and medium
endemicity of HBV where the number of anti-HBc

carriers with no HBsAg exceeds 5%. Deferral of
donors with anti-HBc would lead there to reduction
in the supply of blood and blood components [28].

DNA HBV — molecular marker

HBV DNA is detectable in blood during most
stages of infection when the virus replicates in the
liver [21, 29, 30]. Due to high sensitivity molecular
diagnostic tests (95% LOD below 200 IU DNA
HBV/ml of plasma) based either on techniques of
Transcription Mediated Amplification (TMA) or
polymerase chain reaction (PCR), the HBV infec-
tion can be detected not only in HBsAg-positive
phases but also in HBsAg-negative phases as WP
and OBI when HBsAg is undetectable [31-34].
NAT testing also identifies HBV polymorphic forms
undetectable in HBsAg testing due to antigen mu-
tant conformation caused by the so-called escape
mutations [35]. Directive 2002/98/EC poses no ob-
ligation on EU countries to test HBV DNA in blood
donors. However, such tests are recommended by
the Council of Europe and implemented both in
high- and low-endemic countries as they contribute
to minimizing the transfusion-transmitted HBV
(TT-HBV) risk by identifying cases of HBsAg-
-negative infection [6, 7, 36].

HBYV DNA in blood during the early
HBsAg-negative stages of infection

The currently available HBV diagnostic tests
based on NAT such as polymerase chain reaction
(PCR) and transcription mediated amplification
(TMA) enable identification of HBV infection
even before HBsAg appears, i.e. in the I sero-
logical window [14]. The HBV median doubling
time is about 2.6 days (2.2-15.2) and is relatively
slow as compared to e.g. HIV or HCV. The slow
rate of HBV multiplication implies relatively long
time for the viral load to reach levels detectab-
le with diagnostic methods [2]. The probability
of HBV DNA detection in the 1st WP depends
therefore on the sensitivity of the test [29]. The
NAT method (sensitivity of 3.4 IU/ml) allows for
detection of the genetic material of HBV as early
as 3 weeks before HBs antigen, provided the mi-
nimum sensitivity HBs antigen test is 0.13 IU/ml
[37]. Detection HBsAg after approximately 4 weeks
of viral multiplication, i.e. when HBV DNA con-
centration exceeds 3 X 102 IU/ml, marks the end
of the serological window phase [38, 39].

In self-limiting acute infections, after about
2 month presence of HBsAg in blood, the DNA
concentration is reduced by half every 1.6 (0.9-6.3)
days [13]. Reduction of viremia is associated with
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HBe and HBs seroconversion as well as neutrali-
zation of HBsAg particles [15]. Effective limitation
of infection involves a 10-day serological window II
during which HBs antigen is undetectable at HBV
DNA below 103 IU/ml and the presence of both
class anti-HBc antibodies. Using a mathematical
model, Vermeulen et al estimated that the genetic
material of the virus should be detectable with NAT
test (sensitivity of 3.4 IU/ml (95% LOD) during 8.7/
/of the 10 days of I WP [14].

HBYV DNA in occult HBV infection

Occult HBV infection (OBI) is a form of in-
fection characterized by HBV DNA replication in
the liver with or without HBV DNA detected in
peripheral blood of HBsAg-negative men with or
without other serologic markers of previous viral
exposure [40, 41]. HBV DNA blood levels in OBI
fluctuate, resulting in alternating presence or ab-
sence of DNA-emia every several weeks/months/
/years [42—44]. In most identified occult infections,
DNA-emia in blood did not exceed 200 IU/ml. Ana-
lysis of OBI serological markers revealed anti-HBc
and/or anti-HBs antibodies in at least 80% of cases
(the so-called seropositive OBI) and in 1-20% of
cases the antibodies were undetectable (the so-
-called seronegative OBI) [40, 41]. In over 90% of
seropositive OBI cases, anti-HBc antibodies were
detected either with or without anti-HBs. In the
remaining few percent of seropositive OBI cases,
anti-HBs antibodies are detectable with no anti-
-HBc. These are the so-called cases of “OBI with
only anti-HBs present” [34].

The risk of HBV transmission by
transfusion and methods of minimizing
the risk

By 1970 approximately 6% of world population
subjected to multiple transfusions of blood com-
ponents were found infected. The risk of TT-HBV
infection was reduced to 0.6-2.22/million donations
in low-endemic countries and up to 22.9-45.5/mil-
lion donations in high-endemic countries after im-
plementation of HBsAg screening and deferral for
donor candidates and donors who reported hepatitis
B in the pre-donation questionnaire and medical
interview or whose behavior suggested higher
infection risk [10]. With additional HBV DNA
tests, the residual risk of TT-HBV is estimated to
be several fold lower, within the range of 0.13-0.6/
/million donations in low-endemic countries and:
more than 100/mln in high-endemic countries.
The TT-HBYV risk has been found dependent on

the epidemiological situation among donors, the
sensitivity of screening tests and the mathematical
models used for risk estimation [10, 28]. The re-
cent OBI analyzes indicate that TT-HBV in Poland
significantly exceeds 0.6/million donations and is
one of the highest worldwide [10].

HBYV screening of Polish blood donors;
2005-2020

In the years 2005-2020, the identification of
HBYV infections in Polish blood donors was based on
HBsAg and HBV DNA screening tests performed
in public blood establishments (Blood Transfusion
Centers, BTC). The testing procedures followed
the IHTM recommendations specified in sub-
sequent versions of the “Medical Standards for
Collection, Preparation and Issue/Distribution of
blood and blood components in organizational units
of the public blood transfusion service” (published
since 2006) as well as the Decree of the Minister
of Health of June 9t 2017 as regards Requirements
of good manufacturing practice referring to collection,
testing, preparation, storage, issue and transport of
blood and blood components for organizational units
of the public blood transfusion service, as amended
[45-48]. HBsAg was always tested in single dona-
tions, while HBV DNA either in single donations or
equal volume plasma pools from “n” donor samples
(n=24o0r8or6or4).

HBsAg screening tests

In 2005-2008, HBs antigen screening was
performed in single donations with enzyme im-
munoassays: Hepanostica Uniform II (BioMerioux,
Lyon, France) or EIA System 3 (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, NJ, USA). Since 2007, these
assays were successively replaced by the che-
miluminescent assays (CMIA) Architect HBsAg
Qualitative or Quantitative (Abbott Diagnostics,
Germany), and since 2010 also Vitros HBsAg ES
(Ortho Clinical Diagnostics Inc., NJ, USA). Since
2017, blood transfusion centers (BTC) switched
to electrochemiluminescence method “ECLIA”
Elecsys (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
and Monolisa HBsAg Ultra (Bio-Rad, France).
Following recommendations, BTC purchased tests
in tender procedures and used different tests in
different time periods (Fig. 2). The analytical sens-
itivity of all tests allowed detection of at least 0.13
IU HBsAg IS/ml. Scheiblauer performed studies on
clinical sensitivity of HBsAg tests. The studies re-
vealed different sensitivity for the A-F genotypes.
All tests however, with the exception of Ortho EIA
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System 3, allowed detection of 0.13 IU HBsAg/ml
(Fig. 3). The sensitivity of Ortho EIA System 3 test
was lower in relation to genotype B of the ayw1 and
adw?2 serotypes and did not detect 0.13 TU HBsAg/ml
of these polymorphic forms. It should be noted
however that the Ortho test, like all the other
tests used in Poland, detected infection in all 146
positive samples of the genotype panel, including
12 B/adw2 and 17 B/ayw1 and polymorphic forms
with M133L (0.21 IU/ml), P105R (0.22 IU/ml),
T131L (0.36 1U/ml), Q101H (72 IU/ml), S143L
(> 8000 IU/ml) mutations [23].

In the same period, obligatory HBV DNA tests
were performed in Polish blood transfusion service.
Changes in the HBsAg screening methods used in
2005-2020 are presented in Figure 2, and those for
HBV DNA are shown in Figure 4. The implemented
algorithms for HBV screening and confirmation
rely both on serological and molecular methods.

A sample reactive in the screening test was
labelled Initial Reactive (IR) and according to the
applicable algorithm, the test was repeated twice

on the same sample. If both results were negative,
the IR donation was considered biological false
reactive (BFR) and if no HBV DNA was detec-
ted, the donation could be issued for clinical use.
A repeat reactive donation ( > 2 reactive results/
/3 performed tests) could not be issued for clinical
use and the confirmation procedure was launched
(neutralization test and/or individual donation test
for HBV DNA). A positive result of the confirma-
tion test indicated the presence of HBs antigen in
the tested sample.

HBYV DNA screening tests

HBYV DNA testing was performed according to
two alternative strategies: in individual donations
(ID) or in plasma minipools (MP) of 24 (MP24),
8 (MP8), 6 (MP6) or 4 (MP4) donations.

In the article, the sensitivity of NAT tests and
the test formats (IDT/pool) used for HBV detection
in donor plasma was represented as 95% limit of
detection (95% LoD) taking into account the dilu-
tion with pooled donations.
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sensitivity from 105.6 IU/ml to 22.8 IU/ml. Since
2011, the Ultrio test has been gradually replaced
with higher sensitivity (95% LOD = 2.1 IU/ml)
Ultrio Plus. In the 2012-2014 period, donor sam-
ples from 4 BTC were tested in 8 donation pools
using the Ultrio Plus test (sensitivity for donation
16.8 IU/ml). Since 2014, the Ultrio Plus test ma-
nufacturer reported slightly lower sensitivity as
compared to previous values (3.4 vs. 2.1 IU/ml).
Since 2012, the Tagscreen MPXv1 test was re-
placed with the Taqscreen MPXv2 test, which
increased sensitivity from 22.8 IU/ml to 13.8 IU/ml
for single donation screened in MP6. Since 2018,
the Tagscreen MPX2 test was replaced by the cobas
MPX test (sensitivity for single donation screened
in MP6 increased from 13.8 IU/ml to 8.4 IU/ml).
Since 2014, the Ultrio Plus test was replaced with
Ultrio Elite test (sensitivity 4.3 IU/ml). Since 2017,
some regional BTC used the Ultrio Elite test in
4 donation pools (sensitivity 17.2 [U/ml). Table 1
and Figure 4 present changes in the sensitivity of
HBV DNA detection in donor screening. Reactive
NAT result for donations negative in HBsAg test
obliges the BTC and the IHTM to launch procedu-
res to confirm or exclude infection in the reactive
sample. The procedures are described later on in
the text.

Procedures launched in BTC and
in IHTM for reactive result of HBV DNA
screening in HBsAg negative donations

In the case of reactive NAT result in plasma
pool or individual donation, appropriate confirma-
tion algorithms were followed. Each NAT reactive
result in individual donation at the BTC (confir-
mation stage I) had to be confirmed at the IHTM
(confirmation stage II) on plasma sample forwarded
by the BTC. Over the period under analysis the
algorithm implemented at BTC had undergone
changes and was closely related to the screening
methods (Fig. 5 and 6, Table 1).

Confirmation I stage in BTC

In the case of a reactive result with Am-
pliscreen HBV test performed in MP24, it was
necessary to test 6 donation subpools and then
individual donations in order to identify the HBV
infected donor/donation. Plasma from HBV DNA
reactive donations was sent to IHTM (a/on Fig. 5).

When minipools of 6 donation (MP6) were
found reactive with multiplex PCR-based tests it
was necessary to identify the positive donation
(s) (b/and b’/on Fig. 5) with Tagscreen MPXv],

Tagscreen MPX2 and cobas MPX tests. All MPX

tests were multiplex, but only the Tagscreen MPX2

and cobas MPX tests recognized the identified
virus. Plasma from HBV DNA reactive donations
was sent to IHTM (b/on Fig. 5). The Taqscreen

MPXv1 test did not identify the detected virus and

a differential test for multiplex reactive donation

had to be performed at IHTM (b/in Fig. 5).

In the case of TMA based tests, when a mul-
tiplex reactive result was obtained:

— With the Ultrio HCV, HBV, HIV test in a single
donation (IDT) in the years 2005-2007 it was
necessary to perform DNA HBV, RNA HIV and
RNA HCV differentiating tests against viruses
detected in the Ultrio test to identify the de-
tected virus. The dHBV differential assay was
used to identify HBV. All Ultrio reactive plasma
samples were sent to IHTM for HBV confirma-
tory stage II except those with RNA HCV and/
Jor RNA HIV positive and DNA HBV negative
in differentiating tests (a/Fig. 6). Such procedure
was used because Ultrio test was more sensitive
that dHBV test and HBV viremia can be very
low, even below detection limit of dHBV test.

— In the years 2008-2011, for Ultrio HCV/HBV/
/HIV tests performed in individual donations
(Ultrio Plus since 2011, Ultrio Elite since 2014),
5 tests had to be performed on the same sample:
2 replications of the multiplex test and 3 single
differentiating test for each of the tested viruses
dHBYV, dHCV, dHIV. Plasma with min. 2 Ultrio
reactive and/or min. 1 Ultrio and dHBV reactive
results was sent to the IHTM (b/ Figure 6).

— In 2011-2020, for ULTRIO Plus/Elite HCV/
/HBV/HIV test performed in 8 or 4 donation
pools, all donations in the reactive pool had to
be tested individually with the Ultrio Plus/Eli-
te HCV/HBV/HIV test, and then the reactive
donation should be tested with a differential
test. Plasma from donation dHBV reactive
result was sent to IHTM (c/Fig. 6).

Confirmation II stage in IHTM
Verification (confirmation tests) at IHTM were
performed on biological material from a previously
unopened sample or from plasma bag (Tab. 1; Figs 5
and 6). The tests were performed on donations
found reactive in BTC with:
a) IDT in tests
— Ultrio (a/ Figure 6) regardless of the differen-
tiation test result;
— Ultrio Plus or Elite, but only for repeat reactive
result in mutiplex (screening) test and/or the
differentiating test (b/Fig. 6);
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b) mini-pool tests with
— Ampliscreen MP24 (a/Fig. 5);
— Taqgscreen MPXv1 (b/Fig. 5), Tagscreen
MPXv2 and cobas MPX (b’/Fig. 5) MP6;
— Ultrio Plus MP8 (c/Fig. 6), Ultrio Elite MP4.
Verification tests performed at IHTM to iden-
tify HBV infection included HBV DNA assays with
sensitivity < 5 IU/ml (Ampliscreen HBYV, Ultrio
Plus, Ultrio Elite and GFE Blut, Germany) as well
as anti-HBc total, anti-HBc IgM and anti-HBs se-
rological markers (Architect, Abbott Diagnostics,
Germany). The presence of individual markers in
a donation found reactive in BTC allowed to de-
termine the phase of donor infection (I, II WP or
OBI) and to forward the notification to the donor
together with referral to primary care physician.

Present and Future of HBV screening
in blood donors

Serologic HBsAg tests have been performed
since the 1970s. In 2016, 44/46 European countries
and 176/180 countries worldwide reported HBsAg
screening to WHO [1].

Since 1999, HBV nucleic acid testing (NAT)
has gradually been added to the panel of tests in
routine use [1, 49]. In 2016, HBV DNA testing
was performed in the countries of: Europe (n
= 22), North and South America (n = 4), Africa
(n = 2), the Middle East (n = 5), the Western
Pacific (n = 7) and South-East Asia (n = 2). In
Poland as worldwide molecular screening tests
are PCR and TMA-based and performed either
in individual donations (IDT) or mini-pools (MP)
[49]. Since 2017, the NAT screening tests recom-
mended by the European Commission must be
capable of detecting at least 100 IU of HBV DNA/ml
per donation regardless of the adopted strategy [7].
Each country selects its own testing approach/
/strategy (IDT or MP) as well as the mini-pool size
(MP4-MP96); the choice depends upon epidemio-
logical and economic analyses and the decisions
are incorporated into national recommendations
for the country’s blood transfusion service [50, 51].

Countries with a history of HBV epidemics
and obligatory neonatal hepatitis B vaccination
record a steady decline of HBsAg-positive infec-
tion rate. No such reports are available for occult
hepatitis B infections [52-55]. Outcome of HBV
DNA screening demonstrates that higher sens-
itivity tests ensure more effective yield rate for
OBI and WP infections [53, 56, 57]. On the other
hand, anti-HBc tests are capable of detecting both
HBsAg-positive as well as occult anti-HBc-positive

infections. Due to very low viral load and level-
-fluctuations OBI are more difficult to detect with
HBV DNA tests [9, 58]. In view of the above, there
are ongoing disputes regarding the selection of an
optimal screening panel for blood donors. In the
USA, parallel testing of HBV DNA in MP-16 (sens-
itivity of 68.8 IU/ml) and anti-HBc was found more
effective than HBV DNA in MP-16 and HBsAg [9].
In the Republic of South Africa, the ID-NAT test
alone was found more effective for reduction of
the HBV transmission risk than MP (6-16) NAT
in combination with HBsAg and anti-HBc tests in
all donations, particularly with regard to regular
donors. Similar yield was determined for first-time
donors. The South African analyses presented at
the 2019 Conference of International Plasma Fra-
ctionation Association (IPFA) demonstrate that the
effectiveness of screening panels/strategies corre-
lates mainly with test sensitivity while the impact
of regional epidemics and incidence rate is merely
marginal [Vermeulen M, IPFA, 2019]. The above
suggests a variety of optimal testing strategies
and no one, single universal approach. A separate
strategy for Poland should therefore be developed.

In order to determine an optimal panel for
HBYV testing in Polish blood donors it is essential
to perform analyses of the detection frequency for
HBsAg and HBV DNA with the strategies used so
far as well as risk calculation with each approach
and test, including anti-HBc which has not as yet
been used for donor screening. This is planned as
the focal point of our next study.

Acknowledgements

The authors express their sincere gratitude
to mgr Dorota Kubicka-Russel for her help in data
processing.

References

1. Global Hepatitis Report 2017. Geneva: World Health Organiza-
tion; 2017.

2. Kleinman SH, Lelie N, Busch MP. Infectivity of human immu-
nodeficiency virus-1, hepatitis C virus, and hepatitis B virus and
risk of transmission by transfusion. Transfusion. 2009; 49(11):
2454-2489, doi: 10.1111/.1537-2995.2009.02322.%, indexed in
Pubmed: 19682345.

3. Liang T. Hepatitis B: The virus and disease. Hepatology. 2009;
49(S5): S13-S21, doi: 10.1002/hep.22881, indexed in Pubmed:
19399811.

4. Liaw YE, Chu CM. Hepatitis B virus infection. The Lancet. 2009;
373(9663): 582-592, doi: 10.1016/s0140-6736(09)60207-5.

5. Allain J-P. Global epidemiology of occult HBV infection. Home.
2017; 2(5), doi: 10.21037/20b.2017.06.01.

6. DIRECTIVE 2002/98/EC OF THE EUROPEAN PARLIAMENT
AND OF THE COUNCIL of 27 January 2003 setting standards

84 https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine


http://dx.doi.org/10.1111/j.1537-2995.2009.02322.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19682345
http://dx.doi.org/10.1002/hep.22881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19399811
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(09)60207-5
http://dx.doi.org/10.21037/aob.2017.06.01

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Aneta Kopacz, Piotr Grabarczyk, Strategies for hepatitis B virus screening of Polish blood donors (2005-2020)

of quality and safety for the collection, testing, processing, sto-
rage and distribution of human blood and blood components and
amending Directive. 2001/83/EC.

Guide to the Preparation, Use and Quality Assurance of Blood
Components, 19th Edition 2017. https://www.edgm.eu/en/blood-
-transfusion-guide.

Janssen ML.P. The collection, testing and use of blood and blood
components in Europe 2015 report. https:/www.edqm.eu/en/
blood-transfusion-reports-70.html2015.

Dodd RY, Nguyen ML, Krysztof DE, et al. Blood donor testing
for hepatitis B virus in the United States: is there a case for
continuation of hepatitis B surface antigen detection? Transfu-
sion. 2018; 58(9): 2166-2170, doi: 10.1111/trf.14784, indexed in
Pubmed: 30144082.

Seed C, Allain J, Lozano M, et al. International Forum on Occult
hepatitis B infection and transfusion safety. Vox Sanguinis. 2019;
114(4): el-e35, doi: 10.1111/vox.12743.

Tsai KN, Kuo CE Ou JHJ. Mechanisms of Hepatitis B Virus
Persistence. Trends Microbiol. 2018; 26(1): 33-42, doi: 10.1016/j.
tim.2017.07.006, indexed in Pubmed: 28823759.

Hong M, Bertoletti A. Tolerance and immunity to pathogens in
early life: insights from HBV infection. Semin Immunopathol.
2017; 39(6): 643-652, doi: 10.1007/s00281-017-0641-1, indexed
in Pubmed: 28685270.

Yoshikawa A, Gotanda Y, Itabashi M, et al. Japanese Red Cross
NAT Screening Research Group. HBV NAT positive [corrected]
blood donors in the early and late stages of HBV infection:
analyses of the window period and kinetics of HBV DNA. Vox
Sang. 2005; 88(2): 77-86, doi: 10.1111/§.1423-0410.2005.00602.x,
indexed in Pubmed: 15720604.

Vermeulen M, Dickens C, Lelie N, et al. Hepatitis B virus
transmission by blood transfusion during 4 years of individual-
-donation nucleic acid testing in South Africa: estimated and
observed window period risk. Transfusion. 2012; 52(4): 830—
-892, doi: 10.1111/.1537-2995.2011.03355.x, indexed in
Pubmed: 21981386.

Trépo C, Chan H, Lok A. Hepatitis B virus infection. The Lancet.
2014; 384(9959): 2053-2063, doi: 10.1016/s0140-6736(14)60220-
8.

Juszczyk J. Clinical course and consequences of hepatitis B in-
fection. Vaccine. 2000; 18 Suppl 1: S23-S25, doi: 10.1016/s0264-
-410x(99)00457-0, indexed in Pubmed: 10683539.

Tu T, Budzinska MA, Shackel NA, et al. HBV DNA Integration:
Molecular Mechanisms and Clinical Implications. Viruses. 2017;
9(4), doi: 10.3390/v9040075, indexed in Pubmed: 28394272.

Hu B, Wang R, Fu ], et al. Integration of hepatitis B virus S gene
impacts on hepatitis B surface antigen levels in patients with an-
tiviral therapy. ] Gastroenterol Hepatol. 2018; 33(7): 1389-1396,
doi: 10.1111/jgh.14075, indexed in Pubmed: 29266382.
Raimondo G, Caccamo G, Filomia R, et al. Occult HBV infection.
Semin Immunopathol. 2013; 35(1): 39-52, doi: 10.1007/s00281-
012-0327-7, indexed in Pubmed: 22829332.

Lampertico P, Agarwal K, Berg T, et al. EASL 2017 Clinical
Practice Guidelines on the management of hepatitis B virus
infection. J Hepatol. 2017; 67(2): 370-398, doi: 10.1016/j.
jhep.2017.03.021.

Seto WK, Lo YR, Pawlotsky JM, et al. Chronic hepatitis B vi-
rus infection. The Lancet. 2018; 392(10161): 2313-2324, doi:
10.1016/s0140-6736(18)31865-8.

Korelitz JJ, Busch MP, Kleinman SH, et al. A method for estima-
ting hepatitis B virus incidence rates in volunteer blood donors.
National Heart, Lung, and Blood Institute Retrovirus Epide-

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

miology Donor Study. Transfusion. 1997; 37(6): 634-640, doi:
10.1046/5.1537-2995.1997.37697335159.%, indexed in Pubmed:
9191825.

Scheiblauer H, El-Nageh M, Diaz S, et al. Performance evaluation
of 70 hepatitis B virus (HBV) surface antigen (HBsAg) assays
from around the world by a geographically diverse panel with an
array of HBV genotypes and HBsAg subtypes. Vox Sang. 2010;
98(3 Pt 2): 403-414, doi: 10.1111/;.1423-0410.2009.01272.%, in-
dexed in Pubmed: 20412171.

Shinkai N, Kusumoto S, Murakami S, et al. Novel monitoring of
hepatitis B reactivation based on ultra-high sensitive hepatitis
B surface antigen assay. Liver Int. 2017; 37(8): 1138-1147, doi:
10.1111/1iv.13349, indexed in Pubmed: 27992664.

Deguchi M, Kagita M, Yoshioka N, et al. Evaluation of the highly
sensitive chemiluminescent enzyme immunoassay ,,Lumipulse
HBsAg-HQ” for hepatitis B virus screening. J Clin Lab Anal.
2018; 32(4): €22334, doi: 10.1002/jcla.22334, indexed in Pubmed:
28984383.

Pondé RAA. Atypical serological profiles in hepatitis B virus
infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2013; 32(4): 461-476,
doi: 10.1007/s10096-012-1781-9, indexed in Pubmed: 23192489.
Hsu HY, Chang MH, Ni YH, et al. Chronologic changes in serum
hepatitis B virus DNA, genotypes, surface antigen mutants and
reverse transcriptase mutants during 25-year nationwide im-
munization in Taiwan. J Viral Hepat. 2017; 24(8): 645-653, doi:
10.1111/jvh.12687, indexed in Pubmed: 28182307.

Candotti D, Laperche S. Hepatitis B Virus Blood Screening:
Need for Reappraisal of Blood Safety Measures? Front Med
(Lausanne). 2018; 5: 29, doi: 10.3389/fmed.2018.00029, indexed
in Pubmed: 29515997.

Vermeulen M, van Drimmelen H, Coleman C, et al. A mathema-
tical approach to estimate the efficacy of individual-donation and
minipool nucleic acid amplification test options in preventing
transmission risk by window period and occult hepatitis B virus
infections. Transfusion. 2014; 54(10): 2496-2504, doi: 10.1111/
trf.12657, indexed in Pubmed: 24749834.

Zhang ZH, Wu CC, Chen XW, et al. Genetic variation of hepatitis
B virus and its significance for pathogenesis. World J Gastroen-
terol. 2016; 22(1): 126-144, doi: 10.3748/wjg.v22.11.126, indexed
in Pubmed: 26755865.

Brojer E, Grabarczyk P, Liszewski G, et al. Polish Blood Transfu-
sion Service Viral Study Group. Characterization of HBV DNA+/
HBsAg- blood donors in Poland identified by triplex NAT. Hepa-
tology. 2006; 44(6): 1666—1674, doi: 10.1002/hep.21413, indexed
in Pubmed: 17133474.

Candotti D, Grabarczyk P, Ghiazza P, et al. Characterization of
occult hepatitis B virus from blood donors carrying genotype
A2 or genotype D strains. ] Hepatol. 2008; 49(4): 537-547, doi:
10.1016/j.jhep.2008.04.017, indexed in Pubmed: 18602718.
Grabarczyk P, Garmiri P, Liszewski G, et al. Polish Blood Trans-
fusion Centres Viral Study Group. Molecular and serological
characterization of hepatitis B virus genotype A and D infected
blood donors in Poland. J Viral Hepat. 2010; 17(6): 444-452,
doi: 10.1111/5.1365-2893.2009.01192.x, indexed in Pubmed:
19780948.

Lelie N, Bruhn R, Busch M, et al. International NAT Study
Group. Detection of different categories of hepatitis B virus
(HBV) infection in a multi-regional study comparing the clinical
sensitivity of hepatitis B surface antigen and HBV-DNA testing.
Transfusion. 2017; 57(1): 24-35, doi: 10.1111/trf.13819, indexed
in Pubmed: 27673757.

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 85


http://dx.doi.org/10.1111/trf.14784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30144082
http://dx.doi.org/10.1111/vox.12743
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2017.07.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2017.07.006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28823759
http://dx.doi.org/10.1007/s00281-017-0641-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28685270
http://dx.doi.org/10.1111/j.1423-0410.2005.00602.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15720604
http://dx.doi.org/10.1111/j.1537-2995.2011.03355.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21981386
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(14)60220-8
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(14)60220-8
http://dx.doi.org/10.1016/s0264-410x(99)00457-0
http://dx.doi.org/10.1016/s0264-410x(99)00457-0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10683539
http://dx.doi.org/10.3390/v9040075
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28394272
http://dx.doi.org/10.1111/jgh.14075
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29266382
http://dx.doi.org/10.1007/s00281-012-0327-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00281-012-0327-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22829332
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2017.03.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2017.03.021
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(18)31865-8
http://dx.doi.org/10.1046/j.1537-2995.1997.37697335159.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9191825
http://dx.doi.org/10.1111/j.1423-0410.2009.01272.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20412171
http://dx.doi.org/10.1111/liv.13349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27992664
http://dx.doi.org/10.1002/jcla.22334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28984383
http://dx.doi.org/10.1007/s10096-012-1781-9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23192489
http://dx.doi.org/10.1111/jvh.12687
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28182307
http://dx.doi.org/10.3389/fmed.2018.00029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29515997
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12657
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24749834
http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v22.i1.126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26755865
http://dx.doi.org/10.1002/hep.21413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17133474
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2008.04.017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18602718
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2893.2009.01192.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19780948
http://dx.doi.org/10.1111/trf.13819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27673757

Journal of Transfusion Medicine 2021, vol. 14, no. 2

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

86

Gerlich WH. Prophylactic vaccination against hepatitis B: achie-
vements, challenges and perspectives. Med Microbiol Immunol.
2015; 204(1): 39-55, doi: 10.1007/s00430-014-0373-y, indexed in
Pubmed: 25523195.

Kleinman SH, Busch MP. Assessing the impact of HBV NAT on
window period reduction and residual risk. J Clin Virol. 2006; 36
Suppl 1: S23-S29, doi: 10.1016/s1386-6532(06)80005-3, indexed
in Pubmed: 16831689.

Weusten ], Vermeulen M, van Drimmelen H, et al. Refinement
of a viral transmission risk model for blood donations in sero-
conversion window phase screened by nucleic acid testing in dif-
ferent pool sizes and repeat test algorithms. Transfusion. 2011;
51(1): 203-215, doi: 10.1111/5.1537-2995.2010.02804.%, indexed
in Pubmed: 20707858.

Coppola N, Sagnelli C, Pisaturo M, et al. Clinical and virological
characteristics associated with severe acute hepatitis B. Clin
Microbiol Infect. 2014; 20(12): 0991-0997, doi: 10.1111/1469-
0691.12720, indexed in Pubmed: 24930916.

Ciupe SM. Modeling the dynamics of hepatitis B infection, im-
munity, and drug therapy. Immunol Rev. 2018; 285(1): 38-54, doi:
10.1111/imr.12686, indexed in Pubmed: 30129194.

Raimondo G, Allain JP, Brunetto MR, et al. Statements from the
Taormina expert meeting on occult hepatitis B virus infection.
J Hepatol. 2008; 49(4): 652-657, doi: 10.1016/j.jhep.2008.07.014,
indexed in Pubmed: 18715666.

Raimondo G, Locarnini S, Pollicino T, et al. Update of the sta-
tements on biology and clinical impact of occult hepatitis B
virus infection. J Hepatol. 2019; 71(2): 397-408, doi: 10.1016/;.
jhep.2019.03.034.

Levicnik-Stezinar S, Rahne-Potokar U, Candotti D, et al. Anti-
-HBs positive occult hepatitis B virus carrier blood infectious
in two transfusion recipients. ] Hepatol. 2008; 48(6): 1022—
-1025, doi: 10.1016/j.jhep.2008.02.016, indexed in Pubmed:
18436328.

Zheng X, Ye X, Zhang L, et al. Characterization of occult hepatitis
B virus infection from blood donors in China. J Clin Microbiol.
2011; 49(5): 1730-1737, doi: 10.1128/JCM.00145-11, indexed in
Pubmed: 21411575.

Guo Z, Fu P, Yin Y, et al. The characteristics of hepatitis B surface
antigen (HBsAg)-negative hepatitis B virus (HBV) infection in
Chinese blood donors: a follow-up study of donors tested negati-
ve for HBsAg and reactive for simultaneous nucleic acid testing
of HBV, hepatitis C virus, and human immunodeficiency virus.
Transfusion. 2017; 57(3pt2): 832-840, doi: 10.1111/trf.14014,
indexed in Pubmed: 28164313.

Obwieszczenie MinistraZdrowia z dnia 9 czerwca 2017 r. w spra-
wie wymagan dobrej praktyki pobierania krwi i jej skladnikow,
badania, preparatyki, przechowywania, wydawania i transportu
dla jednostek organizacyjnych publicznej stuzby krwi. Ustawa z
dnia 22sierpnia 1997 r. o publicznej stuzbie krwi (Dz. U. Nr 106,
poz. 681 z pézn. zmian).

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

58.

Letowska M. (red.). Medyczne zasady pobierania krwi, oddzie-
lania jej sktadnikow i wydawania, obowigzujace w jednostkach
organizacyjnych publicznej sluzby krwi. Instytut Hematologii
i Transfuzjologii; Warszawa 2006 (wersja 4; 2010).

Letowska M. (red.). Medyczne zasady pobierania krwi, oddzie-
lania jej skladnikow i wydawania, obowigzujace w jednostkach
organizacyjnych publicznej stuzby krwi. Instytut Hematologii
i Transfuzjologii; wydanie II; 2011.

Letowska M. (red.). Medyczne zasady pobierania krwi, oddzie-
lania jej sktadnikow i wydawania, obowigzujace w jednostkach
organizacyjnych publicznej stuzby krwi. Instytut Hematologii
i Transfuzjologii; wydanie III, 2014.

Roth WKea. International survey on NAT testing of blood dona-
tions: exanding imlementation and yield from 1999 to 2009. Vox
Sanguinis; 2012; 82-90.

Stramer SL, Notari EP, Krysztof DE, et al. Hepatitis B virus
testing by minipool nucleic acid testing: does it improve blood
safety? Transfusion. 2013; 53(10 Pt 2): 2449-2458, doi: 10.1111/
trf.12213, indexed in Pubmed: 23607261.

Stolz M, Tinguely C, Fontana S, et al. Hepatitis B virus DNA
viral load determination in hepatitis B surface antigen-negative
Swiss blood donors. Transfusion. 2014; 54(11): 2961-2967, doi:
10.1111/trf. 12694, indexed in Pubmed: 24805974.

Kopacz A, Gdowska ], Gorska ], et al. Sensitivity of the Ultrio
and Ultrio Plus Assay versions in detecting window period and
occult hepatitis B infection in Polish blood donors. Vox Sanguinis.
2013; 105: 178-178.

Tsoi WC, Lelie N, Lin CK. Enhanced detection of hepatitis B
virus in Hong Kong blood donors after introduction of a more
sensitive transcription-mediated amplification assay. Transfu-
sion. 2013; 53(10 Pt 2): 2477-2488, doi: 10.1111/trf.12165, inde-
xed in Pubmed: 23521050.

Grabarczyk P, Kopacz A, Sulkowska E, et al. Blood donors
screening for blood born viruses in Poland. Przegl. Epidemiol.
2015; 69(3): 473-7, 591, indexed in Pubmed: 26519842.
Ramachandran S, Groves J, Xia G, et al. Recent and occult hepa-
titis B virus infections among blood donors in the United States.
Transfusion. 2018; 59(2): 601-611, doi: 10.1111/trf.15057.
Vermeulen M, Coleman C, Lelie N, et al. Enhancement of HBV
NAT yield rate after introduction of the Ultrio Plus Assay. Vox
Sanguinis. 2012; 103: 161-161.

Grabarczyk P, van Drimmelen H, Kopacz A, et al. Head-to-head
comparison of two transcription-mediated amplification assay
versions for detection of hepatitis B virus, hepatitis C virus, and
human immunodeficiency virus Type 1 in blood donors. Trans-
fusion. 2013; 53(10 Pt 2): 2512-2524, doi: 10.1111/trf.12190,
indexed in Pubmed: 23590145.

Stramer SL, Zou S, Notari EP, et al. Blood donation screening
for hepatitis B virus markers in the era of nucleic acid testing:
are all tests of value? Transfusion. 2012; 52(2): 440-446, doi:
10.1111/.1537-2995.2011.03283.%, indexed in Pubmed: 21810101.

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine


http://dx.doi.org/10.1007/s00430-014-0373-y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25523195
http://dx.doi.org/10.1016/s1386-6532(06)80005-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16831689
http://dx.doi.org/10.1111/j.1537-2995.2010.02804.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20707858
http://dx.doi.org/10.1111/1469-0691.12720
http://dx.doi.org/10.1111/1469-0691.12720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24930916
http://dx.doi.org/10.1111/imr.12686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30129194
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2008.07.014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18715666
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2019.03.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2019.03.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2008.02.016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18436328
http://dx.doi.org/10.1128/JCM.00145-11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21411575
http://dx.doi.org/10.1111/trf.14014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28164313
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12213
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23607261
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12694
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24805974
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12165
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23521050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26519842
http://dx.doi.org/10.1111/trf.15057
http://dx.doi.org/10.1111/trf.12190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23590145
http://dx.doi.org/10.1111/j.1537-2995.2011.03283.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21810101

vVl

VIA MEDICA

SPRAWOZDANIE

Journal of Transfusion Medicine
2021, tom 14, nr 2, 87-92
DOI:10.5603/JTM.2021.0006
Copyright © 2021 Via Medica
ISSN 1689-6017

elSSN 2080-1505

Hemafereza lecznicza w swietle danych
przedstawionych w czasie
36. Miedzynarodowego Kongresu ISBT
(kongres wirtualny, 12-16 grudnia 2020 r.).
Czesc Il — cytafereza lecznicza

Therapeutic hemapheresis in light of the presentations at the 36th
International ISBT Congress Virtual meeting, 12-16 December 2020.
Part Il — therapeutic cytapheresis

Aleksandra Rosiek

Zaktad Transfuzjologii Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie

Streszczenie

W ramach 36. Migdzynarodowego Kongresu ISBT (kongres wirtualny, 12—-16 grudnia 2020 1.)
hematferezie leczniczej poswigcono lgcznie 22 doniesienia omawiajgce rozne aspekty stosowa-
nia tej metody leczniczej. Przedstawiono dane dotyczqce wykorzystania wybranych technik
hemaferezy w niektorych chovobach i stanach klinicznych.

Najwiecej doniesien (8) pochodzilo z Hiszpanii (w tym jedno we wspolpracy z USA), po 2 z Ko-
rei 1 ze Sri Lanki. Przedstawiono rowniez pojedyncze doniesienia z Polski, Wielkiej Brytanii,
Indii, Meksyku, Omanu, Bangladeszu, Argentyny i Izraela.

Wigkszosc doniesien (14) poswiecono zagadnieniom zwigzanym ze stosowaniem plazmaferezy
leczniczej — miedzy innymi w neurologii © w przypadkach zakrzepowej plamicy matoplytkowe;.
Niniejsza (druga) czesc sprawozdania jest poswiecona prezentacjom dotyczgcym cytaferezy lecz-
niczej, natomiast doniesienia na temat plazmaferezy leczniczej zostaly przedstawione w czesci
pierwszej.

Stowa kluczowe: hemafereza lecznicza, cytafereza, leukafereza, trombafereza, fotofereza

Wstep

W ramach 36. Miedzynarodowego Kongresu
ISBT (kongres wirtualny, 12-16 grudnia 2020 r.),
hemaferezie leczniczej po§wiecono czes¢ sesji plaka-
towej obejmujacej zagadnienia z zakresu transfuzjolo-
gii klinicznej, a takze czeS¢ sesji dotyczace] prezentacji

J. Transf. Med. 2021; 14: 87-92

wynikow badan klinicznych. Ponadto doniesienia na
temat fotoferezy byly przedstawiane w sesjach po-
Swieconych zastosowaniom terapii komorkowych.

Prezentacje poszczegélnych prac zostaly
umieszczone na stronie internetowej kongresu
w postaci filmow zawierajacych slajdy z nagranym
komentarzem autorskim.
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Przedstawiono 1acznie 22 doniesienia omawia-
jace rozne aspekty stosowania hemaferezy leczni-
czej w niektoérych chorobach i stanach klinicznych,
przy czym:

— W 14 doniesieniach poruszano zagadnienia
zwiazane ze stosowaniem plazmaferezy;

— 1 doniesienie dotyczylo erytroaferezy;

— 1 doniesienie po§wiecono zastosowaniu leu-
kaferezy;

— 1 doniesienie dotyczyto wieloletnich doSwiad-
czen autoroéw zwigzanych ze stosowaniem
roznych technik aferezy leczniczej;

— 5 doniesien obejmowato temat fotoferezy.
Najwiecej doniesien (8) pochodzito z Hiszpanii

(w tym jedno we wspolpracy z Stanami Zjednoczo-

nymi), po 2 z Korei 1 ze Sri Lanki. Przedstawiono

rowniez pojedyncze doniesienia z Polski, Wielkiej

Brytanii, Indii, Meksyku, Omanu, Bangladeszu,

Argentyny i Izraela.

Niniejsza cze§¢ sprawozdania po§wiecona jest
zastosowaniom cytaferezy leczniczej, natomiast
doniesienia na temat plazmaferezy leczniczej zo-
staly przedstawione w czeSci pierwszej niniejszego
sprawozdania [1].

Doswiadczenia zwiagzane ze stosowaniem
cytaferezy leczniczej w roznych stanach
klinicznych

W doniesieniu pochodzacym z Polski (Rosiek
1 wsp.) przedstawiono dane dotyczace zabiegow
hemaferezy wykonanych w latach 1997-2017
w Instytucie Hematologii 1 Transfuzjologii IHiT)
w Warszawie [2]. Analizowano wskazania do zabie-
gow, ich liczbe w poszczegoélnych latach, a takze
kategorie przypisywang danemu zastosowaniu
hemaferezy wedlug zalecen Amerykanskiego
Stowarzyszenia Aferezy (ASFA, American Society
for Apheresis) [3].

W omawianym okresie wykonano Iacznie 3635
zabiegdw u 778 pacjentow, w tym 717 zabiegow
leukaferezy u 286 pacjentow, 97 zabiegow trom-
baferezy u 38 pacjentéw i 79 zabiegdéw fotoferezy
u 7 pacjentéw (dane dotyczace zabiegéw plazmafe-
rezy zostaly przedstawione w czeSci pierwszej
niniejszego sprawozdania) [1].

Zabiegi w IHiT wykonano gt6wnie u pacjen-
tow z chorobami uktadu krwiotwdrczego. Zabiegi
leukaferezy przeprowadzano w celu wyeliminowa-
nia nadmiaru leukocytow w przebiegu bialaczki,
zarOwno w stanach leukostazy, jak 1 profilaktycz-
nie, natomiast zabiegi trombaferezy — w celu
eliminacji nadmiaru plytek krwi u chorych z trom-
bocytoza.

Poczynajac od grudnia 2016 roku, wykony-
wano zabiegi fotoferezy u pacjentow z chorobg
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD, graft-
-versus-host disease) po przeszczepieniu kKrwiotwor-
czych komorek macierzystych.

Wiekszo$¢ z tych zabiegow spelnialo kryteria
wskazan do stosowania hemaferezy wedlg wytycz-
nych ASFA, chociaz nie zawsze byly to zalecenia
I kategoriil.

Zabiegi byly na ogot dobrze tolerowane, a ob-
serwowane niepozadane reakcje dotyczyly tagod-
nych reakcji wazowagalnych 1 objawow hipokalce-
mii, a takze problemo6w z dostepem naczyniowym.

Autorzy stwierdzaja, ze hemafereza lecznicza,
w tym cytafereza, jest przede wszystkim zabiegiem
o dzialaniu wspomagajacym 1 paliatywnym, stuza-
cym najczesciej do szybkiej eliminacji czynnikow
chorobotworczych z krazenia. Warto jednak zauwa-
zy¢, ze zabiegi te sg zawsze kosztowne 1 zwigzane
z pewnym ryzykiem dla pacjenta, nalezy je zatem
stosowac z nalezyta rozwaga, po przeprowadzeniu
odpowiedniej oceny klinicznej.

Erytroafereza lecznicza

Erytroafereza jest technika aferezy polegajaca
na automatycznej separacji krwinek czerwonych
chorego i zastapieniu ich koncentratem krwinek
czerwonych (KKCz) dawcy lub ptynem zastepczym.
Erytroaferezie po§wiecono w czasie sesji plakato-
wej jedno doniesienie, omawiajgce jej zastosowanie
w leczeniu niedokrwistosci sierpowatokrwinkowe;j.

W badaniu Martinez Lazaro i wsp. (Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa, Saragossa,
Hiszpania) omowiono zagadnienia zwigzane z lecze-
niem 4-letniego chtopca z niedokrwisto$cig sierpo-
watokrwinkowg [4]. W sierpniu 2018 roku chlopiec
przebyt udar niedokrwienny lewej tetnicy Srodkowe;j
mozgu. W okresie od wrzesnia 2018 roku do stycznia
2020 roku u dziecka wykonano 1acznie 7 zabiegow
erytroaferezy. Obserwowano problemy dotyczace
dostepu zylnego, co wiazalo sie z konieczno$cig
przerywania serii zabiegéw i stosowania portu
naczyniowego. W okresach, gdy nie wykonywano
erytroaferezy, chlopiec otrzymywal przetoczenia
KKCz, co jednak doprowadzito u niego do przecia-
zenia zelazem 1 w konsekwencji do koniecznoSci
zastosowania lekow chelatujacych zelazo.

"Wedtug wskazan ASFA z 2019 r. wyrézniano cztery kategorie zalecer do

zabiegu aferezy leczniczej:

* Kategoria | — afereza jako terapia pierwszego rzutu, stosowana samo-
dzielnie lub w potaczeniu z innymi metodami leczenia.

* Kategoria Il — afereza jako terapia drugiego rzutu, stosowana samodziel-
nie lub w potaczeniu z innymi metodami leczenia.

* Kategoria Ill — optymalne zastosowania aferezy nieustalone, decyzje na-
lezy podejmowac indywidualnie.

* Kategoria IV — opublikowano dowody na brak skutecznosci lub szkodli-
wos¢ aferezy.
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W okresie, gdy stosowano afereze, poziom
hemoglobiny S u pacjenta utrzymywat sie przed
zabiegami na poziomie 35,1%, a po erytroferezie
— 10,4%, przy wartosci Hct < 35%. W chwili
zglaszania doniesienia stan pacjenta byt stabilny,
a przecigzenie zelazem ulegalo zmniejszeniu; nie
stwierdzono alloimmunizacji.

Autorzy stwierdzaja, ze erytrofereza wykony-
wana u dzieci z niedokrwistoscia sierpowatokrwin-
kowa jest zabiegiem bezpiecznym i skutecznym.
Stosujac ja jednak w praktyce klinicznej, nalezy
dysponowaé odpowiednimi procedurami, zwigza-
nymi z konieczno$cig zapewnienia dostepu do zyl
obwodowych.

Leukafereza lecznicza

Jako najczestsze wskazanie do zabiegu leu-
kaferezy leczniczej, tj. zabiegu majacego na celu
separacje metoda aferezy leukocytow pacjenta,
wymieniana jest w piSmiennictwie Swiatowym re-
dukcja nadmiaru leukocytow u chorych z biataczka.

Zatozeniem badania opisanego przez Lee 1 wsp.
(Seoul St. Mary’s Hospital, Seul, Republika Korei)
byta ocena skutkéw stosowania leukaferezy u pa-
cjentéw z réznymi rodzajami bialaczek [5].

W tym celu wybrano do badania 319 pacjentow
Z nowo rozpoznana ostra biataczka (z wylaczeniem
ostrej biataczki promielocytowe;), przechodzacych
zabiegi leukaferezy w latach 2009-2018, 1 dokonano
ich kwalifikacji zgodnie z klasyfikacja Swiatowe]
Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organi-
zation) z 2016 roku. Byli to pacjenci z pierwotng
ostra bialaczka szpikowa — 200 osob; z wtorng
bialaczka szpikowa — 12 osob; z ostra biataczkg
limfoblastyczng — 97 osob, oraz 10 pacjentow
z ostra biataczka o mieszanym fenotypie. Srednia
poczatkowa liczba leukocytow u pacjentow wyno-
sifa od 152,5 do 263,7 x 109/1.

Skuteczno$¢ leukaferezy oceniano na podsta-
wie uzyskanego zmniejszenia bezwzglednej liczby
leukocytow. Wyrozniono dwie grupy pacjentow —
o wiekszym stopniu cytoredukcji (53 osoby; Sredni
czas przezycia 1187 dni) i o mniejszym stopniu (266
0s0b; Sredni czas przezycia 1753 dni), p = 0,042.
W grupie pacjentow z ostra biataczka szpikowa
Srednie warto§ci czasu przezycia w wymienionych
grupach wynosily odpowiednio 1023 i 1759 dni,
a u pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczna —
94611781 dni.

Autorzy wnioskuja, ze calkowity czas przezycia
pacjentow z ostra bialaczka byt odwrotnie propor-
cjonalny do uzyskanej redukgji liczby leukocytow,
co prawdopodobnie odzwierciedla podstawowa
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patobiologie biataczki. Jednak wskazane wydaje
sie przeprowadzenie dalszych badan.

Fotofereza

Fotofereza (ECP, extracorporeal photophe-
resis,) jest wazng metodg terapii komorkowej.
Miedzynarodowy standard wykonania fotoferezy
przewiduje pobranie limfocytow pacjenta metoda
leukaferezy, dodanie do nich ex vivo fotouczulacza
(8-metoksypsoralen), a nastepnie naSwietleniu ich
ultrafioletem A i przetoczenie zwrotnie pacjentowi.
Mechanizm dziatania ECP nie jest jeszcze w peini
poznany. Przypuszcza sie jednak, ze podstawowa
role odgrywa w nim indukcja apoptozy komorek.

Podstawowe metody wykonywania fotoferezy
to:

— metoda online albo jednostopniowa (w zinte-
growanym, zamknietym systemie),

— metoda offline albo dwustopniowa [(przy uzy-
ciu separatora komorkowego 1 oddzielnego
urzadzenia do naSwietlania promieniowaniem
ultrafioletowym A (UVA, ultraviolet A rays)].
Wiekszo$¢ prezentowanych w czasie kon-

gresu doniesien dotyczgcych réznych aspektow

stosowania fotoferezy pochodzita z Hiszpanii

(4 doniesienia), jedno natomiast z Izraela.
Pierwsza z prac poSwieconych fotoferezie

(Navarro 1 wsp.) pochodzita z Hiszpanii (Hospital

La Fe, Walencja) [6]. Autorzy oceniali wyko-

nalno$§¢ 1 skuteczno$é stosowania fotoferezy

u pacjentoéw pediatrycznych, u ktorych po prze-

szczepieniu komorek krwiotworczych wystapita

choroba przeszczep przeciwko biorcy (TA-GvHD,
transfusion-associated graft-versus-host disease).

Wykonywanie zabiegow u dzieci wiaze sie ze

szczeg6lnymi problemami ze wzgledu na mniej-

sza calkowitg objeto$¢ krwi chorego, utrudniony
dostep zylny, brak wspolpracy i nieraz wieksze
ryzyko powiklan.

Badaniem objeto pacjentéw w wieku ponize]
18 lat. W latach 2013-2015 stosowano jednostop-
niowa metode fotoferezy, wykonujac dwie sesje
ECP w tygodniu (ostra GvHD) lub co dwa tygodnie
(przewlekta GvHD). Poczynajac od 2016 roku,
stosowano metode dwustopniowa, wykonujac dwie
sesje ECP w tygodniu (ostra GvHD) lub raz w ty-
godniu (przewlekta GvHD), a nastepnie jedng sesje
co dwa tygodnie. Pacjenci z masg ciala < 25 kg
otrzymywali dozylnie wapn, a system aferezy wy-
pelniano przed zabiegiem krwig. W 85% przypad-
koéw zastosowano centralny cewnik zylny.

Wykonano tgcznie 516 sesji ECP podczas
27 epizodow leczenia u 23 pacjentow (2 pacjentow
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mialo 3 epizody), w wieku od 1 do 16 lat (mediana
8 lat), o masie ciata od 8 do 86 kg (mediana 29 kg).
Mediana liczby sesji na pacjenta wynosita 16 (za-
kres 2-47), a mediana czasu stosowania zabiegow
— 5 miesiecy (zakres 0,25-15). Polowe zabiegow
wykonano u pacjentéw o masie ciala < 25 kg
(n = 262). Wskazaniem do leczenia byla przewlekta
GvHD w 10 przypadkach (37%), a w pozostalych —
ostra GVHD [obejmujaca skore (23/27; 85%), jelita
(10/27; 37%) 1 watrobe (6/27; 22%)].

Wydajno§¢ zbierania limfocytow byta wyzsza
w trybie offline (49% vs. 40%). WiekszoS¢ prob-
lemow obserwowanych podczas zabiegdow byla
zwiazana z dysfunkcja centralnego cewnika zylnego
(70/516; 13%), ale tylko 3 sesje musialy zostaé
przerwane. Pozostale incydenty to lekka hipo-
kalcemia (n = 8; 1,5%), niedokrwisto$¢ zwigzana
z ECP (n = 7; 1,3%), problemy techniczne (n = 6;
1%) 1 niedoci$nienie (n=1).

Dwaéch pacjentow zmarlo przed zakonczeniem
pierwszego miesigca leczenia. Pozostali wykazali
pod koniec leczenia odpowiedz catkowita (32%),
czeSciowa (32%) lub brak odpowiedzi (36%).

Autorzy wnioskuja, ze stosowanie zabiegow
ECP jest wykonalne i bezpieczne, nawet w przy-
padku matych dzieci. Pomimo ograniczen zwiaza-
nych z opisywanym badaniem odpowiedz zaob-
serwowano u 64% pacjentow; ECP nalezy zatem
rozwazy¢ jako opcje leczenia GvHD u kazdego
dziecka.

Autorzy nastepnego doniesienia pochodzacego
z Hiszpanii (Paciello Coronel i wsp.; Hospital 12 de
Octubrere, Madryt) opisuja wyniki zastosowania
badania kinetyki apoptozy indukowanej procedurg
ECP jako testu umozliwiajacego biologiczna wa-
lidacje ECP [7]. W tym celu oceniano ilo§ciowo
wczesng 1 p6zna apoptoze wystepujaca po zabiegach
w poréwnaniu z apoptoza komorek nie poddawa-
nych ECP. Fotofereze wykonywano metoda offline,
przy uzyciu separatora komérkowego i oddzielnego
urzadzenia do naswietlania UVA. Badanie obejmo-
walo 8 zabiegow ECP u 5 pacjentow.

Badania kinetyki apoptozy wykazaly istnienie
znaczacej roznicy odsetka komorek apoptotycznych
w probkach pobranych przed i po ECP, a takze
48 godzin po zabiegu. Autorzy wnioskuja, ze ocena
apoptozy jest przydatna metoda walidacji procedur
ECP, jakkolwiek ze wzgledu na mala liczbe prze-
analizowanych zabiegow opinia ta wymaga jeszcze
potwierdzenia.

Trzecia praca pochodzaca z Hiszpanii (Fernan-
dez Rodriguez 1 wsp.; Hospital Universitario Cen-
tral de Asturias, Oviedo) omawiala zastosowanie
fotoferezy w leczeniu zespolu Sézary’ego (SS,

Sézary syndrome) 1 erytrodermicznej postaci ziar-
niniaka grzybiastego (e-MF, erythrodermic mycosis
fungoides) [8]. Niektore z aktualnych wytycznych
zalecaja stosowanie ECP w leczeniu erytroder-
micznej postaci pierwotnie skornych chioniakow
T-komorkowych (E-CTCL, erythrodermic primary
cutaneous T-cell lymphoma). Jednak poziom dostep-
nych dowodéw jest niski, brakuje kontrolowanych
badan klinicznych z randomizacja, a wyniki analiz
przedstawiane przez poszczegblnych autorow sg
bardzo zr6znicowane.

Autorzy opisali swoje doSwiadczenia zwig-
zane ze stosowaniem ECP u pacjentow z SS
1 e-MF poczynajac od 2015 roku. W tym okresie
zabiegi wykonano u 8 pacjentow w wieku od
48 do 76 lat. U 6 pacjentow (75%) stwierdzono
SS w zaawansowanym stadium, a u 2 — e-MFE.
Dla wiekszoSci pacjentow (62,5%) ECP stanowilo
terapie pierwszego rzutu; 5 pacjentow otrzymato
leczenie dodatkowe (kortykosteroidy, interferon,
gemcytabina, metotreksat i chemioterapia). Tylko
u 2 pacjentow stwierdzono adenopatie lub sple-
nomegalie, u 7 chorych gtéwnym objawem byla
erytrodemia.

Srednia liczba zabiegdw ECP przypadajaca na
jednego pacjenta wynioslta 13,87 (4-24). CzeSciowe
ztagodzenie objawdw skornych zaobserwowano
u 3 pacjentow (37,5%), przy Sredniej liczbie za-
biegow wykonanych w tej grupie 21,33. U cho-
rych nie wykazujacych reakcji zabiegi zakonczono
wczesniej. Nie obserwowano powiklan zwigzanych
z ECP, jakkolwiek u jednego z pacjentow wykryto
zakazenie centralnego cewnika zylnego.

Autorzy oceniajg bezpieczenstwo i tolerancje
ECP jako bardzo dobre. Uzyskany odsetek odpo-
wiedzi byl podobny do opisywanego poprzednio
u chorych z erytrodemia, jednak nie uzyskano
pelnej odpowiedzi. Znaczny procent pacjentow
wykazywal og6lnoustrojowa progresje pomimo
poprawy objawow skornych, byé moze dlatego, ze
ECP wykonywano w zaawansowanych stadiach
choroby. Autorzy stwierdzaja, ze seria ocenia-
nych zabiegow byla krétka, jednak potwierdza
wskazanie, aby zastosowanie ECP u pacjentow
z SS/e-MF, u ktorych wystepuja objawy skor-
ne, rozwazy¢ na jak najwcze$niejszym etapie
leczenia.

W ostatniej pracy pochodzacej z Hiszpanii
(Medina Guerrero i wsp.; Hospital Universitari
Son Espases, Palma de Mallorca) omoéwiono
wyniki stosowania ECP w leczeniu przewleklej
GvHD (cGVvHD, chronic graft-versus-host disease)
po przeszczepieniu komérek krwiotworczych [9].
Jest to opisowe badanie retrospektywne prze-
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prowadzone w szpitalu Universitari Son Espases
w okresie od lutego 2015 do stycznia 2020. W ra-
mach tego badania analizowano dane kliniczne
1 biologiczne 11 pacjentdéw z réoznymi chorobami
hematologicznymi w wieku od 20 do 69 lat. Do
oceny nasilenia cGVHD wykorzystano skale ocen
National Institutes of Health (NIH) (fagodne,
umiarkowane 1 ciezkie). Fotofereze wykonywano
metoda offline.

Mediana wieku pacjentow wynosila 54 lata
(zakres 20-69). U 2 pacjentéow stwierdzono ob-
jawy lagodne, u 7 umiarkowane, a u 2 — ciezkie.
U wszystkich pacjentow wystepowalo zajecie skory
1 bion §luzowych (u 4 rowniez oczu).

U 6 pacjentow (55%) ECP zastosowano jako
terapie drugiego rzutu, u 4 (36%) — trzeciego,
aul (9%) — szostego. U 9 pacjentow (82%)
obserwowano odpowiedz kliniczna, podczas gdy
u 2 (18%) nie stwierdzono zadnego efektu.

W opinii autoréw stosowanie ECP jako dodatku
do terapii konwencjonalnej zapewnilo znaczace
efekty terapeutyczne, a w przypadku wiekszoSci
pacjentow bylto bezpieczne i dobrze tolerowane. Po
zabiegu nie stwierdzono wiekszych zmian stezenia
hemoglobiny i liczby plytek krwi. W podsumo-
waniu stwierdzono, ze w celu kontynuacji badan
wskazane jest okreSlenie zasad przeprowadzania
standaryzowanej oceny odpowiedzi klinicznej oraz
wykonanie prospektywnych kontrolowanych badan
Kklinicznych.

Praca pochodzaca z Izraela (Dann i wsp.,
Blood Bank and Apheresis Unit, Rambam Health
Care Campus, Kfar Yehoshua) zawierala ocene
efektywnos$ci pobierania komorek z krwi obwodo-
wej w celu wykonania ECP w trybie offline przy
zastosowaniu separacji metoda ciagla lub prze-
rywana [10]. W pobranych preparatach oceniano
liczbe neutrofili, limfocytéw 1 monocytow, a takze
hematokryt i liczbe plytek krwi.

Jak stwierdzono, mediana liczby ptytek krwi
w koncentracie uzyskanym metoda przerywana
bylta 0 25% wyzsza niz w przypadku metody ciagle;j
(odpowiednio 1349/ul vs. 1076/ul). Takze zawarto§é
limfocytow 1 monocytow byla wieksza w przypad-
ku metody przerywanej (odpowiednio 59% vs.
49% 1 36% vs. 32%). Mediana calkowitej liczby
komorek jednojadrzastych w preparacie wynosilta
odpowiednio 6 X 109 w przypadku metody przery-
wanejib5 x 109 przy zastosowaniu metody ciagte;.
Natomiast mediana odsetka neutrofili byta nizsza
w przypadkach metody przerywanej (odpowiednio
5,1% vs. 18,2%).

W podsumowaniu autorzy stwierdzaja, ze
obydwie stosowane metody zapewnialy podobng
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jako$§¢ pobranego preparatu, jezeli chodzi o liczbe
WBC 1 warto$¢ hematokrytu. Wprawdzie wyzszy
odsetek komorek jednojadrzastych 1 nizszy neu-
trofili uzyskano, stosujac procedure przerywana,
jednak osiggnieto to kosztem o 25% wiekszej liczby
plytek krwi w preparacie.

Podsumowanie

Hemafereza lecznicza, w tym rdézne techniki
cytaferezy, to interesujace 1 podlegajace cigglym
modyfikacjom metody lecznicze stosowane obecnie
w terapii wielu chorob. Przydatno§¢ hemaferezy
leczniczej w wielu stanach klinicznych nie zostata
jednak dostatecznie udokumentowana, a kontrolo-
wane badania sa wciaz nieliczne.

Najwiecej prezentowanych w ramach omawia-
nego kongresu doniesien pochodzito z Hiszpanii,
co jednak przypuszczalnie mozna, przynajmniej
czeSciowo, wigzac z faktem, ze tam wlaSnie —
w Barcelonie — mialy sie pierwotnie odbywaé
obrady. Zmiana charakteru kongresu na wirtualny
nastapila juz po zgloszeniu prac, w zwiazku z wy-
buchem pandemii COVID-19.

Uwage zwraca spora liczba prac poSwieco-
nych cieszacej sie ostatnio znacznym zaintereso-
waniem metodzie fotoferezy (5 doniesien, czyli
drugie miejsce po 14 doniesieniach omawiajacych
zastosowania plazmaferezy leczniczej). Catko-
wicie zabraklo natomiast analiz po§wieconych
zastosowaniom leczniczej trombaferezy (poza
podsumowaniem 20-letnich do§wiadczen w pracy
pochodzacej z Polski) [2].

Nalezy przy tym zwréci¢ uwage na to, ze
doniesienia prezentowane w czasie naukowych
kongresow nie zawsze odzwierciedlaja aktualne
trendy 1 skale zastosowania hemaferezy lecznicze;.
W niektorych stanach klinicznych hemafereza lecz-
nicza moze obecnie traci€ na znaczeniu w zwigzku
z wprowadzaniem alternatywnych metod leczenia,
co znajduje odzwierciedlenie miedzy innymi w naj-
szerzej obecnie stosowanych i1 cytowanych przez
wielu autorow wytycznych ASFA (aktualizowanych
ostatnio w czerwcu 2019 roku) [3]. Zgodnie jednak
z obserwacjami autoréw omowionych powyzej prac
przynajmniej w niektorych przypadkach hemafe-
reza lecznicza, w tym cytafereza, nadal pozostaje
przydatna jako uzupelniajaca i pomocnicza metoda
leczenia.
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