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Dear Authors and Readers,

We welcome you to the 4™ /2023 issue of Journal of Transfusion Medicine,
which is also the 61 st issue since the beginning of our editorial activity as well
as the 18" issue published in the Polish/English language formula.

We hope that the initiative taken in 2019 to publish all the submitted
works in two language versions has contributed to the promotion of the Journal
of Transfusion Medicine on the international forum and the quarterly has
suceeded in drawing attention of health professionals and broader scientific
community. We strongly encourage you to cooperate with our quarterly. Works
can be submitted either in Polish or English; the Editors take care of the trans-
lation of all manuscripts.

1 would like to take this opportunity to share the good news with you.
I am pleased to announce that on July 17" 2023, our Journal of Transfusion
Medicine was awarded 70 points in the registry of scientific journals and peer-
-reviewed materials from international conferences by the Polish Ministry of
Education and Science.

The end of the year is near, so I would like to express my sincere thanks
to all the Authors and Translators, Reviewers and Editors whose daily work
and commitment have contributed to the high level of our journal. A very
sincere thank you to all! On behalf of the Editorial Board and myself, I would
like to wish you a wonderful Christmas and all the best for the New Year. May
2024 bring relief and peace.

prof. dr hab. n. med. Magdalena Ee¢towska
Redaktor Naczelny




Szanowni Panstwo,

Oddajemy do rgk Naszych Czytelnikow 4. numer czasopisma Journal of
Transfusion Medicine przygotowany w 2023 roku, ktory jest jednoczesnie 61.
numerem, liczqc od poczqtku naszej dziatalnosci edytorskiej. Jest to zarazem
18. numer wydany w formule dwujezycznej.

W 2019 roku — wspolnie z wydawnictwem Via Medica — podjelismy decy-
zje 0 publikowaniu wszystkich nadsylanych prac w dwoch wersjach jezykowych:
polskiej i angielskiej. Mamy nadzieje, ze podjeta inicjatywa przyczynila sig do
poszerzenia grona odbiorcow naszego kwartalnika, jego zaistnienia na arenie
miedzynarodowej oraz zwigkszenia oddzialywania na srodowisko naukowe.

Autorzy mogq nadsylac prace w jezyku polskim i/lub angielskim; ttuma-
czenie pozostaje po stronie Wydawcy. Sevdecznie zachecamy do wspotpracy
z naszym kwartalnikiem.

Korzystajgc z okazji cheialabym podzielic sig z Panstwem dobrg wiado-
mosciq. Z przyjemnosciq oglaszam, ze zgodnie z komunikatem Ministerstwa
Edukacyi i Nauki z 17 lipca 2023 roku czasopismo Journal of Transfusion
Medicine uzyskato 70 punktow w wykazie czasopism naukowych i recenzowa-
nych materiatow z konferencji miedzynarodowych.

Zbliza sie koniec roku, dlatego pragne wyrazic gorgce podziekowanie
wszystkim Autorom, Tlumaczom, Recenzentom 1 Redaktorom, ktorzy swojq
codzienng pracq i zaangazowaniem przyczyniajq sie do wysokiego poziomu
merytorycznego naszego czasopisma. Dziekuje wszystkim Panstwu bardzo
serdecznie!

W imieniu Redakcji oraz wlasnym pragne zlozy¢ Paristwu najserdecznie-
sze zyczenia wspanialych Swigt Bozego Narodzenia oraz wszelkiej pomysinosci
w Nowym Roku. Niech 2024 rok przyniesie wszystkim duzo wytchnienia
1 spokoju.

prof. dr hab. n. med. Magdalena Letowska
Redaktor Naczelny
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Blood transfusion service in Poland in 2022

Aleksandra Rosiek @, Anna Nieradkiewicz ©®, Elzbieta Lachert ©,
Jolanta Antoniewicz-Papis ©®, Joanna Lasocka @, Paulina Goczynska @,
Agata Mikotowska ©®, Magdalena Letowska

Department of Transfusion Medicine, Institute of Hematology and Transfusion Medicine, Warsaw, Poland

Summary
Background: The aim of this study was to present the basic aspects of the activity of Polish
blood transfusion service in 2022.

Materials and methods: Analysis of data forwarded to the Institute of Hematology and
Transfusion Medicine by the Polish Blood Transfusion Centers (Centers).

Results: In 2022, there were 23 Centers and 135 local collection sites operating in Po-
land. Blood and blood components were also collected during 12 089 mobile collections.
The overall numer of blood donors was estimated at 621 936, the majority of which were
non-remunerated donors (621 715, including 31 243 responders to donation appeals) as
well as 31 remunerated donors and 247 autologous donors. Most frequent were whole blood
collections (1 289 164 donations), and the least frequent — granulocyte concentrate collec-
tions (111 donations) and collections by apheresis of RBC as the only component (15 dona-
tions). Whole blood was collected mostly in local collection sites (50.19%), less frequently in
Centers (30.25%) and during mobile collections (19.56%). The most frequently prepared
blood components were RBCs (1 266 346 units) and FFP (1 5637 211 units). COVID-19
convalescent plasma was collected only sporadically (339 units altogether). In 2022, a total
of 90 009 units of PCs pooled from whole blood and 52 957 units of PCs from apheresis
were prepared.

Additional processing methods (leukocyte depletion, irradiation) were more frequently
applied to PCs (44.74% leukodepleted, 55.26% both leukodepleted and irradiated), than
to RBCs (23.06% leukodepleted, 10.38% both leukodepleted and irradiated, 0.05% ir-
radiated). Pathogen reaction technologies were applied to 24.73% of FFP units issued for
clinical use and 12.70% of PCs.

For various reasons the following amounts of blood components were wasted in 2022:
12 935 units of whole blood, 32 803 units of RBCs, 58 122 units of FFE 1582 units of
apheresis PCs, 3658 units of pooled PCs and 1681 units of cryoprecipitate.

As compared to the years 2020-2021, the value of most indicators of the activity of the blood
transfusion service in Poland has increased.

Conclusions: The study data point to a smaller impact of the COVID-19 pandemic on
blood donation in Poland in the year 2022 as compared to 2019-2021. The data may serve

Correspondence address: dr n. med. Aleksandra Rosiek, Department of Transfusion Medicine, Institute of Hematology
and Transfusion Medicine, ul. Indiry Gandhi 14, 02-776 Warszawa, Polska, tel: (22) 349 63 91, fax: (22) 349 63 76,
e-mail: arosiek@ihit.waw.pl

Translation: mgr Krystyna Dudziak
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as a starting point for the analysis of issues related to the activity of organizational units of
the Polish blood transfusion service. The outcome may contribute to practical benchmark-
ing, comparing experiences and seeking new solutions.

Key words: blood donors; blood donation; blood components; COVID-19

Introduction

The activity of Polish blood transfusion service
(BTS) is regulated by the Public Blood Transfusion
Service Act of August 22, 1997 [1]. Pursuant to
this Act, the following units of the public blood
transfusion service are entitled to collect blood
and prepare blood components: 21 Regional Blood
Transfusion Centers, Military Blood Transfusion
Center (WCKIK, supervised by the Ministry of
Defense) and the Blood Transfusion Center of the
Ministry of Internal Affairs and Administration
(CKiK MSWiA), supervised by the Ministry of
Internal Affairs and Administration. The Institute
of Hematology and Transfusion Medicine (IHTM)
has substantive supervision over the activity of all
the above-mentioned entities of the public blood
transfusion service.

In this presentation of selected issues related
to the annual activities of the public blood transfu-
sion service in Poland in 2022 we take into account
some conditions of the first several months of the
year as caused by the COVID-19 pandemic. The fol-
lowing topics were discussed for 2022: the number
of donors, the number of donations, the collection
sites for whole blood and blood components, in-
cluding red blood cells (RBC), fresh frozen plasma
(FFP), platelet concentrate (PC) and granulocyte
concentrate (GC). We also discuss issues related to
the use of some additional preparation methods as
well as the inactivation of biological pathogens in
labile blood components. The most common causes
of the waste of blood components were explored
as well as the degree of wastage.

Material and methods

This work relies on the data provided by: 21
Regional Blood Transfusion Centers (RCKiK),
WCKIiK, CKiK MSWiA in the form of annual acti-
vity reports for 2022. Together with the National
Blood Center (NCK), IHTM created a template of
definitions for the purpose of standardization of
the forwarded data.

J. Transf. Med. 2023; 16: 167-188

First-time donor — donates blood during
the reporting period but has never before donated
blood for medical purposes.

Multiple (regular) donor — systematically
donates blood (at least twice during the last 24
months).

Multiple repeat donor — donates blood
again more than 2 years after the last donation.

Non remunerated donor — receives no fi-
nancial compensation for donated blood/blood com-
ponent at least once during the reporting period.

Remunerated donor — receives financial
compensation for every donation during the re-
porting period.

Responder to donation appeal — donates
blood /blood component following emergency
appeal for donation at least once during the re-
porting period (the term also applies to former
,family donors”).

Directed donor — donates blood for a specific
patient at least once during the reporting period.

Autologous donor — donates blood/blood
component for himself at least once during the
reporting period.

Donation — whole blood or blood component
collected by apheresis, including blood for clinical
and scientific purposes collected from immunized
and family donors etc.

Unit (u.) — volume of anticoagulated whole
blood obtained from 450 ml of blood collected from
the donor or volume of blood component obtained
from one unit of anticoagulated whole blood.

Unit of plasma — volume of plasma obtained
from whole blood or by automated plasmapheresis.
One automated plasmapheresis procedure provides
3 units of plasma (600 ml).

Unit of PC from apheresis — platelets
obtained from a single donor with cell separator
(1 donation regardless of platelet count).

Therapeutic dose of PC — PCs (either
pooled or from apheresis) dedicated for an adult;
according to current guidelines it contains = 3 x
101 platelets.

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

Blood Transfusion Centers (Centers)

In 2022, there were 23 Centers and 135 local
collection sites operating in Poland. Moreover,
12 089 mobile collections were organized which
is about 8.42% more than in the previous year.
In 2022 mobile collections were organized by all
RCKiK and WCKIiK. The largest number of mo-
bile collections was organized by RCKiK in £odz
(1672). More than 1000 mobile collections were
organized also by RCKiK in Katowice (1085) and
Warsaw (1131). As compared to the previous year,
the number of mobile collections increased in 19
RCKIiK and decreased in 3 (Table 1).

Donors

In 2022, a total of 711 801 persons came to
donate blood (in 2021 — 703 958), but only some
of them (621 936) were found eligible for donation
(in 2021 — 615 784).

As in the previous years, blood or blood com-
ponents for clinical use were donated by 87% of the
people who were willing to donate blood. The dif-
ference was mainly due to donor deferral. In 2022,
a total of 9061 permanent deferrals were applied.
There were also 224 128 temporary deferrals of
189 646 people, and the most common cause for
deferral (74 236 cases) was low hemoglobin level
(like in the previous years).

Temporary deferral was also applied to 558
people for various reasons related to the COVID-19
pandemic (disease itself, quarantine, contact with
infected person/persons) and vaccinations (81).
However, the number of deferrals for these rea-
sons was significantly lower than in 2021 (3882,
including 1802 vaccinations).

Donors were mostly voluntary unremunerated
(621 715). In 2022, blood and blood components
were also donated by 31 remunerated donors and
247 autologous donors. Amongst voluntary donors,
31 243 were responders to appeal and 67 were
directed donors.

In 20 Centers blood was donated only by volun-
tary unremunerated donors. The highest numbers
of remunerated donors were reported by RCKiK
in Gdansk (28).

Among the donors of blood and blood com-
ponents there were 135 962 first-time donors
(21.86%), 399 172 multiple regular donors (64.18%)
and 86 802 multiple repeat donors (13.96%).

17 Centers reported an increase in the number
of donors (from 0.11 to 9.67%), and 6 reported

decrease (from 0.02 to 10.15%). Table 2 presents
the number of donors in each Center in 2022.

As in the previous years, the most numerous
group were blood donors aged 18 to 44 (a total of
509 818, including 128 481 women and 381 337
men).

Donations

In 2022, whole blood was the most frequently
collected blood component (1 289 164 donations),
while the least frequent were collections of: gra-
nulocyte concentrate (111 donations in 5 RCKiK)
and apheresis RBCs as the only component (15
donations in 2 RCKiK). As in previous years, the
largest numbers of whole blood donations were
reported by RCKiK in Warsaw (112 595) and Ka-
towice (123 610). Apheresis was mainly used for
preparation of PCs (13 609 donations) and plasma
(80 065 donations). The largest numbers of aphe-
resis plasma donations were reported by RCKiK
in Kalisz (15 773), and apheresis PC donations by
RCKiK in Warsaw (2640).

Automated donations of a combination of blood
components, mostly of PC and plasma (27 847
donations) were also collected mostly in RCKiK
in Warsaw (8410), less frequently of PC and RBCs
(214 donations) — almost exclusively at RCKiK in
Wroclaw (200 donations).

Table 3 presents the number of complete
donations of blood and blood components in 2022.

Blood was collected primarily in the local col-
lection sites (50.19% of whole blood donations),
less frequently at the Center premises (30.25%),
and during mobile collections (19.56%). As in
previous years, the largest number of whole blood
donations — 49.18% — took place during mobile
collections organized by the RCKiK in Walbrzych.
Table 4 provides a list of whole blood collection
sites in 2022.

Blood components

Red blood cells

Donated blood was processed into blood com-
ponents, mostly RBC (a total of 1 266 346 units),
which was a slight country-wide increase as com-
pared to the previous year (1 231 538 units). As
in previous years, the largest amount of RBCs
was obtained in RCKiK in Katowice and Warsaw
(122 796 and 112 300 units, respectively) (Table 5).
Most Centers (19) reported an increase in the
number of RBC units.

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 169
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Table 1. Mobile collections organized in Polish Blood Transfusion Centers in 2021 and 2022

Mobile collections

Center 2021 2022 Tendency (increase/decrease
compared to 2021)

Biatystok 581 636 i
Bydgoszcz 770 782 1
Gdansk 201 205 1
Kalisz 413 428 1
Katowice 1273 1085 ¢
Kielce 206 331 1
Krakéw 712 834 1
Lublin 403 439 1
todz 1267 1672 1
Olsztyn 511 530 !
Opole 154 176 i
Poznan 717 849 1
Raciborz 113 131 1
Radom 399 431 1
Rzeszéw 304 217 )
Stupsk 131 206 1
Szczecin 359 383 1
Watbrzych 965 832 |
Warszawa 1048 1131 1
Wroctaw 227 236 1
Zielona Goéra 201 205 1
WCKiK 195 350 1
CKiK MSWiA 0 0 bz
Total 11 150 12 089 1

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration; | — decrease as compared

to 2021; 1 — increase as compared to 2021; bz — no change since 2021

Some part of RBC units was subjected to
additional preparation the most common of which
was leukocyte depletion and irradiation.

In 2022, a total of 292 065 units of leukode-
pleted RBCs were obtained (23.06% of all RBC
units) and 131 387 units of leukodepleted irradiated
RBCs (10.38%). RBC irradiation only was used
sporadically, yielding 619 units of irradiated RBCs
— 0.05% of all RBC units.

Country-wide, 33.44% of all RBCs were leu-
kodepleted and 10.42% of RBCs were irradiated.
Table 6 presents the number of leukodepleted
and irradiated units of RBC prepared in individual
Centers in 2022.

Platelet concentrate
Platelet concentrate was the second most
frequently prepared cellular blood component, just

like in the years before. Two basic methods were

used for PC preparation:

— centrifugation of whole blood from traditional
donations, and — if necessary — pooling
several units of PC to obtain pooled PC. Some
Centers used automated methods for obtain-
ing PCs;

— apheresis with cell separators (some of the
PCs obtained with this method were divided
into smaller therapeutic doses). Apheresis PCs
from modern separators are leuko-reduced and
require no additional elimination of leukocytes.
In 2022, a total of 90 009 units of pooled PC

were prepared (in 2021 — 85 677), including 52 110

units obtained from buffy coat with manual method

and 37 899 with automated methods.
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Table 2. Blood donors in Polish Blood Transfusion Centers in 2022

Center Donors T.endency
First time !\:I:gl'ﬂlpal:e Multiple repeat Total S:.:::::S{jdte:rfg;ﬁ)
Biatystok 4255 20954 4225 29434 0
Bydgoszcz 6746 24 098 5292 36 136 0
Gdansk 5822 19472 4003 29 297 0
Kalisz 3955 15 867 2883 22 705 0
Katowice 9575 36 254 6841 52 670 !
Kielce 3974 10419 3006 17 399 0
Krakéw 11 260 32 545 7314 51119 0
Lublin 6425 19 264 4414 30103 0
todz 9327 22283 6815 38425 0
Olsztyn 5999 12 430 992 19 421 1
Opole 2573 10 108 1812 14 493 0
Poznan 14 166 28 489 4296 46 951 0
Racibérz 1943 9268 1994 13 205 0
Radom 2473 7557 1803 11 833 !
Rzeszow 5397 21778 3956 31131 0
Stupsk 2392 5926 1531 9849 0
Szczecin 5389 14 969 3499 23 857 1
Watbrzych 2605 8383 1437 12 425 J
Warszawa 12 351 36 853 9222 58 426 !
Wroctaw 7849 23758 5317 36 924 !
Zielona Goéra 3147 7612 3774 14 533 |
WCKiK 6750 8487 2348 17 585 0
CKiK MSWiA 1589 2398 4015 0
Total 135 962 399 172 86 802 621936 1

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration; | — decrease as compared

to 2021; 1 — increase as compared to 2021

In 2022, a total of 52 957 units of PCs were
obtained by apheresis (37.04% of all units issued
for clinical use; in 2021 — 37.93%).

The highest number of PCs units from whole
blood was obtained in Katowice (10 726 therapeutic
units) and Poznan (10 360 PC units), while from
apheresis — in Warsaw (11 125).

The percentage of apheresis PCs differed
significantly between Centers — from 1.80% in
Zielona Gora to 71.47% in Warsaw and 84.36% in
Bialystok (Table 7).

Since the beginning of 2021, only leukodeple-
ted PCs are issued for clinical use in Poland; some
part of PC units are also irradiated. In 2022, a total
of 63 958 therapeutic doses of leukodepleted PCs
were obtained which accounted for 44.74% of all
obtained PCs, as well as 79 008 therapeutic doses
of irradiated leukodepleted PCs (55.26%).

Table 8 presents the numbers of leukodepleted
and irradiated PCs obtained in Polish Centers in
2022.

In 2022, a total of 138 594 therapeutic doses of
PCs were issued for clinical use (in 2015 — 114 163,
in 2016 — 118 391, in 2017 — 123 668, in 2018 —
127 049, in 2019 — 129,652, in 2020 — 120 858 and
in 2021 — 130 865). So, after a decrease reported
in 2020, a marked increase was recorded.

Some part of the prepared PCs were stored
frozen (frozen platelet concentrate).

In 2022, subjected to freezing was 3.71% of
all PCs (including 1.94% of pooled PCs and 6.78%
of apheresis PCs).

In 2022, there was another slight increase in
the percentage of frozen blood components (by
0.93%) although a decrease in the number of frozen
PCs had been recorded for several last years. An
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Table 3. Whole blood and apheresis donations in 2022*

Center Whole blood Apheresis Total

Plasma RBC PC GC PC + plas- PC +

ma RBC

Biatystok 59 945 12 551 0 100 1 2094 0 74 691
Bydgoszcz 73 144 9784 1 883 15 0 0 83 827
Gdansk 65 024 1582 0 357 0 109 0 67 072
Kalisz 44 376 15773 0 0 0 427 0 60 576
Katowice 123610 191 0 734 0 5230 0 129 765
Kielce 33936 1367 0 785 0 0 0 36 088
Krakéw 110 462 1309 0 1820 63 0 0 113 654
Lublin 61 253 6061 0 0 0 1943 0 69 257
Lédz 76 865 1179 0 1480 18 0 0 79 542
Olsztyn 40 746 1856 0 351 0 108 0 43 061
Opole 31983 1163 0 723 0 165 0 34 034
Poznan 100 829 6543 0 0 0 1566 0 108 938
Raciborz 26 294 5242 0 0 0 397 0 31933
Radom 23 278 2628 0 16 0 880 0 26 802
Rzeszéow 67 860 4506 0 1887 0 91 0 74 344
Stupsk 19784 1005 14 29 0 227 14 21073
Szczecin 50 153 1061 0 5 0 940 0 52 159
Watbrzych 27 604 274 0 26 0 196 0 28 100
Warszawa 112 595 1141 0 2640 14 8410 0 124 800
Wroctaw 69 909 4641 0 1669 0 5003 200 81422
Zielona Géra 31 867 206 0 0 0 61 0 32134
WCKiK 30390 1 0 54 0 0 0 30 445
CKiK MSWiA 7257 1 0 50 0 0 0 7308
Total 1289 164 80 065 15 13 609 111 27 847 214 1411 025

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration;*Complete donations only

increase was noted in the percentage of frozen ap-
heresis PCs (by 2.1%) as well as of pooled PCs (by
0.12%). In most centers the percentage of frozen
PCs did not change much in the consecutive years.
In 2022, there are however significant differences
in this respect between individual Centers, ranging
from 0% in Kalisz, Poznan and WCKiK to 11.60%
in Stupsk (decrease by 0.51% as compared to
2021), 17.26% in Walbrzych (increase by 3.42%),

172

35.88% in Opole (increase by 12.59%), 43.26% in
Radom (increase by 24.46%) and 56.18% in Raci-
borz (increase by 5.28%). Unlike in the previous
years, Centers in Opole, Radom and Watbhrzych
reported increase in the percentage of frozen PCs.
As in the previous years, Raciborz reported the
highest percentage of frozen pooled PCs (57.89%,
decrease by 11.49%). In Walbrzych, Radom, Raci-
borz, Stupsk, Zielona Gora, CKiK MSWiA reported
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Table 4. Sites of whole blood collection in 2022

Centers Whole blood collected (units)*

Center site Local collection site Mobile collection site  Total

u % u % u % u
Biatystok 27 081 44.91 19 351 32.09 13 871 23.00 60 303
Bydgoszcz 18 851 25.61 30578 41.54 24178 32.85 73 607
Gdansk 21940 33.51 38 407 58.66 5125 7.83 65 472
Kalisz 9872 22.12 20 239 45.35 14 513 32.52 44 624
Katowice 23 475 18.65 80 497 63.96 21 892 17.39 125 864
Kielce 14 531 42.54 10 563 30.93 9062 26.53 34 156
Krakéw 25560 22.98 63 874 57.43 21789 19.59 111 223
Lublin 15575 25.15 35 545 57.40 10 807 17.45 61927
todz 29 992 38.58 32782 42.17 14 959 19.24 77 733
Olsztyn 13179 32.03 17 569 42.69 10 404 25.28 41 152
Opole 7168 22.36 21766 67.90 3123 9.74 32 057
Poznan 27 898 27.15 56 746 55.23 18103 17.62 102 747
Racibérz 3937 14.82 19 552 73.62 3069 11.56 26 558
Radom 13 489 57.66 1975 8.44 7932 33.90 23 396
Rzeszow 16 362 23.92 47 068 68.81 4973 7.27 68 403
Stupsk 11294 55.86 5454 26.98 3469 17.16 20 217
Szczecin 21758 43.15 19 637 38.95 9027 17.90 50422
Watbrzych 14 246 50.82 0 0.00 13785 49.18 28 031
Warszawa 25 457 22.35 62 494 54.86 25964 22.79 113 915
Wroctaw 33130 46.89 30428 43.06 7104 10.05 70 662
Ziel. Géra 10 405 32.40 17 503 54.50 4209 13.11 32117
WCKiK 1632 5.29 21793 70.63 7432 24.09 30 857
CKiK MSWiA 7300 100.00 0 0.00 0 0.00 7 300
Total 394 132 30.25 653 821 50.19 254 790 19.56 1302 743

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration; *incomplete donations included

the highest percentage of frozen apheresis PCs
(72.98%; 70.65%, 54.19%, 53.09%, 46.67% and
28.00% respectively). At the same time, it should
be noted that in Zielona Gora only 60 apheresis
PCs were collected, 28 of which were frozen, while
CKiK MSWiA collected 50 PCs and subjected 7 to
freezing, hence such a high percentage of frozen
PCs from apheresis.

In 2022, thawed frozen PCs accounted for
2.76% of all PC therapeutic doses issued for clini-
cal use, i.e. 0.08% less than in 2021. The largest

number of thawed PC units was reported by Ra-
ciborz (45.27% of all PC units issued for clinical
use), Opole (24.91%), Radom (23.20%), Walbrzych
(15.45%) as well as Stupsk (10.02%). Only the
Centers in Kalisz, and Poznan reported no thawed
PCs issued for clinical use.

Fresh frozen plasma

In 2022, a total of 1 537 211 FFP units were
prepared (in 2019 — 1 373 514 units, in 2020 —
1 264 654 units and in 2021 — 1 425 640 units). As
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Table 5. Units of RBCs prepared in Polish Blood Trans-
fusion Centers in 2022

Center RBCs Increase/decrease
compared to 2021
Biatystok 59923 !
Bydgoszcz 73103 t
Gdansk 64 822 !
Kalisz 41069 !
Katowice 122796 !
Kielce 33 881 t
Krakéw 110 330 1
Lublin 61115 !
todz 76 471 1
Olsztyn 40 687 !
Opole 31922 i
Poznan 93163 1
Raciborz 26234 |
Radom 22 883 !
Rzeszow 66 345 !
Stupsk 19784 !
Szczecin 50126 !
Watbrzych 27 604 1
Warszawa 112300 |
Wroctaw 62 082 !
Zielona Gora 31819 !
WCKiK 30 642 |
CKiK MSWiA 7245 1
Total 1 266 346 i

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfu-
sion Center of Internal Affairs and Administration; | — decrease as compa-
red to 2021; 1 — increase as compared to 2021

in the previous years, FFP was mainly obtained by
manual method, i.e. plasma obtained from anticoagu-
lated whole blood. With this method, 1 247 356 FFP
units were obtained in 2022. On the other hand,
with the less frequent method of apheresis 289 855

units were obtained, i.e. 18.86% of the total (in
2021 — 232 001 units, i.e. 16.27% of the total). This
is the continuation of the upward trend observed
for the last several years.

The percentage of FFP obtained by apheresis
differed between Centers (the highest was repor-
ted by RCKiK in Kalisz — 54.16% and Biatystok
— 46.82%).

Table 9 presents the number of FFP units
obtained by the manual method and by apheresis
in individual Centers in 2022.

A total of 252 332 FFP units were issued for cli-
nical use which is more than in 2021 (246 013 FFP
units) though still less than in 2019 — 273 519).
As compared to the previous year, the number of
FFP units issued for clinical use increased in most
(17) Centers (Table 10).

COVID-19 convalescent plasma

In 2022, convalescent plasma was collec-
ted less frequently than in the previous years.
A total of 339 units were collected for clinical
purposes (in 2020 and 2021 — 87 071 and 57 708
respectively). Convalescent plasma was collected
by 6 Centers; the highest volumes (173 units)
were reported by the Center in Warsaw. 590 units
of convalescent plasma were issued for clinical use
(in 2021 — 58 670; in 2020 — 25 868). Table 11
presents the numbers of units obtained from
COVD-19 convalescents and issued for clinical
purposes by individual Centers in 2022.

Granulocyte concentrate

As in previous years, in 2022 granulocyte
concentrate (GC) was only sporadically obtained
(111 donations in 5 Centers), although more fre-
quently than in 2021 (104 donations) and in 2020
(82 donations). Most GC donations took place in
Krakow (63) and LodzZ (18).

Quarantine and inactivation of biological
pathogens in labile blood components

In Poland only quarantine! or pathogen ina-
ctivated FFP and cryoprecipitate are issued for
clinical use to ensure the safety of transfused blood
components. Currently there are three pathogen
inactivation systems implemented in the Polish
Blood Transfusion Centers: Theraflex MB Plasma
(with methylene blue) for pathogen inactivation in
plasma, Mirasol PRT (with riboflavin) and Intercept
(with amotosalen hydrochloride) for pathogen

1 Quarantine of FFP and cryoprecipitate consists in storage for at least 16 weeks of donation date followed by testing the donor for infectious disease markers

(to eliminate the diagnostic window period)
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Table 6. Leukodepleted and irradiated RBCs prepared in Polish Blood Transfusion Centers in 2022

Center Units of leukodepleted Units of lirradiated RBCs  Units of both

RBCs leukodepleted
and irradiated RBCs

Biatystok 1780 0 7164

Bydgoszcz 3371 0 12 325

Gdansk 1953 3 19 533

Kalisz 38 402 0 759

Katowice 41 455 3 7248

Kielce 6240 0 3903

Krakéw 9254 289 7527

Lublin 8813 7 10 532

toédz 9100 26 14017

Olsztyn 4458 0 4874

Opole 4204 0 606

Poznan 38 586 4 8106

Racibérz 2654 0 43

Radom 1944 0 82

Rzeszow 323 56 7851

Stupsk 1398 0 1791

Szczecin 1344 218 2531

Watbrzych 2670 0 0

Warszawa 96 638 0 9124

Wroctaw 3993 13 10 747

Zielona Goéra 3453 0 2563

WCKiK 3073 0 61

CKiK MSWiA 6960 0 0

Total 292 065 619 131 387

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

inactivation in FFP and PC. Inactivation methods
(Mirasol PRT and Intercept) are also effective for
inactivation of immunocompetent T lymphocytes
and this is an alternative to irradiation of cellular
blood components for prevention of transfusion-
-associated Graft Versus Host Disease (TA-GvHD)
[2-4].

In 2022 pathogen inactivation technology
(PRT) was implemented in 23 Centers which used:
— Mirasol — 18 Centers (in 16 regional Centers,

WCKIiK and CKiK MSWiA);
— Theraflex MB Plasma (in 12 regional Centers);
— Intercept (in 2 regional Centers).

Individual Centers subjected different amounts
of plasma to inactivation, ranging from 0.11%
in Szczecin to 17.51% in Poznan. In 3 Centers,
the volume of inactivated plasma exceeded 10%
(Poznan — 17.51%, Warsaw — 16.9% and CKiK
MSWiA — 13.20%). respectively). In another 3.
Centers the percentage ranged from 3.18 to 7.57%.
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Table 7. PCs from whole blood and apheresis (2022)

Center PC (therapeutic doses)
Pooled (from whole Aheresis Total % of apheresis PCs
blood)

Biatystok 1215 6554 7769 84.36
Bydgoszcz 8423 1060 9483 11.18
Gdansk 5771 964 6735 14.31
Kalisz 1767 745 2512 29.66
Katowice 10726 7310 18 036 40.53
Kielce 3140 927 4067 22.79
Krakow 8688 2456 11144 22.04
Lublin 4763 2059 6822 30.18
todz 4650 1494 6144 24.32
Olsztyn 3750 562 4312 13.03
Opole 486 888 1374 64.63
Poznan 10 360 2774 13134 21.12
Racibérz 596 513 1109 46.26
Radom 578 913 1491 61.23
Rzeszow 6632 2026 8658 23.40
Stupsk 1202 307 1509 20.34
Szczecin 3705 1251 4956 25.24
Watbrzych 1797 248 2045 12.13
Warszawa 4442 11125 15567 71.47
Wroctaw 3738 8617 12 355 69.75
Zielona Géra 3273 60 3273 1.80
WCKIiK 154 54 208 25.96
CKiK MSWiA 153 50 203 24.63
Total 90 009 52 957 142 966 37.04

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

Countrywide, 4.69% of all plasma was subjected to
inactivation. COVID-19 convalescent plasma was
also subjected to inactivation and the values ranged
from 58.96% in Warsaw to 100% in WCKiK, CKiK
MSWiA as well as Krakéw and Radom. Countrywi-
de, 43.07% of COVID-19 convalescent plasma was
pathogen inactivated. It is worth noting that the
volume of collected COVID-19 convalescent plas-
ma markedly decreased during the last two years.

In 2022, 75.25% of quarantine FFP and 92.15%
of quarantine cryoprecipitate were issued for cli-
nical use. 24.73% units of FFP and 9.48% units of
cryoprecipitate subjected to pathogen inactivation
were issued to hospitals (cryoprecipitate — only
in Poznan and Bydgoszcz).

Inactivation of pooled PCs was performed in
8 Centers (7 with Mirasol system, 1 with Inter-
cept). The percentage of pooled PCs subjected to
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Table 8. Leukodepleted and irradiated PCs prepared in Polish Blood Transfusion Centers (2022)

Center PC therapeutic doses Leukodepleted PCs Irradiated leukodepleted
PCs
Biatystok 7769 0 7769
Bydgoszcz 9483 605 8878
Gdansk 6735 384 6351
Kalisz 2512 2330 182
Katowice 18 036 11193 6843
Kielce 4067 2282 1785
Krakow 11144 5537 5607
Lublin 6822 838 5984
toédz 6144 570 5574
Olsztyn 4312 510 3802
Opole 1374 1256 118
Poznan 13134 5064 8070
Raciborz 1109 1101 8
Radom 1491 1481 10
Rzeszow 8658 4649 4009
Stupsk 1509 627 882
Szczecin 4956 1731 3225
Watbrzych 2045 2045 0
Warszawa 15 567 15 567 0
Wroctaw 12 355 3721 8634
Zielona Goéra 3333 2056 1277
WCKiK 208 208 0
CKiK MSWiA 203 203 0
Total 142 966 63 958 79 008

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

inactivation ranged from 0.31% (Center in Lublin)
t0 99.59% (Center in Warsaw). Countrywide, this
accounted for 5.38% of all pooled PC units.

9 Centers inactivated apheresis PCs (7 used
Mirasol, 1 used Intercept and 1 Center — in Ra-
dom — used both systems). The percentage of
inactivated apheresis PCs ranged from 0.68% (in
Katowice) to 96.40% (in Warsaw). Countrywide,
this accounted for 24.34% of all apheresis PC

units. In 2022, 12.70% of all pathogen inactivated
PC therapeutical units were issued for clinical use.

Table 12 presents the percentage of FFP, poo-
led PCs and PC units from apheresis subjected to
pathogen inactivation in Centers (2022).

Table 13 presents the percentage of COVID-19
convalescent plasma subjected to pathogen inacti-
vation in 2022.
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Table 9. FFP (from whole blood and apheresis) prepared in Polish Blood Transfusion Centers in 2022 (number of

units)
Center Whole blood Apheresis Total % apheresis FFP
(manual method)

Biatystok 59 928 52 759 112 687 46.82
Bydgoszcz 72 550 29 397 101 947 28.84
Gdansk 64 803 4875 69 678 7.00
Kalisz 40 912 48 340 89 252 54.16
Katowice 122 796 5810 128 606 4.52
Kielce 33824 4124 37 948 10.87
Krakow 110 322 3888 114 210 3.40
Lublin 59 050 20 355 79 405 25.63
todz 76 470 3407 79 877 4.27
Olsztyn 39978 5748 45726 12.57
Opole 31922 3210 35132 9.14
Poznan 92 990 24 180 117 170 20.64
Raciborz 26 234 16 351 42 585 38.40
Radom 22 846 8103 30 949 26.18
Rzeszow 66 332 13526 79 858 16.94
Stupsk 19 813 3516 23 329 15.07
Szczecin 50 127 4700 54 827 8.57
Watbrzych 26 933 1176 28 109 4.18
Warszawa 112 227 11718 123 945 9.45
Wroctaw 61874 24 054 85928 27.99
Zielona Géra 31819 618 32437 1.91
WCKiK 16 614 0 16 614 0.00
CKiK MSWiA 6992 0 6992 0.00
Total 1247 356 289 855 1537 211 18.86

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

Table 14 presents the percentage of FFP, cry-

opercipitate and PC therapeutic units issued for
clinical use following pathogen inactivation (2022).

Wastage of blood and blood components

In 2022, a total of 110 782 units of blood and

most common blood components were wasted, in-
cluding 12 935 units of anticoagulated whole blood,
32 803 units of RBCs, 58 122 units of FFP, 1582

therapeutic units of apheresis PCs, 3658 units of

pooled PCs as well as 1681 units of cryoprecipitate.
As in the previous years, the most common

reasons for wastage of blood components were:

— expiry date;

— seropositivity for transfusion transmitted viral
diseases, syphilis tests, implementation of
look-back procedure (hereinafter referred to
as “pathogens”);

— other causes, including:
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Table 10. FFP issued for clinical use in Polish Blood
Transfusion Centers in 2022 (convalescent plasma not
included)

Center FFP issued for  Tendency
clinical use (increase/decrease
(units) compared to 2021)
Biatystok 11 657 1
Bydgoszcz 14 154 1
Gdansk 8792 1
Kalisz 3353 1
Katowice 23395 1
Kielce 5709 |
Krakow 22 065 1
Lublin 14 569 !
toédz 14 198 |
Olsztyn 7291 1
Opole 4937 1)
Poznan 18 451 1
Raciboérz 2314 1
Radom 2267 1
Rzeszéw 11 809 1
Stupsk 2371 1
Szczecin 12515 |
Watbrzych 6142 |
Warszawa 35924 |
Wroctaw 10 766 1
Zielona Goéra 6323 1
WCKiK 9964 !
CKiK MSWiA 3368 1
Total 252 332 1

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfu-
sion Center of Internal Affairs and Administration; | — decrease as compa-
red to 2021; 1— increase as compared to 2021

* inadequate visual control,

* low quantity/volume,

* incorrect serological results,

e other, including incorrect procedures, me-
dical deferral, mechanical damage, donor
self-deferral etc.

Components from autologous donations that
were not put to clinical use were also subjected to
wastage (33 units of RBCs and 101 units of FFP).

Table 15 presents the number of blood compo-
nents wasted in individual Centers in 2022; causes
of waste are presented in Table 16.

Discussion

The year 2022 was still the year of COVID-19
pandemic but as of May 16t 2022 the state of pan-
demic has been replaced by the state of epidemic
emergency. Regardless of the context however, the
basic factor that determines the availability of blood
supply is still the good will of a sufficient number
of volunteer, non-remunerated blood donors [5-9].

In line with the observations presented above,
in 2022 the number of donors in the Centers in
Poland (621 936) was the highest in several last
years (615 784 in 2021, 569 914 in 2020, 614 579
in 2019).

The increase in the number of blood donors
was observed despite the several-year decrease
in the population in the 18-65 age group — the
potential “recruitment source” of blood donors.
According to the data provided by the Demograp-
hic Yearbook reports (Central Statistical Office of
Poland) for 31 December 2011 this number was
estimated at 26 460 477, while for 31 December
2020 — 24 689 690 and for 12 December 2022 —
23989 507 [10-12].

So, during the 2011-2022 period, the popula-
tion in the above-mentioned age group decreased
by 2,5 million, which may have a negative impact
on the number of active blood donors.

In the member states of the Council of Euro-
pe, the average number of blood donors per 1000
inhabitants decreased in the period 2008-2011
from 29.0 to 25.0 [13]. In Poland, in 2022 the ave-
rage number of blood donors per 1000 inhabitants
was estimated at 16.47 (in 2021 — 16.14, in 2020
— 14.42, in 2019 — 15.39, 2018 — 15.37, and in
2017 — 15.30). This was the highest value in the
last several years.

Both in Poland and in other countries, there is
a downward trend in the number of people declaring
their willingness to donate blood; this is particu-
larly true for certain age groups. In Poland, such
a tendency can be observed mostly in the 18-24
age group 1.e. a group of potential future donors of
blood and blood components [14].

Apart from the above-mentioned demographic
changes, the number of blood donors is adversely
affected by factors such as:
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Table 11. Convalescent plasma collected and issued
for clinical use by Polish Blood Transfusion Centers
in 2022

Center Convalescent Issued for
plasma collected clinical use
(units) (units)

Biatystok 0 7

Bydgoszcz 0 0

Gdansk 0 24

Kalisz 0 0

Katowice 0 29

Kielce 12 30

Krakéw 8 12

Lublin 0 35

todz 64

Olsztyn 0 0

Opole 0 28

Poznan

Raciborz

Radom 24 17

Rzeszéw 28

Stupsk 0

Szczecin 21 12

Watbrzych 3

Warszawa 173

Wroctaw 0 25

Zielona Géra 0 351

WCKiK 3 0

CKiIK MSWIA 3 3

Total 339 590

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfu-
sion Center of Internal Affairs and Administration

— periodic disease outbreaks — eg. COVID-19
pandemic;

— travel-associated risk of infection e.g. malaria
or West Nile virus [15-17];

— emerging infectious diseases (other than
COVID-19) e.g. the epidemic of Zika virus
infections [18-19];

— health condition of the population, including
reduced hemoglobin levels (the most common
cause of deferrals in the last years) [20-22];

— no opportunity to donate blood or economic
reasons.

The number of autologous donors has been
low in the recent years. In 2022, it was estimated
at 247, i.e. the lowest number in the last several
years (in 2021 — 313, in 2020 — 323, in 2019 —
630, in 2018 — 598, in 2017 — 692). The smaller

number of preoperative autologous donations is
a phenomenon observed in many countries [23].

In line with current recommendations, autolo-
gous donations are mostly relied on when they have
significant advantage over allogenic transfusions,
and when indications for transfusion are strong.
Autologous donations are useful primarily in cases
when compatible allogenic blood is unavailable, eg.
when the patient has antibodies against antigens
with high prevalence in the population [24].

In 2022, the total number of blood and blood
component donations amounted to 1 411 025 in-
cluding 1 289 164 whole blood donations which is
an increase as compared to the previous year (in
2021 — 1374 572 including 1 248 585 whole blood
donations, in 2020 — 1 201 272 donations and
1 105 434 whole blood donations).

One of the methods used for more effective
collection of blood components is automated ap-
heresis. In 2022, the number of apheresis PCs and
plasma donations combined increased as compared
to 2021 (from 26 518 to 27 847) while the number
of only PC donations decreased (from 14 411 to
13 609). There was a reported decrease in the
number of only plasma donations (from 84 818 to
80 065). Collection by apheresis of other blood
components, ie RBCs and granulocyte concentrate
(GC) was only sporadic.

It is worth noting that automated methods
(apheresis) are still used in Poland to a relatively
small extent, in 2022 — only 8.64% of all donations
were collected by apheresis which is less than in
2021 (9.16%).

In order to make blood donation easier for do-
nors mobile collections are organized. In 2022, the
Centers organized 12 089 mobile teams which is
more than in the previous years (in 2021 — 11 150,
in 2020 — 10 432) but still less than in the year
2019 (13 511). The percentage of whole blood dona-
tions collected by mobile teams was also relatively
small — 19.56%. In 2022, blood was mostly collec-
ted at local collection sites — 50.19% of all whole
blood donations. This may be explained by the fact
that donors are more willing to donate in familiar
places. However, the contemporary high standards
for collection of blood dedicated for clinical use do
not favor small collection sites; centralization of
blood transfusion service is recommended.

The demand for blood components is affected
by a number of factors, including current guidelines
issued by scientific societies, profile of the clinical
ward and recommendations of the physician. No
doubt, the COVID-19 pandemic also had strong
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Table 12. Percentage of pathogen-inactivated units of FFP, pooled PCs, apheresis PCs prepared in Polish Blood

Transfusion Centers in 2022

Center FFP (%) Pooled PCs (%) Apheresis PCs (%) Systems
Biatystok 1.26 0.00 0.00 Theraflex, Mirasol
Bydgoszcz 2.44 0.00 0.00 Theraflex, Mirasol
Gdansk 1.12 0.00 0.00 Theraflex, Mirasol
Kalisz 2.07 0.00 0.00 Theraflex
Katowice 0.96 0.70 0.68 Mirasol

Kielce 0.74 0.00 66.67 Mirasol

Krakéw 7.58 0.92 0.73 Mirasol

Lublin 2.43 0.31 8.35 Theraflex, Mirasol
todz 1.17 2.06 0.80 Mirasol, Intercept
Olsztyn 2.52 0.00 0.00 Theraflex

Opole 2.30 0.00 0.00 Theraflex

Poznan 17.51 0.00 0.00 Theraflex
Racibérz 1.13 0.00 0.00 Theraflex

Radom 2.35 0.00 56.96 Mirasol, Intercept
Rzeszow 2.76 1.43 12.29 Theraflex, Mirasol
Stupsk 0.35 0.00 0.00 Mirasol

Szczecin 0.11 0.00 0.00 Mirasol, Interscept
Watbrzych 3.18 0.00 0.00 Mirasol
Warszawa 16.90 99.59 96.40 Mirasol, Intercept
Wroctaw 3.38 0.00 0.00 Theraflex, Mirasol
Zielona Géra 2.20 0.00 0.00 Theraflex

WCKiK 0.98 33.12 44.44 Mirasol

CKiK MSWiA 13.20 1.31 54.00 Mirasol

Total 4.69 5.38 24.34

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

impact on the activity of hospitals, and on the use
of blood components.

In 2022, approximately 33 units of RBCs per
1 000 inhabitants were issued for clinical purposes
(in 2021 — 30.92 units, in 2020 — 27.87, 2019
— 30.7 units, in 2018 — 30.38 units, in 2017 —
30.22 units, 2016 — 29.99, 2015 — 29.87) [ 11,
12, 25-28].

Following the downward trend in RBC con-
sumption observed in 2020, the RBC consumption
in 2022 increased. However, for years now the RBC
consumption in Poland has been lower than in some
other European countries — eg. in 2011 the RBC
consumption in 32 member states of the Council
of Europe averaged 37 units/1000 inhabitants [13].

In 2022 the number of FFP units issued for
clinical purposes amounted to 252 332 and was
higher than in the previous year (246 013 units)
though still lower than in 2019 (273 519 units).
The ratio of RBCs issued for clinical use to FFP

was approximately 4.94 (in 2021 — 4.81, in 2020
— 4.57,in 2019 — 4.31, in 2018 — 4.09, in 2017
— 3.77, in 2016 — 3.56, in 2015 — 3.45), so the
upward trend continues [29-35].

These observations indicate that the con-
sumption of FFP gradually declines as compared
to RBC consumption. However, the RBC/FFP ratio
still shows a higher consumption of FFP relative
to RBCs than in many European countries [13].
This may be explained by the lower consumption
of RBCs in Poland — as mentioned above, but in
many cases also by the fact that FFP is used with
no sufficient rationale and sometimes against cur-
rently rather restrictive indications for use [36, 37].

What is noteworthy is the significant decrease
in the number of collections and clinical use of CO-
VID-19 convalescent plasma for SARS-CoV-2 the-
rapy, the so-called passive immunotherapy. In the
first months of the COVID-19 pandemic, there was
considerable interest in this therapeutic method,
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Table 13. COVD-19 convalescent plasma — percentage subjected to pathogen inactivation in Polish Blood Transfu-

sion Centers in 2022

Centers Convalescent plasma  Convalescent plasma Percentage of convalescent

(units) subjected to pathogen plasma subjected to pathogen
inactivation (units) inactivation

Biatystok 0 0 0.00

Bydgoszcz 0 0 0.00

Gdansk 0 0 0.00

Kalisz 0 0 0.00

Katowice 0 0 0.00

Kielce 12 0 0.00

Krakow 8 8 100.00

Lublin 0 0 0.00

tédz 64 0 0.00

Olsztyn 0 0 0.00

Opole 0 0 0.00

Poznan 0 0 0.00

Racibérz 0 0 0.00

Radom 24 24 100.00

Rzeszow 28 0 0.00

Stupsk 0 0 0.00

Szczecin 21 0 0.00

Watbrzych 3 0 0.00

Warszawa 173 102 58.96

Wroctaw 0 0 0.00

Zielona Gora 0 0 0.00

WCKiK 3 3 100.00

CKiK MSWiA 3 3 100.00

Total 339 146 43.07

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

but subsequent studies have not given reliable
results to prove its efficacy. Recommendations re-
garding the use of COVID-19 convalescent plasma
are disputable and may apply only to certain groups
of patients [38]. This probably was the reason for
significant decline in interest in this therapeutic
method both in Poland and other countries.

The last several years have witnessed the
increase in the consumption of PC. In the period
2015-2019, the number of PC therapeutic units
issued for clinical use increased from 114 163 to
129 652 (more than 13%). A similar phenomenon
was observed in other countries [39].

In 2020 however, only 120 858 therapeutic
units of PC were issued for clinical purposes, so the
decline is obvious. In 2021 however, the number
of PC therapeutic units issued for clinical use was
130 865, and in 2022 — 138 594 therapeutic units,
S0 again an increase was recorded.

Additional preparation methods (leukocyte
depletion, irradiation) for prevention of transfusion
associated adverse reactions were applied mainly
to PCs (44.74% leukodepleted PCs and 55.26%
irradiated leukodepleted PCs), less often to RBCs
(23.06% of leukodepleted RBCs, 10.38% irradiated
leukodepleted RBCs and 0.05% irradiated RBCs).
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Table 14. Percentage of pathogen-inactivated FFP, cryoprecipitate and PC units issued for clinical use in 2022

Center % FFP (units) % Cryoprecipitate (units) % PCs
(therapeutic doses)
Biatystok 10.47 0 0.00
Bydgoszcz 8.29 15.95 0.00
Gdansk 1.02 0 0.00
Kalisz 58.44 0 0.00
Katowice 7.34 0 0.69
Kielce 6.04 0 17.15
Krakéw 39.05 0 0.87
Lublin 15.25 0 2.71
todz 12.63 0 1.35
Olsztyn 11.15 0 0.00
Opole 11.77 0 0.00
Poznan 96.44 100 0.00
Racibérz 28.61 0 0.00
Radom 36.79 0 38.07
Rzeszéw 31.40 0 4.11
Stupsk 9.57 0 0.00
Szczecin 0.99 0 0.00
Watbrzych 14.05 0 0.00
Warszawa 33.03 0 98.34
Wroctaw 43.56 0 0.00
Zielona Géra 9.50 0 0.00
WCKiK 0.55 0.23 3.63
CKiK MSWiA 13.27 0 17.02
Total 24.73 9.48 12.70

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

As mentioned above, since 2021, only leukode-
pleted PCs are issued for clinical use in Poland.
Moreover, leukodepleted RBCs require additional
preparation, while in the case of apheresis PCs
leukodepletion usually occurs at collection from the
donor. Some automated methods of PC preparation
from buffy coat also allow for the simultaneous
elimination of leukocytes, but the cost of such
procedure is still relatively high as compared to
manual methods. Automated methods do however
guarantee higher quality parameters due to stan-
dardization of preparation methods.

Regular leukodepletion is now implemented
in many countries, although its effectiveness for
prevention of transfusion related adverse reactions
is sometimes questioned [40].

As in the previous years, the number of frozen
PC units is still too high in some Centers. In 2022
— there was a slight decrease in the percentage of
frozen PCs. The reported country-wide percentage

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion medicine

is acceptable but in some Centers the routine pro-
cedure of freezing large volumes of PCs is much too
frequent and has to be limited. In some Centers, the
number of frozen PC units has increased despite
previously observed tendencies to be lower. Cur-
rent indications for the clinical use of thawed PCs
are quite limited. The component should be used
only in exceptional cases, so it is not recommen-
ded to freeze more than 10% of all PCs prepared.
This does not refer to freezing of apheresis PCs
collected for patients with anti-HLA or anti-HPA
antibodies. It is worth stressing that freezing and
thawing increase the cost of preparation of compo-
nents for clinical use and have a negative impact on
the quality parameters of platelets and therefore
their therapeutic efficacy. A cause for anxiety are
those Centers which subject to freezing more than
50% of all PC units prepared; for apheresis PCs and
pooled PCs — 50% and almost 60% respectively.
It should however be emphasized that the overall
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Table 15. Wastage of blood components in Polish Blood Transfusion Centers in 2022

Center Whole blood RBCs PCs (therapeutic doses) FFP Cryoprecipitate

Pooled (from Apheresis

whole blood)
Biatystok 168 662 26 12 693 83
Bydgoszcz 490 828 0 0 2307 282
Gdansk 307 1336 281 10 2156 145
Kalisz 152 989 0 0 1749 23
Katowice 1082 3159 524 247 4716 116
Kielcach 59 925 262 34 1103 56
Krakéw 808 2668 117 40 7158 115
Lublin 133 1381 178 99 2070 18
todz 1259 2379 313 103 2506 0
Olsztyn 65 529 59 9 559 13
Opole 110 931 35 45 902 4
Poznan 2062 2855 310 64 2426 18
Raciborz 60 455 60 38 663 0
Radom 522 1707 0 68 1037 54
Rzeszow 1511 2054 419 52 2306 94
Stupsk 455 705 102 11 812 34
Szczecin 191 2100 225 47 2343 71
Watbrzych 453 1295 136 8 498 5
Warszawa 1515 2277 71 568 7664 170
Wroctaw 725 1213 73 105 1787 61
Zielona Goéra 299 660 423 10 589 5
WCKiK 454 1652 43 13 9144 302
CKiK MSWIA 55 43 0 0 2933 12
Total 12 935 32 803 3658 1582 58 122 1681

WCKiK — Military Blood Transfusion Center; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of Internal Affairs and Administration

percentage has decreased as compared to 2021,
also in the case of the issued components (decrease
from 2.84% to 2.76%).

The Centers are obliged to safeguard the su-
pply of blood/blood components but to fulfill this
task they need to cooperate with hospitals and such
cooperation requires implementation of appropria-
te management procedures for blood and blood
components in every hospital, taking into account
the individual needs of patients. Furthermore, it
1s of utmost importance to establish constant and
regular cooperation between physicians respon-
sible for blood management, hospital transfusion
committees and the Centers.

Depletion of blood and blood component su-
pplies is associated with wastage which — though

sometimes inevitable — occurs for a number of

reasons. In order to limit the extent of waste of

blood and blood components some countries have

implemented special procedures [41].

The most common causes of wastage in 2022
(just like in previous years) are included in the
category of “other reasons”, in particular:

— 1nadequate visual control;

— 1incorrect/low volume;

— incorrect serological results, incorrect per-
formance (procedures), medical deferral,
mechanical damage, donor self-deferral etc.
The less frequent causes of waste were expiry

date or positive results of viral tests.

Analysis of data related to quarantine and
pathogen inactivated FFP and cryoprecipitate reve-
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Table 16. Reasons for blood component wastage in Polish Blood Transfusion Centers in 2022

Reason Whole RBCs PC the- PC the- FFP Cryoprecipitate
blood rapeutic  rapeutic
doses doses
pooled from ap-
from heresis
whole
blood
Expiry date 4 12 053 2094 435 12 582 109
Seropositive for transfusion transmitted 28.3 2810 247 76 5076 13
diseases, syphilis tests, implementation
of look-back procedure
Other causes including: 12 965 17 907 1317 1072 40 363 1647
* inadequate visual control
* low quantity/volume
* incorrect serological results
e other, including incorrect procedures,
medical deferral, mechanical damage,
donor self-deferral etc.
Unused blood components 0 33 101
from autologous donations
Total 12 997 32803 3658 1583 58122 1769

al that quarantine FFP is still the most commonly
used component in clinical practice (75.25%).
Although currently all Centers are equiped with
PRT systems (some have two different systems)
only 7 (in which the percentage of pathogen ina-
ctivated blood components exceeds 10%) make
adequate use of the illuminators installed on their
premises to inactivate PCs and plasma. Other
centers pathogen inactivate only ,,trace amounts”
of plasma and PCs. In 2022, all centers used
pathogen inactivation systems for FFP however, in
4 Centers the percentage of inactivated FFP units
decreased. For the remaining Centers the numbers
of pathogen inactivated units of FFP were higher
than in the previous year (eg. by 0.09 in Szczecin
and 4.28% in Poznan). So far, only the Center in
Warsaw had implemented pathogen inactivation
of FFP on a large scale. In 2022 an increase was
reported also in CKiK MSWiA (13.20%) and Po-
znan (17.51%. In the latter Center the percentage
of FFP subjected to pathogen inactivation was the
highest. In Warsaw the percentage was 16.90%).
For components such as pooled PC and apheresis
PC the percentage of pathogen inactivated units
was in Warsaw the highest of all Centers (99.59%
and 96.40% respectively). In 2021 the values were
15.91% for FFP, 99.21% for pooled PC 98.53% for
apheresis PC. Although many Centers had two
pathogen inactivation systems installed, the per-
centage of pathogen inactivated components was

still low. Pathogen inactivation of pooled PCs and
apheresis PCs is still performed only by several
Centers (pooled PCs by 8 Centers and apheresis
PCs by 9 Centers). In 2022, 3 Centers stopped
performing pathogen inactivation of apheresis
PCs. Among 8 Centers which performed pathogen
inactivation of pooled PCs, 5 reported an increase
in the number of inactivated PCs as compared
to 2021. Among the 9 Centers which performed
pathogen inactivation of apheresis PCs, 5 reported
an increase in the number of inactivated PCs as
compared to 2021.

As in the previous years, most Centers did
not make adequate use of pathogen inactivation
systems implemented on their premises. The most
likely reason is that physicians rarely make orders
for pathogen inactivated FFP, cryoprecipitate and
PCs. One reason for limited use of pathogen ina-
ctivated plasma is the easy access to quarantine
FFP. Moreover, physicians who order components
for clinical use are not always fully aware that
pathogen inactivated plasma is much safer than
quarantine plasma as it is the safeguard against a
wide spectrum of pathogens other than HIV, HBY,
HCV and syphilis and offers protection against
the consequences of the ,diagnostic window” (as
1s the case for quarantine plasma). It is also likely
that not all physicians have adequate knowledge
and awareness regarding TA-GVHD prophylaxis
which may be due to insufficient information on
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transfusion-related adverse reactions that are
found in guidelines and regulations dedicated to
some medical disciplines.

Conclusions

The study is a brief presentation of selected
issues related to the activities of the Polish Blood
Transfusion Centers (Centers) in 2022, as well as
of some recently recorded trends observed over a
extended period of time. As compared to the pre-
vious years, some values related to the activity of
the Polish blood transfusion service (including the
number of donors, donations, blood components
prepared and issued for clinical use) have increased
which is most probably due to the weaker effect of
the COVID-19 pandemic and then of the state of
epidemic emergency. The above observations may
serve as starting point for the analysis of issues
related to the activities of healthcare units in the
Polish blood transfusion service, for comparison
of experience and development of optimal solu-
tions for the future. Similar data reviews related
to blood and blood components are systematically
performed also in other countries.

Current problems of blood transfusion
service

Problems related to the declining number of
donors, fewer whole blood donations as the main
source of RBCs — the most common blood com-
ponent — are currently a major challenge for the
blood transfusion service. This was particularly
noticeable during the COVID-19 pandemic. On
the one hand, it is important to effectively mana-
ge donors (which is the task of blood transfusion
service) as well as patients (which is the task of
medical entities).

The solutions developed in the previous year
are still relevant and involve the following impor-
tant motions related to blood:

— 1mplementation of additional precautions and
safety measures in blood establishments;

— implementation of additional criteria for blood
donor deferral;

— 1implementation of solutions for coping with
new challenges related to predicted deficien-
cies in the supply of blood and blood compo-
nents, emergency situations and development
of principles for priority supply of blood for
patients [42].

There are ongoing studies to assess the effec-
tive use of the available stock of blood components

and to restrict indication criteria for transfusion
eg. lower hemoglobin level at which transfusion
1s indicated [43, 44].

It is interesting that in the United States, for
example, after a several year period of decline in
the number of donations (and therefore a lower
number of RBC units), since 2019 a stabilization
of both the amount of prepared RBCs and the
number of units used for clinical purposes has been
observed [45].

A limitation of the studies and study results
is the inability to obtain data on the one hand from
all Centers which collect blood and on the other —
from medical entities that transfuse blood and blood
components. One must also consider differences in
the consumption of blood components by regions
as well as medical specialities (e.g., pediatric or
emergency medicine departments).

Of utmost importance are: proper management
of blood donors, ensuring the safety of personnel
in blood transfusion establishments as well as
implementation and application of Patient Blood
Management (PBM) principles in situations of
crisis [46-48].

In the coming years, the focus of attention shall
be to seek methods and solutions to encourage
voluntary blood donation in the general population
and to determine the amount of blood components
ordered and used in the clinical wards. The lack of a
unified database for collection of reliable data is one
of the main obstacles for proper assessment of both
the capabilities of a blood establishments as well as
the needs of the medical entities. Implementation
of the e-blood system which is currently developed
should facilitate such assessment.
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Streszczenie
Wstep: Celem niniejszego opracowania bylo przedstawienie podstawowych aspektow dzialal-
nosci jednostek organizacyjnych polskiej stuzby krwi w 2022 roku.

Material i metody: Analiza danych dostarczonych przez Centra Krwiodawstwa 1 Krwiolecz-
nictwa (CKiK).

Wyniki: W 2022 roku na terenie Polski dzialalo 23 CKiK i 135 oddzialow terenowych (OT).
Przeprowadzono 12 089 ekip wyjazdowych. Krew oddawalo 621 936 0sob, sposrod ktorych
wiekszosc¢ stanowili dawcy honorowi (621 715, w tym 31 243 dawcow ,,na apel”), ponadto 31
dawcow platnych 1 247 autologicznych. Najczesciej pobierano krew pelng (1 289 164 donacyi),
najrzadziej — koncentrat granulocytarny (111 donacyi) 1 KKCz pobierany metodq aferezy
jako jedyny skladnik (15 donacyi). Krew peing pobierano przede wszystkim w OT (50,19%),
rzadziej w siedzibach CKiK (30,25%) i w czasie ekip wyjazdowych (19,56%). Najczesciej otrzy-
mywane skltadniki krwi to KKCz (1266 3463.)1 FFP (1537 211 j.). Osocze od ozdrowiencow
COVID-19 pozyskiwano w 2022 roku sporadycznie (339 3.). W 2022 roku otrzymano w sumie
90 009 opakowan zlewanego KKP 1 52 957 opakowan KKP metodg aferezy.

Dodatkowe metody preparatyki (usuwanie leukocytow, napromieniowanie) stosowano przede
wszystkim w stosunku do KKP (44,74% UKKE 55,26% NUKKP), rzadziej KKCz (23,06%
UKKCz, 10,38% NUKKCz i 0,05% NKKCz). Inaktywacyi czynnikow zakaznych poddano
lgcznie okolo 24, 73% wydanych do szpitali jednostek FFP i 12,70% opakowan KKP

W 2022 roku z roznych przyczyn zniszczono 12 935 j KPK, 32 803 j. KKCz, 58 122 . FFP 1582
opakowan KKP z aferezy, 3658 opakowan zlewanego KKE a takze 1681 j. krioprecypitatu.

W 2022 roku nastgpil wzrost wartosci wiekszosci analizowanych wskaznikow charakteryzu-
Jgcych dziatalnosc stuzby krwi w Polsce w porownaniu z latami 2020-2021.

Whioski: Przedstawione w niniejszym opracowaniu dane wskazujg na mniejszy niz w latach
2019-2021 wplyw pandemii COVID-19 na funkcjonowanie krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa
w Polsce w 2022 roku. Dane te mogq stuzyc jako punkt wyjscia do analizy zagadnien zwig-
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zanych z funkcjonowaniem jednostek ovganizacyjnych polskiej stuzby krwi, do porownania
doswiadczen oraz oceny stosowanych metod dzialania w celu wypracowania optymalnych

r0ZW1gzan.

Stowa kluczowe: krwiodawcy; krwiodawstwo; sktadniki krwi; COVID-19

Wstep

Podstawe prawng dziatalnoSci publicznej stuzby
krwi w Polsce stanowi ustawa z dnia 22 sierpnia 1997
roku o publicznej stuzbie krwi [1]. Zgodnie z tg usta-
wa, do pobierania krwi i oddzielania jej sktadnikow sg
uprawnione nastepujace jednostki publicznej stuzby
krwi: Regionalne Centra Krwiodawstwa i Krwiolecz-
nictwa (RCKiK), Wojskowe Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa, podlegte Ministerstwu Obrony
(WCKIK) oraz Centrum Krwiodawstwa 1 Krwio-
lecznictwa MSWiA, podlegle Ministerstwu Spraw
Wewnetrznych i Administracji (CKiK MSWiA). Nad-
zOr merytoryczny nad wszystkimi wymienionymi
jednostkami publicznej stuzby krwi petni Instytut
Hematologii i Transfuzjologii (IHiT).

W tegorocznym, pietnastym juz opracowaniu
przedstawiono wybrane zagadnienia zwigzane
z dziatalnoS§cia publicznej stuzby krwi w Polsce
w minionym roku, przy uwzglednieniu niektérych
uwarunkowan zwiazanych z trwajaca w pierwszej
polowie roku pandemig COVID-19. Omo6wiono
w szczegolnoSci liczbe dawcow, liczbe donacji,
miejsca pobierania krwi pelnej 1 jej sktadnikow,
w tym koncentratu krwinek czerwonych (KKCz),
osocza Swiezo mrozonego (FFP, fresh frozen plas-
ma), koncentratu krwinek plytkowych (KKP)
1 koncentratu granulocytarnego (KG) w 2022 roku.
Ponadto omowiono kwestie zwigzane z zastosowa-
niem niektérych dodatkowych metod preparatyki,
a takze z inaktywacja biologicznych czynnikow
chorobotworczych w labilnych sktadnikach krwi.
Przedstawiono rowniez skale 1 najczestsze przy-
czyny zniszczen skladnikow krwi.

Material i metody

W niniejszej pracy wykorzystano dane do-
starczone przez 21 Regionalnych Centrow Krwio-
dawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK), WCKIK,
CKiK MSWiA w postaci rocznych sprawozdan
z dziatalnos$ci w 2022 roku. W celu ujednolicenia
przysylanych danych zastosowano szczego6lowy
formularz opracowany przez IHiT wspdlnie z Naro-

J. Transf. Med. 2023; 16: 189-210

dowym Centrum Krwi (NCK) wraz z obja$nieniami
stosowanych pojec.

Dawca pierwszorazowy — osoba, ktora
w okresie sprawozdawczym oddata krew, a wczes-
niej nie oddawata krwi do celow leczniczych.

Dawca wielokrotny staly (regularny) —
osoba systematycznie oddajgca krew (przynajmniej
2 razy w ciggu ostatnich 24 miesiecy).

Dawca wielokrotny powtorny — osoba,
ktora oddata ponownie krew w okresie dltuzszym
niz 2 lata od ostatniej donacji.

Dawca honorowy — osoba, ktora chociaz raz
W okresie sprawozdawczym nie otrzymala wyna-
grodzenia za oddang krew/jej skiadniki.

Dawca platny — osoba, ktora za wszystkie
donacje w okresie sprawozdawczym otrzymata
ekwiwalent pieniezny.

Dawca ,,na apel” — osoba, ktora w okresie
sprawozdawczym przynajmniej raz oddawala
krew/jej sktadniki ,na rzecz” okreSlonej osohy
lub grupy oséb (dotyczy rowniez osob okreslanych
dawniej jako ,,dawcy rodzinni”).

Dawca krwi typowanej — osoba, ktora
w okresie sprawozdawczym chociaz raz oddata
krew dobierang dla konkretnego pacjenta.

Dawca autologiczny — osoba, ktora w okre-
sie sprawozdawczym oddawala krew/jej skiadniki
wylacznie dla wiasnych potrzeb klinicznych.

Donacja — pobranie krwi pelnej, pobranie
skladnikow krwi metoda aferezy, w tym pobranie
krwi do celow klinicznych, naukowych, od dawcow
immunizowanych, rodzinnych itp.

Jednostka (j.) —iloS¢ krwi pelnej konserwo-
wanej, uzyskana w wyniku pobrania 450 ml krwi od
dawcy lub ilo§¢ skladnika krwi uzyskana z jednostki
krwi pelnej konserwowane;j.

Jednostka osocza — osocze uzyskane z krwi
pelnej lub w wyniku plazmaferezy automatyczne;j.
W jednym zabiegu plazmaferezy automatycznej
otrzymuje sie 3 j. osocza (600 ml).

Jednostka KKP z aferezy — krwinki plytko-
we uzyskane przy uzyciu separatora komorkowego
od jednego dawcy (1 donacja niezaleznie od liczby
pobranych krwinek piytkowych).
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Opakowanie KKP do celéw klinicznych
— przeznaczony dla osoby dorostej preparat KKP
(zlewany lub z aferezy) zawierajacy zgodnie z obo-
wigzujacymi wytycznymi dawke terapeutyczna
krwinek plytkowych, czyli = 3 x 1011,

Wyniki

Centra Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

W 2022 roku na terenie Polski dziatalo 23
CKiK oraz 135 oddzialéw terenowych (OT). Ponad-
to przeprowadzono 12 089 ekip wyjazdowych, czyli
0 okolo 8,42% wiecej niz w roku poprzednim. Ekipy
wyjazdowe organizowaly w 2022 roku wszystkie
RCKIiK oraz WCKiK. Najwiecej ekip zorganizowato
RCKiK w Lodzi (1672). Ponad 1000 ekip zorga-
nizowaly rowniez RCKiK w Katowicach (1085)
1 w Warszawie (1131). W poréwnaniu z rokiem
poprzedzajacym liczba ekip wzrosta w 19 RCKIiK,
a zmniejszyla sie w 3 RCKiK (tab. 1).

Dawcy

W 2022 roku do CKIK w celu oddania krwi
zglosilo sie 711 801 oséb (w 2021 r. — 703 958),
jednak tylko cze$¢ z nich — 621 936 0so6b ostatecz-
nie oddato krew (w 2021 r. — 615 784).

Krew lub jej sktadniki do celow klinicznych
oddawalo zatem tacznie okolo 87% zglaszajacych
sie (podobnie jak w latach poprzednich). Roznica
miedzy liczbg os6b zglaszajacych sie w celu oddania
krwi 1 faktycznie ja oddajacych wynikala w znacz-
nej mierze z dyskwalifikacji czeSci potencjalnych
krwiodawcow. W 2022 roku zdyskwalifikowano na
state 9061 osob. Zastosowano rowniez 224 128
dyskwalifikacji tymczasowych u 189 646 osob, przy
czym najczestsza ich przyczyna (74 236 przypad-
kow dyskwalifikacji) byto, podobnie jak w latach
poprzednich, obnizone stezenie hemoglobiny.

Zastosowano rowniez 558 dyskwalifikacji cza-
sowych z powodu r6znych okoliczno$ci zwigzanych
z pandemig COVID-19 (w tym z powodu przebycia
choroby, kwarantanny, kontaktu z osoba zakazona)
1 81 dyskwalifikacji z powodu szczepien przeciw
COVID-19. Liczha dyskwalifikacji z tych przyczyn
byla jednak znacznie mniejsza niz w 2021 roku
(3882, w tym 1802 szczepienia).

Wiekszos¢ krwiodawcow stanowili dawcy
honorowi (621 715 os6b). W 2022 roku krew 1 jej
skladniki oddawato rowniez 31 dawcow platnych
1247 autologicznych. Wéréd dawcow honorowych
31 243 0s6b oddalo krew ,,na apel”, a 67 jako dawcy
krwi typowanej.

W 20 CKiK krew oddawali wylacznie dawcy
honorowi, najwiecej osob oddawalo krew odplatnie
w RCKiK w Gdansku (28).

Wsrod osob oddajacych krew 1 jej skiadniki
byto 135 962 (21,86%) dawcow pierwszorazo-
wych, 399 172 (64,18%) dawcow wielokrotnych
stalych 1 86 802 (13,96%) dawcoéw wielokrotnych
powtornych.

W 17 CKiK obserwowano wzrost (od 0,11 do
9,67%), aw 6 — spadek liczby dawcow (od 0,02 do
10,15%). Liczbe dawcow w poszczegblnych CKiK
w 2022 roku przedstawiono w tabeli 2.

Najliczniejszg grupe krwiodawcow stanowily,
jak w latach poprzednich, osoby w wieku 18-44
lat (tacznie 509 818 osdh, w tym 128 481 kobiet
1381 337 mezczyzn).

Donacje

W 2022 roku najczeSciej pobierano krew pelng
(1 289 164 donacji), natomiast najrzadziej po-
bieranymi sktadnikami krwi byly: koncentrat
granulocytarny (111 donacji w 5 RCKiK) i KKCz
pobierany metoda aferezy jako jedyny skladnik
(15 donacji w 2 RCKiK). Podobnie jak w latach
poprzednich, najwiekszg liczbe pobran krwi pel-
nej przeprowadzono w RCKiK w Warszawie
(112 595) i w Katowicach (123 610). Metoda aferezy
pobierano przede wszystkim KKP (13 609 donacji)
10socze (80 065 donacji). Najwiecej donacji osocza
metodg aferezy wykonano w RCKiK w Kaliszu
(15 773), a donacji KKP metodg aferezy — w RCKiK
w Warszawie (2640).

Przeprowadzano rowniez donacje metoda afe-
rezy dwoch sktadnikéw krwi jednocze$nie, przede
wszystkim KKP 1 osocza (27 847 donacji), najwiecej
w RCKiK w Warszawie (8410 donacji), znacznie
rzadzie] KKP i KKCz (214 donacji) — niemal
wylacznie w RCKiK we Wroctawiu (200 donacji).

Szczegolowe zestawienie liczby peinych dona-
cji krwiijej skiadnikow w 2022 roku przedstawiono
w tabeli 3.

Krew pobierano przede wszystkim w OT
(50,19% donacji krwi pelnej), rzadziej w siedzi-
bach CKiK (30,25%) 1 w czasie ekip wyjazdowych
(19,56%). Podobnie jak w latach poprzednich,
proporcjonalnie najwiecej donacji krwi peinej —
49,18% — mialo miejsce w czasie ekip wyjazdo-
wych organizowanych przez RCKiK w Watbrzychu.
Szczegolowe zestawienie miejsc pobierania krwi
pelnej w 2022 roku przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 1. Liczba ekip wyjazdowych w poszczegélnych CKiK w latach 2021 i 2022

CKiK Liczba ekip wyjazdowych
2021 rok 2022 rok Tendencja
(wzrost/spadek
w poréwnaniu z 2021 r.)

Biatystok 581 636 1
Bydgoszcz 770 782 1

Gdansk 201 205 1

Kalisz 413 428 1
Katowice 1273 1085 1)

Kielce 206 331 i

Krakéw 712 834 1

Lublin 403 439 1

todz 1267 1672 1

Olsztyn 511 530 1

Opole 154 176 1

Poznan 717 849 1

Raciborz 113 131 1

Radom 399 431 1

Rzeszow 304 217 |

Stupsk 131 206 i

Szczecin 359 383 1
Watbrzych 965 832 )
Warszawa 1048 1131 1
Wroctaw 227 236 1

Zielona Goéra 201 205 1

WCKiK 195 350 1

CKiK MSWiA 0 0 bz

Razem 11 150 12 089 1

| — spadek w stosunku do 2021 roku; 1 — wzrost w stosunku do 2021 roku; bz — bez zmian w stosunku do 2021 roku

Skladniki krwi

Koncentrat krwinek czerwonych

Z krwi pobranej od dawcow otrzymywano
skladniki krwi, w tym przede wszystkim KKCz
(facznie 1266 346 j.), co w skali kraju oznaczalo nie-
znaczny wzrost w porownaniu z rokiem poprzednim
(1 231 538.). Podobnie jak w latach poprzednich,
najwiecej] KKCz otrzymano w RCKiK w Kato-
wicach 1 w Warszawie (odpowiednio 122 796 j.
1112 300 j.) (tab. 5). W wiekszosci (19) CKiK od-
notowano wzrost liczby uzyskanych KKCz.

Czesc¢ jednostek KKCz poddawano dodatkowe;j
preparatyce. NajczeSciej bylo to usuwanie leuko-
CytOwW oraz napromieniowanie.

W 2022 roku uzyskano ogbétem 292 065 j.
ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czer-
wonych (UKKCz), co stanowito 23,06% wszystkich

otrzymanych j. KKCz oraz 131 387 j. ubogoleukocy-
tarnego napromieniowanego koncentratu krwinek
czerwonych (NUKKCz) — 10,38%. Sporadycznie
stosowano tylko napromieniowanie KKCz, uzysku-
jac 619 j. napromieniowanego koncentratu krwinek
czerwonych (NKKCz) — 0,05% wszystkich otrzy-
manych j. KKCz.

Lacznie w skali kraju poddano eliminacji leuko-
cytow 33,44% wszystkich j. KKCz, a napromienio-
waniu — 10,42% KKCz. Szczegbolowe zestawienie
liczby jednostek NKKCz i UKKCz uzyskanych
przez poszczegolne CKiK w 2022 roku przedsta-
wiono w tabeli 6.

Koncentrat krwinek plytkowych

Drugim co do czesto$ci otrzymywania ko-
morkowym skiadnikiem krwi byl, podobnie jak
w latach poprzednich, koncentrat krwinek plytko-
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Tabela 2. Liczba dawcéw w poszczegdlnych CKiK w 2022 roku

CKiK Liczba dawcow Tendencja
(wzrost/spadek
catkowitej liczby

Pierwszorazowych Wielokrotnych Wielo!(rotnych Razem \tljva;v:gv\\l’vnaniu 22021r)
statych powtérnych

Biatystok 4255 20 954 4225 29434 1

Bydgoszcz 6746 24 098 5292 36 136 1

Gdansk 5822 19472 4003 29 297 1

Kalisz 3955 15 867 2883 22 705 1

Katowice 9575 36 254 6841 52 670 |

Kielce 3974 10419 3006 17 399 1

Krakow 11 260 32 545 7314 51119 1

Lublin 6425 19 264 4414 30103 1

todz 9327 22 283 6815 38 425 1

Olsztyn 5999 12 430 992 19 421 i

Opole 2573 10 108 1812 14 493 1

Poznan 14166 28 489 4296 46 951 1

Raciborz 1943 9268 1994 13 205 1

Radom 2473 7557 1803 11 833 |

Rzeszéw 5397 21778 3956 31131 1

Stupsk 2392 5926 1531 9849 1

Szczecin 5389 14 969 3499 23 857 1

Watbrzych 2605 8383 1437 12 425 |

Warszawa 12351 36 853 9222 58 426 I

Wroctaw 7849 23 758 5317 36 924 |

Zielona Goéra 3147 7612 3774 14 533 i

WCKiK 6750 8487 2348 17 585 1

CKiK MSWiA 1589 2398 28 4015 1

Razem 135 962 399 172 86 802 621 936 1

| — spadek w stosunku do 2021 roku; 1 — wzrost w stosunku do 2021 roku

wych. W celu jego przygotowania stosowano dwie

podstawowe metody:

— odpowiednie odwirowanie krwi pelnej pocho-
dzacej z tradycyjnych donacji, a nastepnie —
w razie potrzeby — Iaczenie kilku jednostek
tak uzyskanego KKP w celu otrzymania tzw.
koncentratu zlewanego. Cze$¢ CKiK stoso-
walo w tym celu metody zautomatyzowane;

— metodg aferezy przy uzyciu separatoréw ko-
morkowych (do celow klinicznych czesS¢ uzy-
skanych w ten sposo6b jednostek KKP byla
dzielona na mniejsze opakowania); KKP uzy-
skane metoda aferezy przy uzyciu nowoczes-
nych separatorow sg ubogoleukocytarne i nie
wymagaja dodatkowej eliminacji leukocytow.
W 2022 roku przygotowano ogbétem 90 009

opakowan zlewanego KKP (w 2021 r. — 85 677),

w tym z kozuszka leukocytarno-piytkowego metoda
manualng 52 110 opakowan, natomiast metodami
zautomatyzowanymi — 37 899 opakowan.

Metoda aferezy uzyskano w 2022 roku 52 957
opakowan KKP, tj. 37,04% wszystkich opakowan
KKP do uzytku klinicznego (w 2021 r. — 37,93%).

Najwiecej KKP z krwi peinej uzyskano w Ka-
towicach (10 726 opakowan) i w Poznaniu (10 360
opakowan), natomiast przy uzyciu metody aferezy
— w Warszawie (11 125).

Odsetek KKP otrzymanego metoda aferezy
roznil sie znacznie w poszczegblnych CKiK — od
1,80% w Zielonej Gorze do 71,47% w Warszawie
184,36% w Bialymstoku (tab. 7).

Od poczatku 2021 roku w Polsce s3 wydawane
do stosowania klinicznego wylacznie ubogoleuko-
cytarne KKP; czes$¢ jednostek KKP poddawana jest
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Tabela 3. Donacje krwi petnej i jej sktadnikéw (metodg aferezy) w 2022 roku*

CKiK Krew petna Afereza Razem

Osocze KKCz KKP KG KKP + KKP +

osocze KKCz

Biatystok 59 945 12 551 0 100 1 2094 0 74 691
Bydgoszcz 73 144 9784 1 883 15 0 0 83 827
Gdansk 65 024 1582 0 357 0 109 0 67 072
Kalisz 44 376 15773 0 0 0 427 0 60 576
Katowice 123 610 191 0 734 0 5230 0 129765
Kielce 33936 1367 0 785 0 0 0 36 088
Krakow 110 462 1309 0 1820 63 0 0 113 654
Lublin 61 253 6061 0 0 0 1943 0 69 257
todz 76 865 1179 0 1480 18 0 0 79 542
Olsztyn 40 746 1856 0 351 0 108 0 43 061
Opole 31983 1163 0 723 0 165 0 34 034
Poznan 100 829 6543 0 0 0 1566 0 108 938
Racibérz 26 294 5242 0 0 0 397 0 31933
Radom 23278 2628 0 16 0 880 0 26 802
Rzeszéw 67 860 4506 0 1887 0 91 0 74 344
Stupsk 19784 1005 14 29 0 227 14 21073
Szczecin 50 153 1061 0 5 0 940 0 52 159
Watbrzych 27 604 274 0 26 0 196 0 28 100
Warszawa 112 595 1141 0 2640 14 8410 0 124 800
Wroctaw 69 909 4641 0 1669 0 5003 200 81422
Zielona Géra 31867 206 0 0 0 61 0 32134
WCKiK 30390 1 0 54 0 0 0 30 445
CKiK MSWiA 7257 1 0 50 0 0 0 7308
Razem 1289 164 80 065 15 13 609 111 27 847 214 1411025

*Tylko petne donacje

rowniez napromieniowaniu. W 2022 roku uzyskano
ogotem 63 958 opakowan ubogoleukocytarnego
koncentratu krwinek plytkowych (UKKP), co sta-
nowilo 44,74% wszystkich otrzymanych opakowan
KKP, oraz 79 008 opakowan napromieniowanego
ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek plyt-
kowych (NUKKP) — 55,26%.

Szczegolowe zestawienie liczby UKKP
1 NUKKP uzyskanych przez poszczegblne CKiK
w 2022 roku przedstawiono w tabeli 8.

Do celow klinicznych CKiK wydaty w 2022
roku Igcznie 138 594 opakowan KKP (w 2015 r.
— 114 163, w 2016 r. — 118 391, w 2017 r. —
123 668, w 2018 r. — 127 049, w 2019 r. — 129 652,
aw2020r.— 120858, w 2021 r. — 130 865), zatem
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Tabela 4. Miejsca pobran krwi petnej w 2022 roku

CKiK Pobrano KPK (j.) *

W CKiK W OoT W czasie ekip Razem

J. % J. % J. % J.
Biatystok 27 081 44,91 19 351 32,09 13 871 23,00 60 303
Bydgoszcz 18 851 25,61 30578 41,54 24178 32,85 73 607
Gdansk 21940 33,51 38 407 58,66 5125 7,83 65 472
Kalisz 9872 22,12 20 239 45,35 14513 32,52 44 624
Katowice 23 475 18,65 80 497 63,96 21 892 17,39 125 864
Kielce 14 531 42,54 10 563 30,93 9062 26,53 34 156
Krakow 25 560 22,98 63 874 57,43 21789 19,59 111 223
Lublin 15575 25,15 35 545 57,40 10 807 17,45 61927
todz 29 992 38,58 32782 42,17 14 959 19,24 77 733
Olsztyn 13179 32,03 17 569 42,69 10 404 25,28 41 152
Opole 7168 22,36 21766 67,90 3123 9,74 32 057
Poznan 27 898 27,15 56 746 55,23 18103 17,62 102 747
Raciborz 3937 14,82 19 552 73,62 3069 11,56 26 558
Radom 13 489 57,66 1975 8,44 7932 33,90 23 396
Rzeszéw 16 362 23,92 47 068 68,81 4973 7,27 68 403
Stupsk 11294 55,86 5454 26,98 3469 17,16 20 217
Szczecin 21758 43,15 19 637 38,95 9027 17,90 50 422
Watbrzych 14 246 50,82 0 0,00 13785 49,18 28 031
Warszawa 25 457 22,35 62 494 54,86 25964 22,79 113 915
Wroctaw 33130 46,89 30428 43,06 7104 10,05 70 662
Ziel. Géra 10 405 32,40 17 503 54,50 4209 13,11 32117
WCKiK 1632 5,29 21793 70,63 7432 24,09 30 857
CKiK MSWiA 7300 100,00 0 0,00 0 0,00 7 300
Razem 394 132 30,25 653 821 50,19 254 790 19,56 1302 743

*tgcznie z niepetnymi donacjami

po odnotowanym w 2020 roku spadku zuzycia KKP
nastapil dalszy jego wzrost.

Czes¢ otrzymanych UKKP przechowywano
nastepnie w stanie zamrozenia (mrozony koncen-
trat krwinek ptytkowych — MUKKP).

W 2022 roku zamrozono Iacznie 3,71% pobra-
nych jednostek KKP (1,94% zlewanych KKP, 6,78%
KKP z aferezy).

W 2022 roku ponownie nastgpil niewielki
wzrost odsetka skiadnikoéw mrozonych (o 0,93%),

pomimo tego, ze od kilku lat obserwowano zmniej-
szenie odsetka zamrazanych KKP. Nastapito zwiek-
szenie odsetka mrozonych KKP z aferezy (o0 2,1%)
1 w przypadku preparatow zlewanych (o 0,12%).
W wiekszosci CKiK obserwuje sie w kolejnych
latach zblizony odsetek zamrazanych KKP. Wyste-
puje jednak znaczace zroznicowanie tego wskaz-
nika pomiedzy poszczegblnymi CKiK — w 2022
roku od 0% w Kaliszu, Poznaniu 1 WCKIiK, do
11,60% w Stupsku (spadek o0 0,51% w stosunku do

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 195



Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 4

Tabela 5. Liczba jednostek KKCz otrzymanych w 2022
roku w poszczegolnych CKiK

CKiK Liczba jed- Tendencja
nostek KKCz (wzrost/spadek
w poroéwnaniu

z22021r)
Biatystok 59 923 1
Bydgoszcz 73103 1
Gdansk 64 822 1
Kalisz 41 069 1
Katowice 122 796 1
Kielce 33 881 1
Krakow 110 330 1
Lublin 61115 1
tédz 76 471 1
Olsztyn 40 687 1
Opole 31922 1
Poznan 93 163 1
Raciborz 26 234 {
Radom 22 883 {
Rzeszow 66 345 1
Stupsk 19784 i
Szczecin 50 126 1
Watbrzych 27 604 i
Warszawa 112 300 1)
Wroctaw 62 082 i
Zielona Gora 31819 1
WCKiK 30 642 ¢
CKiK MSWiA 7245 1
Razem 1266 346 i

| — spadek w stosunku do 2021 roku; 1 — wzrost o w stosunku do 2021
roku

2021 r.), 17,26% w Walbrzychu (wzrost o 3,42%),
35,88% w Opolu (wzrost 0 12,59%), 43,26% w Ra-
domiu (wzrost o 24,46%) oraz 56,18% w Racibo-
rzu (wzrost o 5,28%). W przeciwienstwie do lat
poprzednich w przypadku Opola, Radomia 1 Wat-
brzycha stwierdzono wzrost odsetka zamrazanych
KKP. W Raciborzu, podobnie jak w poprzednich

latach, stwierdzono najwiekszy odsetek zamraza-
nych zlewanych KKP (57,89%, spadek o 11,49%).
W Watbrzychu, Radomiu, Raciborzu, Stupsku, Zie-
lonej Gorze 1 CKiK MSWiA stwierdzono natomiast
najwiekszy odsetek mrozonych preparatow z afere-
zy, odpowiednio 72,98%, 70,65%, 54,19%, 53,09%,
46,67% 1 28,0%. Jednoczesnie nalezy zauwazyc,
ze w Zielonej Gorze pobrano tylko 60 preparatow
KKP z aferezy, a 28 z nich zamrozono, a w CKiK
MSWiA pobrano 50 preparatow, a zamrozono 7,
stad tak wysoki odsetek mrozonych KKP z aferezy.

W 2022 roku rozmrozone MKKP stanowily
2,76% wszystkich wydanych do uzytku klinicznego
jednostek KKP, tj. 0 0,08% mniej niz w 2021 roku.
Najwiecej rozmrozonych jednostek wydat Raciborz
(45,27% wszystkich wydanych preparatow), Opole
(24,91%), Radom (23,20%), Watbrzych (15,45%)
oraz Stupsk (10,02%). Tylko RCKiK w Kaliszu
1w Poznaniu nie wydawaty rozmrozonych KKP do
uzytku klinicznego.

Osocze swieZo mrozone

W 2022 roku otrzymano ogbdtem 1 537 211 j.
FFP (w 2019 r. — 1 373 514 j., w 2020 r. —
1264 654, aw 2021 r. — 1 425 640 j.). Podstawo-
wa metodg otrzymywania FFP byla, jak w latach
poprzednich, metoda manualna, tj. pozyskiwanie
osocza z krwi pelnej konserwowanej. Metoda ta
uzyskano w 2022 roku 1 247 356 j. FFP, natomiast
przy uzyciu rzadziej stosowanej w tym celu metody
aferezy uzyskano 289 855 j., czyli 18,86% calosSci
(w 2021 r. — 232 001 j., czyli 16,27% caloSci).
Jest to zatem kontynuacja trwajacej od kilku lat
tendencji wzrostowe].

Odsetek FFP otrzymanego metoda aferezy
byl rézny w poszczegdlnych CKiK (najwiekszy
w RCKiK w Kaliszu — 54,16% 1 w Bialymstoku
— 46,82%).

Liczbe jednostek FFP otrzymanych metoda
manualng i metoda aferezy w poszczegdlnych CKiK
w 2022 roku przedstawiono w tabeli 9.

Do celow klinicznych wydano 1acznie 252 332 j.
FFP, czyli wiecej niz w 2021 roku (246 013 j.),
jednak nadal mniej niz w 2019 roku (273 519 j.
FFP). Liczba j. FFP wydanych do celéw klinicznych
wzrosta w porownaniu z rokiem poprzedzajagcym
w wiekszosSci (17) CKiK (tab. 10).

Osocze od ozdrowiencow COVID-19

Osocze od ozdrowiencow COVID-19 pozyski-
wano w 2022 roku znacznie rzadziej niz w latach
poprzednich. Otrzymano tacznie 339 j. takiego
osocza (w 2021 r. 1 2020 r. — odpowiednio 87 071
j.157 708 j.). Osocze od ozdrowiencoéw pobieraio
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Tabela 6. Liczba jednostek ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czerwonych (UKKCz), napromieniowanego
koncentratu krwinek czerwonych (NKKCz) i napromieniowanego ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czer-
wonych (NUKKCz) wytworzonych w poszczegdlnych CKiK w 2022 roku

CKiK Liczba jednostek UKKCz Liczba jednostek NKKCz Liczba jednostek NUKKCz
Biatystok 1780 0 7164
Bydgoszcz 3371 0 12 325
Gdansk 1953 3 19533
Kalisz 38402 0 759
Katowice 41 455 3 7248
Kielce 6240 0 3903
Krakow 9254 289 7527
Lublin 8813 7 10532
toédz 9100 26 14 017
Olsztyn 4458 0 4874
Opole 4204 0 606
Poznan 38 586 4 8106
Raciborz 2654 0 43
Radom 1944 0 82
Rzeszow 323 56 7851
Stupsk 1398 0 1791
Szczecin 1344 218 2531
Watbrzych 2670 0 0
Warszawa 96 638 0 9124
Wroctaw 3993 13 10 747
Zielona Goéra 3453 0 2563
WCKiK 3073 0 61
CKiK MSWiA 6960 0 0
Razem 292 065 619 131 387

6 CKiK, przy czym najwiecej (173 j.) pozyskano
w RCKiK w Warszawie. Do celow klinicznych
wydano 590 j. osocza od ozdrowiencow (w 2021 r.
—58670j.,aw 2020 r. — 25 868 j.). Szczegolowe
zestawienie liczby jednostek osocza uzyskanych
od ozdrowiencow COVD-19 i wydanych do celow
klinicznych przez poszczego6lne CKiK w 2022 roku
przedstawiono w tabeli 11.

Koncentrat granulocytarny

Podobnie jak w latach poprzednich, koncentrat
granulocytarny otrzymywano w 2022 roku bardzo
rzadko (111 donacji w 5 RCKiK), jednak czeSciej
niz w 2021 roku (104 donacje) i w 2020 roku (82
donacje). Najwiecej donacji KG miato miejsce
w Krakowie (63) i w Lodzi (18).
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Tabela 7. Otrzymywanie koncentratu krwinek ptytkowych (KKP) z krwi petnej i metoda aferezy w 2022 roku

CKiK KKP (opakowania)

Zlewane Otrzymane Razem % KKP z aferezy

(otrzymane metodg aferezy

z krwi petnej)
Biatystok 1215 6554 7769 84,36
Bydgoszcz 8423 1060 9483 11,18
Gdansk 5771 964 6735 14,31
Kalisz 1767 745 2512 29,66
Katowice 10726 7310 18 036 40,53
Kielce 3140 927 4067 22,79
Krakéw 8688 2456 11144 22,04
Lublin 4763 2059 6822 30,18
todz 4650 1494 6144 24,32
Olsztyn 3750 562 4312 13,03
Opole 486 888 1374 64,63
Poznan 10 360 2774 13134 21,12
Raciborz 596 513 1109 46,26
Radom 578 913 1491 61,23
Rzeszéow 6632 2026 8658 23,40
Stupsk 1202 307 1509 20,34
Szczecin 3705 1251 4956 25,24
Watbrzych 1797 248 2045 12,13
Warszawa 4442 11125 15 567 71,47
Wroctaw 3738 8617 12 355 69,75
Zielona Géra 3273 60 3273 1,80
WCKiK 154 54 208 25,96
CKiK MSWiA 153 50 203 24,63
Razem 90 009 52 957 142 966 37,04

Karencjonowanie i inaktywacja
biologicznych czynnikow chorobotwoérczych
w labilnych sktadnikach krwi

W Polsce do celow klinicznych stosuje sie
wylacznie FFP i krioprecypitat poddane karencjit
lub inaktywacji czynnikow chorobotwoérczych.
Aktualnie w jednostkach organizacyjnych pub-

licznej stuzby krwi do przeprowadzenia procesu
inaktywacji uzywa sie trzech systemow: Theraflex
MB Plasma (metoda z biekitem metylenowym),
za pomoca ktérego mozna inaktywowac czynniki
chorobotworcze w osoczu, oraz systemy: Mirasol
PRT (metoda z ryboflawing) 1 Intercept (metoda
z chlorowodorkiem amotosalenu), za pomoca kto-

1 Karencjonowanie FFP i krioprecypitatu polega na przechowywaniu skladnikow krwi przez co najmniej 16 tygodni od dnia donacji, a nastepnie sprawdzeniu
wynikow markeréw czynnikow zakaznych u dawcy (w celu eliminacji tzw. ,,okienka diagnostycznego”)
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Tabela 8. Wytwarzanie ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek ptytkowych (UKKP) i napromieniowanego ubo-
goleukocytarnego koncentratu krwinek ptytkowych (NUKKP) w 2022 roku

CKiK Wytworzone KKP w sumie UKKP (opakowania) NUKKP (opakowania)
(opakowania)
Biatystok 7769 0 7769
Bydgoszcz 9483 605 8878
Gdansk 6735 384 6351
Kalisz 2512 2330 182
Katowice 18 036 11193 6843
Kielce 4067 2282 1785
Krakow 11144 5537 5607
Lublin 6822 838 5984
todz 6144 570 5574
Olsztyn 4312 510 3802
Opole 1374 1256 118
Poznan 13134 5064 8070
Raciborz 1109 1101 8
Radom 1491 1481 10
Rzeszow 8658 4649 4009
Stupsk 1509 627 882
Szczecin 4956 1731 3225
Watbrzych 2045 2045 0
Warszawa 15 567 15 567 0
Wroctaw 12 355 3721 8634
Zielona Gora 3333 2056 1277
WCKiK 208 208 0
CKiK MSWiA 203 203 0
Razem 142 966 63 958 79 008

rych mozna przeprowadzi¢ inaktywacje czynnikow
chorobotworczych w FFP i w KKP. Metody zasto-
sowane w systemach Mirasol PRT oraz Intercept
skutecznie inaktywuja takze immunokompetentne
limfocyty T, co stanowi alternatywe dla radiatorow
uzywanych w celu napromieniowania komorko-
wych skladnikow krwi jako metoda zapobiegania
poprzetoczeniowe] chorobie przeszczep przeciwko
gospodarzowi (TA-GVvHD, transfusion-associated
graft versus host disease) [2—4].

W 2022 roku inaktywacje czynnikow choro-
botworczych stosowano w 23 CKiK przy uzyciu
systemow:

— Mirasol w 18 CKiK (w 16 RCKIiK oraz

w WCKIiK 1 CKiK MSWiA);

— Theraflex MB Plasma w 12 RCKiK;
— Intercept w 2 RCKiK.

W poszczegolnych CKiK inaktywacji poddano
od 0,11% otrzymanego osocza (RCKiK w Szcze-
cinie) do 17,51% (RCKiK w Poznaniu). W trzech
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Tabela 9. Otrzymywanie osocza $wiezo mrozonego (FFP) metoda manualng i metoda aferezy w poszczegdlnych

CKiK w 2022 roku (liczba jednostek)

CKiK Metoda manualna Metoda aferezy Razem % FFP z aferezy
Biatystok 59 928 52 759 112 687 46,82
Bydgoszcz 72 550 29397 101 947 28,84
Gdansk 64 803 4875 69 678 7,00
Kalisz 40912 48 340 89 252 54,16
Katowice 122796 5810 128 606 4,52
Kielce 33824 4124 37 948 10,87
Krakow 110 322 3888 114 210 3,40
Lublin 59 050 20355 79 405 25,63
todz 76 470 3407 79 877 4,27
Olsztyn 39978 5748 45726 12,57
Opole 31922 3210 35132 9,14
Poznan 92 990 24180 117 170 20,64
Raciborz 26 234 16 351 42 585 38,40
Radom 22 846 8103 30 949 26,18
Rzeszéw 66 332 13526 79 858 16,94
Stupsk 19813 3516 23329 15,07
Szczecin 50 127 4700 54 827 8,57
Watbrzych 26 933 1176 28109 4,18
Warszawa 112 227 11718 123 945 9,45
Wroctaw 61874 24 054 85928 27,99
Zielona Géra 31819 618 32437 1,91
WCKiK 16 614 0 16 614 0,00
CKiK MSWiA 6992 0 6992 0,00
Razem 1247 356 289 855 1537 211 18,86

CKiK odsetek FFP poddanego inaktywacji wynosit
ponad 10% (RCKiK w Poznaniu — 17,51%, RCKiK
w Warszawie — 16,9% 1 CKiK MSWiA — 13,20%),
a w kolejnych trzech CKiK odsetek FFP poddane-
go inaktywacji wynosit 3,18-7,57%. W skali kraju
poddano inaktywacji tacznie 4,69% otrzymanego
osocza. Inaktywacji poddawano rowniez osocze
pobrane od ozdrowieficow COVID-19 — od 58,96%
w RCKiK w Warszawie do 100% w WCKiK, w CKiK
MSWiA oraz w RCKiK w Krakowie i RCKiK
w Radomiu. W skali kraju inaktywacji czynnikow

zakaznych poddano 43,07% osocza pobranego od
ozdrowiencow COVID-19. Warto podkres$li¢, ze
W porownaniu z poprzednimi dwoma latami ilo§¢
pobieranego i inaktywowanego osocza COVID-19
znaczaco spadia.

Do celow klinicznych wydano w 2022 roku
75,25% karencjonowanych jednostek FFP192,15%
karencjonowanych jednostek krioprecypitatu.
Wydano rowniez 24,73% j. FFP 19,48% j. kriopre-
cypitatu po inaktywacji biologicznych czynnikow
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Tabela 10. Wykorzystanie osocza $wiezo mrozonego
(FFP) w poszczegdlnych CKiK do celéw klinicznych
w 2022 roku (bez osocza COVID)

CKiK FFP wydane do Tendencja
celéw klinicznych (wzrost/spadek

(jednostki) w poréwnaniu
22021r)
Biatystok 11 657 1
Bydgoszcz 14154 !
Gdansk 8792 !
Kalisz 3353 1
Katowice 23395 !
Kielce 5709 !
Krakéw 22 065 !
Lublin 14 569 !
todz 14 198 |
Olsztyn 729 1
Opole 4937 |
Poznan 18 451 !
Racibérz 2314 ?
Radom 2267 1
Rzeszéw 11 809 1
Stupsk 2371 1
Szczecin 12515 !
Watbrzych 6142 |
Warszawa 35924 !
Wroctaw 10 766 !
Zielona Géra 6323 t
WCKiK 9964 |
CKiK MSWiA 3368 !
Razem 252 332 i

| — spadek w stosunku do 2021 roku; 1 — wzrost o w stosunku do 2021
roku

chorobotworczych (krioprecypitat tylko w RCKiK
w Poznaniu 1 w Bydgoszczy).

W 8 CKiK przeprowadzano inaktywacje zle-
wanych KKP (w 7 przy uzyciu systemu Mirasol,
aw 1 przy uzyciu systemu Intercept). Inaktywacji
poddano od 0,31% (RCKiK w Lublinie) do 99,59%
(RCKiK w Warszawie) otrzymanych opakowan

zlewanego KKP. W skali kraju stanowilo to tacznie
5,38% otrzymanych opakowan zlewanego KKP.

W 9 CKiK inaktywacji poddawano KKP z afe-
rezy (w 7 przy uzyciu systemu Mirasol, w 1 przy
uzyciu systemu Intercept i w 1 przy wykorzystaniu
dwoch systemow jednoczes$nie — Mirasol i1 Inter-
cept (RCKiK w Radomiu). Inaktywacji poddano od
0,68% (RCKiK w Katowicach) do 96,40% (RCKiK
w Warszawie) otrzymanych opakowan KKP z afe-
rezy. W skali kraju stanowilto to fgcznie 24,34%
otrzymanych opakowan KKP z aferezy. Do celow
klinicznych wydano w 2022 roku facznie 12,70%
poddanych inaktywacji opakowan KKP.

Odsetek jednostek FFP, ZI.LKKP i KKP-
-Af. Poddanych inaktywacji czynnikow chorobo-
tworczych w CKiK w 2022 roku przedstawiono
w tabeli 12.

Odsetek poddanego inaktywacji osocza od
ozdrowiencow w CKiK w 2022 roku przedstawiono
w tabeli 13.

Odsetek jednostek FFP, krioprecypitatu oraz
opakowan KKP wydanych do celow klinicznych po
inaktywacji czynnikéw chorobotworczych w 2022
roku przedstawiono w tabeli 14.

Zniszczenia krwi i jej skladnikow
W 2022 roku zniszczono tacznie 110 782 jedno-

stek krwi i jej najczeSciej stosowanych sktadnikow,

wtym 12 935 ). KPK, 32 803 j. KKCz, 58 122 j. FFP,

1582 opakowania KKP z aferezy, 3658 opakowan

zlewanego KKP, a takze 1681 j. krioprecypitatu.

Podstawowe przyczyny zniszczen sktadnikow
krwi to, podobnie jak w latach poprzednich:

— przeterminowanie;

— dodatnie wyniki testow wirusologicznych lub
w kierunku zakazenia kilg, wdrozenie proce-
dury look-back (dalej okreSlane tacznie jako
,czynniki zakazne”);

— inne przyczyny, w tym:

* nieprawidlowy wynik kontroli wizualnej,

* nieprawidiowa objetos¢,

* nieprawidiowe wyniki badan serologicznych,

* inne, w tym nieprawidtowo wykonane proce-

dury, dyskwalifikacja lekarska, uszkodzenie
mechaniczne, samodyskwalifikacja dawcy.

Niszczono takze niewykorzystane skiadniki
krwi pochodzace z donacji autologicznych (33 j.
KKCzi101j. FFP).

Szczegolowe zestawienie liczby skladnikow
krwi zniszczonych w poszczegolnych CKiK w 2022
roku przedstawiono w tabeli 15, natomiast przy-
czyny zniszczen skladnikow krwi w CKiK w 2022
roku w tabeli 16.
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Tabela 11. Osocze uzyskane od ozdrowiencéw
COVD-19 i wydane do celéw klinicznych przez
poszczegolne CKiK w 2022 roku

CKiK Otrzymano od Wydano do
ozdrowiencéw celéow
COoVID-19 klinicznych
(jednostki) (jednostki)

Biatystok 0 7

Bydgoszcz 0 0

Gdansk 0 24

Kalisz 0 0

Katowice 0 29

Kielce 12 30

Krakéw 8 12

Lublin 0 35

todz 64

Olsztyn 0

Opole 0 28

Poznan

Raciborz

Radom 24 17

Rzeszow 28

Stupsk 0

Szczecin 21 12

Watbrzych 3

Warszawa 173

Wroctaw 0 25

Zielona Géra 0 351

WCKiK 3 0

CKiK MSWiA 3 3

Razem 339 590

Dyskusja

Rok 2022 byt kolejnym rokiem pandemii
COVID-19, jakkolwiek poczynajac od 16 maja 2022
roku stan pandemii zostal w Polsce zastgpiony
stanem zagrozenia epidemicznego. Podstawowym
czynnikiem decydujacym o zabezpieczeniu potrzeb
zwigzanych z krwiolecznictwem pozostawala, jak
w latach poprzednich, dobra wola, a w konsekwen-
cji dostateczna liczba honorowych krwiodawcow
[5-9].

Zgodnie z wyzej przedstawionymi obserwacja-
mi, liczba osob oddajacych krew w polskich CKiK
byta w 2022 roku najwieksza od kilku lat — 621 936
0s6b (w 2021 r. — 615 784, w 2020 . — 569 914,
w 2019 r. — 614 579).

Obserwowany wzrost liczby dawcow mial
miejsce pomimo utrzymujacej sie w ostatnich

latach niekorzystnej tendencji dotyczacej zmniej-

szania sie liczby ludno$ci w przedziale wiekowym

18-65 lat, z ktorego rekrutujg sie potencjalni

krwiodawcy. Wedlug danych podawanych przez

Glowny Urzad Statystyczny, liczba ta wynosila

zgodnie z szacunkami na dzien 31 grudnia 2011

roku 26 460 477 0s6b, natomiast 31 grudnia 2020 r.

— juz tylko 24 689 690, a 12 grudnia 2022 r. —

23989 507 [10-12].

W tym okresie liczba ludno$ci we wspomnianej
grupie wiekowej zmniejszyla sie zatem o okolo
2,5 miliona osob, co niewatpliwie moze wplywac
negatywnie na liczbe aktywnych krwiodawcow.

W krajach nalezacych do Rady Europy Sredni
wskaznik liczby krwiodawcow w przeliczeniu na
1000 mieszkancow obnizyl sie w latach 2008-2011
z 29,0 do 25,0 [13]. W Polsce w 2022 roku analo-
giczna wartoS¢ wynosila 16,47 (w 2021 r. — 16,14,
w 2020 r. — 14,42, w 2019 r. — 15,39, 2018 r. —
15,37, aw 2017 r. — 15,30), byla to zatem wartoSc
najwyzsza od kilku lat.

Ponadto zar6wno w Polsce, jak w innych
krajach, obserwuje sie tendencje spadkowa liczby
0s0b zglaszajacych cheé oddawania krwi; dotyczy
to szczegolnie niektorych przedzialow wiekowych.
W Polsce tendencja taka daje sie zauwazy¢ zwlasz-
cza w populacji wiekowej 18-24 lata, czyli w grupie,
ktora potencjalnie moglaby zapewnic¢ w przyszioSci
odpowiednig podaz krwi 1 jej sktadnikow [14].

Oprocz wspomnianych zjawisk demograficz-
nych na liczbe krwiodawcow moga niekorzystnie
wplywac takie czynniki, jak:

— okresowo wystepujace epidemie chorob,
w tym pandemia COVID-19;

— pobyty dawcow za granicg i zwigzane z tym
ryzyko zakazenia wystepujacymi w niektorych
regionach chorobami, np. malarig czy wirusem
goraczki Zachodniego Nilu [15-17];

— inne (poza COVID-19) nowo pojawiajace sie
choroby zakazne, np. epidemia zakazen wiru-
sem Zika [18-19];

— stan zdrowotny spoleczenstwa, w tym obni-
zone stezenie hemoglobiny (od szeregu lat
najczestsza przyczyna dyskwalifikacji krwio-
dawcow) [20-22];

— brak okazji do oddania krwi czy wzgledy eko-
nomiczne.

Liczba dawcow autologicznych utrzymuje sie
w ostatnich latach na niskim poziomie. W 2022
roku wynosita 247 os6b, zatem najmniej od kilku lat
(w2021 r. — 313, w 2020 r. — 323, 2019 r. — 630
0s0b, 2018 r. — 598, 2017 r. — 692). Zmniejszenie
znaczenia autologicznych donacji przedoperacyj-
nych obserwowano w wielu krajach [23].
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Tabela 12. Odsetek jednostek FFP, ZI.KKP i KKP-Af. poddanych inaktywacji biologicznych czynnikéw chorobotwor-

czych w CKiK w 2022 roku

RCKiK FFP (%) ZI.KKP (%) KKP-Af. (%) Systemy
Biatystok 1,26 0,00 0,00 Theraflex, Mirasol
Bydgoszcz 2,44 0,00 0,00 Theraflex, Mirasol
Gdansk 1,12 0,00 0,00 Theraflex, Mirasol
Kalisz 2,07 0,00 0,00 Theraflex
Katowice 0,96 0,70 0,68 Mirasol

Kielce 0,74 0,00 66,67 Mirasol

Krakéw 7,58 0,92 0,73 Mirasol

Lublin 2,43 0,31 8,35 Theraflex, Mirasol
todz 1,17 2,06 0,80 Mirasol, Intercept
Olsztyn 2,52 0,00 0,00 Theraflex

Opole 2,30 0,00 0,00 Theraflex

Poznan 17,51 0,00 0,00 Theraflex
Racibérz 1,13 0,00 0,00 Theraflex

Radom 2,35 0,00 56,96 Mirasol, Intercept
Rzeszow 2,76 1,43 12,29 Theraflex, Mirasol
Stupsk 0,35 0,00 0,00 Mirasol

Szczecin 0,11 0,00 0,00 Mirasol, Interscept
Watbrzych 3,18 0,00 0,00 Mirasol
Warszawa 16,90 99,59 96,40 Mirasol, Intercept
Wroctaw 3,38 0,00 0,00 Theraflex, Mirasol
Zielona Géra 2,20 0,00 0,00 Theraflex

WCKiK 0,98 33,12 44,44 Mirasol

CKiK MSWiA 13,20 1,31 54,00 Mirasol

Razem 4,69 5,38 24,34

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami, przed pod-
jeciem decyzji o wykonaniu autotransfuzji nalezy
indywidualnie rozwazy¢ zwigzane z nig ryzyko
1 korzysci dla pacjenta. Donacja autologiczna moze
by¢ przydatna przede wszystkim w przypadkach,
gdzie nie jest dostepna zgodna grupowo krew
allogeniczna, na przyklad gdy u pacjenta wykryto
przeciwciala przeciwko antygenom o wysokiej
czestoSci wystepowania w danej populacji [24].

W 2022 roku catkowita liczba donacji krwi i jej
skladnikow wynosita 1 411 025, w tym 1 289 164
donacji krwi pelnej, nastapit zatem wzrost w po-
rownaniu z latami poprzedzajacymi (w 2021 r. —
1 374 572 donacji, w tym 1 248 585 donacji krwi
pelnej, a w 2020 r. odpowiednio 1 201 272 donacji
11 105 434 donacji krwi pelnej).

W celu usprawnienia pobieranie skladnikow
krwi stosuje sie miedzy innymi metode auto-
matycznej aferezy. W 2022 roku wzrosta liczba
tacznych donacji KKP 1 osocza metoda aferezy
w stosunku do 2021 roku (z 26 518 do 27 847),

zmniejszyla sie natomiast donacji samych KKP
(z 14 411 do 13 609). Zmniejszyla sie takze liczba
donacji samego osocza (z 84 818 do 80 065). Inne
sktadniki krwi, tj. KKCz i koncentrat granulo-
cytarny, nadal pobierano metoda aferezy tylko
sporadycznie.

Nalezy przy tym zauwazy¢, ze donacje prze-
prowadzane przy wykorzystaniu metod zautoma-
tyzowanych (afereza) sa nadal stosowane w Polsce
w stosunkowo niewielkim zakresie. W roku 2022
stanowily one okoto 8,64% wszystkich donacji,
czyli mniej niz w 2021 roku (9,16%).

Utatwieniu oddawania krwi stuza miedzy
innymi organizowane przez poszczegolne CKiK
ekipy wyjazdowe. W 2022 roku zorganizowano
12 089 ekip, zatem wiecej niz w latach poprzednich
(w 2021 r. — 11 150, w 2020 r. — 10 432), jednak
nadal mniej niz w 2019 roku (13 511). Stosunkowo
niewielki byt réwniez odsetek donacji krwi peinej
przeprowadzonych podczas ekip wyjazdowych
— 19,56%. W 2022 roku glownym miejscem
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Tabela 13. Osocze od ozdrowieficéw COVD-19 — odsetek poddanego inaktywacji w CKiK w 2022 roku

CKiK Osocze pobrane Osocze poddane Odsetek osocza
od ozdrowiencéow (jedn.) inaktywacji (j.) poddanego inaktywacji
Biatystok 0 0 0,00
Bydgoszcz 0 0 0,00
Gdansk 0 0 0,00
Kalisz 0 0 0,00
Katowice 0 0 0,00
Kielce 12 0 0,00
Krakow 8 8 100,00
Lublin 0 0 0,00
todz 64 0 0,00
Olsztyn 0 0 0,00
Opole 0 0 0,00
Poznan 0 0 0,00
Racibérz 0 0 0,00
Radom 24 24 100,00
Rzeszow 28 0 0,00
Stupsk 0 0 0,00
Szczecin 21 0 0,00
Watbrzych 3 0 0,00
Warszawa 173 102 58,96
Wroctaw 0 0 0,00
Zielona Goéra 0 0 0,00
WCKiK 3 3 100,00
CKiK MSWiA 3 3 100,00
Razem 339 146 43,07

pobran pozostawaty OT, w ktérych wykonano
50,19% wszystkich donacji krwi peinej. Wynika to
W znacznej mierze z przyzwyczajen krwiodawcow,
oddajacych do tej pory krew w OT. Funkcjonowa-
niu malych oddzialow terenowych nie sprzyjaja
jednak obowigzujace obecnie wysokie standardy
uzyskiwania sktadnikow krwi do celow klinicznych,
co w rezultacie wymaga zwiekszania centralizacji
dzialan stuzby krwi.

Na zapotrzebowanie na skladniki krwi wplywa
wiele czynnikow, w tym aktualne wytyczne towa-
rzystw naukowych, indywidualne uwarunkowa-
nia kliniczne 1 subiektywna ocena sytuacji przez
lekarza. Niewatpliwy wplyw na funkcjonowanie
szpitali, a co za tym idzie — takze na wykorzystanie
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skladnikow krwi — mialy uwarunkowania zwigzane
z pandemia COVID-19.

W 2022 roku wydano do celow klinicznych
okolo 33 j. KKCz w przeliczeniu na 1000 miesz-
kancow (w 2021 r. — 30,92 j., w 2020 r. — 27,87,
w 2019 r. — 30,7j., w 2018 . — 30,38 3., w 2017 1.
—30,22j., w2016 r. — 29,99, w 2015 r. — 29,87)
[11, 12, 25-28].

Po obserwowanym w 2020 roku spadku zu-
zycia KKCz nastgpil zatem jego ponowny wzrost.
Zuzycie KKCz w Polsce jest jednak od lat mniejsze
niz w niektorych krajach europejskich, na przyktad
w 2011 roku wykorzystanie KKCz w 32 krajach
Rady Europy wyniosto Srednio 37 j./1000 miesz-
kancow [13].
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Tabela 14. Odsetek jednostek FFP, krioprecypitatu oraz opakowan KKP wydanych do celéw klinicznych po inakty-
wagcji biologicznych czynnikéw chorobotworczych w 2022 roku

CKiK % FFP (j.) % Krioprecypitatu (j.) % KKP (op.)
Biatystok 10,47 0 0,00
Bydgoszcz 8,29 15,95 0,00
Gdansk 1,02 0 0,00
Kalisz 58,44 0 0,00
Katowice 7,34 0 0,69
Kielce 6,04 0 17,15
Krakéw 39,05 0 0,87
Lublin 15,25 0 2,71
todz 12,63 0 1,35
Olsztyn 11,15 0 0,00
Opole 11,77 0 0,00
Poznan 96,44 100 0,00
Racibérz 28,61 0 0,00
Radom 36,79 0 38,07
Rzeszéw 31,40 0 4,11
Stupsk 9,57 0 0,00
Szczecin 0,99 0 0,00
Watbrzych 14,05 0 0,00
Warszawa 33,03 0 98,34
Wroctaw 43,56 0 0,00
Zielona Géra 9,50 0 0,00
WCKiK 0,55 0,23 3,63
CKiK MSWiA 13,27 0 17,02
Razem 24,73 9,48 12,70

Do celéw klinicznych wydano w 2022 roku
tacznie 252 332 j. FFP, czyli wiecej niz w 2021 roku
(246 013 j.), jednak nadal mniej niz w 2019 roku
(273 519 ;. FFP). Natomiast stosunek liczby wyda-
nych jednostek KKCz do FFP wynosit w 2022 roku
w przyblizeniu 4,94 (w 2021 r. — 4,81, w 2020 r. —
4,57, w 2019 r. — 4,31, w 2018 r. — 4,09, w 2017
r. — 3,77, w 2016 r. — 3,56, w 2015 r. — 3,45),
w tym zakresie utrzymywala sie zatem tendencja
wzrostowa [29-35].

Obserwacje te moga wskazywac na stopniowe
obnizanie sie czesto§ci stosowania FFP w stosunku
do KKCz. Wskaznik KKCz/FFP o wyzej podanej
wartoSci nadal jednak Swiadczy o wiekszym, niz
w wielu krajach Europy, zuzyciu FFP w stosunku
do KKCz [13]. Moze to wynika¢ z mniejszego
w Polsce — jak to wspomniano powyzej — zuzy-
cia KKCz w przeliczeniu na liczbe mieszkancow,
prawdopodobnie jednak w wielu przypadkach FFP
stosowane jest bez dostatecznego uzasadnienia,

niezgodnie z bardzo obecnie ograniczonymi wska-
zaniami [36, 37].

Uwage zwraca natomiast znaczny spadek licz-
by pobran i wykorzystania osocza od ozdrowiencow
COVID-19, stosowanego w ramach prob leczenia
zakazenia SARS-CoV-2 w charakterze tak zwane;j
immunoterapii biernej. W pierwszych miesiacach
pandemii COVID-19 zainteresowanie tg metoda
lecznicza bylo znaczne, jednak pozniejsze badania
nie przyniosly pewnych wynikow Swiadczacych
o jej skutecznoSci, a zalecenia odno$nie jej zasto-
sowan nie sg obecnie jednoznaczne i dotycza tylko
niektorych grup pacjentéw [38]. Zapewne wplynelo
to na znaczny spadek zainteresowania tg metoda
lecznicza, obserwowany takze w Polsce.

W ostatnich latach obserwowano wzrost zuzy-
cia KKP. W latach 2015-2019 liczba wydawanych
do celow Kklinicznych opakowan KKP zwiekszyla
sie z 114 163 do 129 652 (ponad 13%). Podobne
zjawisko obserwowano w innych krajach [39].
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Tabela 15. Sktadniki krwi zniszczone w poszczegélnych CKiK w 2022 roku

CKiK KPK KKCz KKP (opakowania) FFP Krioprecypitat

Zlewane Otrzymane

(otrzymane metoda

z krwi petnej) aferezy
Biatystok 168 662 26 12 693 83
Bydgoszcz 490 828 0 0 2307 282
Gdansk 307 1336 281 10 2156 145
Kalisz 152 989 0 0 1749 23
Katowice 1082 3159 524 247 4716 116
Kielcach 59 925 262 34 1103 56
Krakéw 808 2668 117 40 7158 115
Lublin 133 1381 178 99 2070 18
todz 1259 2379 313 103 2506 0
Olsztyn 65 529 59 9 559 13
Opole 110 931 35 45 902 4
Poznan 2062 2855 310 64 2426 18
Racibérz 60 455 60 38 663 0
Radom 522 1707 0 68 1037 54
Rzeszow 151 2054 419 52 2306 94
Stupsk 455 705 102 11 812 34
Szczecin 191 2100 225 47 2343 71
Watbrzych 453 1295 136 8 498 5
Warszawa 1515 2277 71 568 7664 170
Wroctaw 725 1213 73 105 1787 61
Zielona Goéra 299 660 423 10 589 5
WCKIK 454 1652 43 13 9144 302
CKiK MSWiA 55 43 0 0 2933 12
Razem 12 935 32 803 3658 1582 58 122 1681

Jednakze w 2020 roku wydano do celow kli-
nicznych tylko 120 858 opakowan KKP, nastgpit
zatem wyrazny spadek, natomiast w 2021 roku
wydano do celow klinicznych 130 865, a 2022 roku
— 138 594 opakowan KKP, nastapil zatem niejako
nawroét tendencji wzrostowe;.

Dodatkowe metody preparatyki (usuwanie
leukocytow, napromieniowanie) stosowano przede
wszystkim w stosunku do KKP (44,74% UKKP,
55,26% NUKKP), rzadziej KKCz (23,06% UKKCz,
10,38% NUKKCz 1 0,05% NKKCz). Wiaze sie to
z faktem, ze — jak wspomniano powyzej — po-
czynajac od 2021 roku w Polsce sg wydawane do
stosowania klinicznego wylacznie ubogoleuko-
cytarne KKP. Ponadto w przypadku KKCz pozy-
skanie skladnika ubogoleukocytarnego wymaga

dodatkowej preparatyki, natomiast w przypadku
KKP z aferezy eliminacja leukocytéw nastepuje
zwykle juz na etapie pobierania koncentratu od
dawcy. Niektore zautomatyzowane metody uzyski-
wania KKP z kozuszka leukocytarno-plytkowego
umozliwiajg rowniez jednoczesna eliminacje leu-
kocytow, jednak koszt takiej preparatyki jest nadal
stosunkowo wysoki w porownaniu z metodami
manualnymi. Jednocze$nie metody te pozwalaja
na lepsze zachowanie wysokich parametrow jako-
Sci z powodu standaryzacji metod otrzymywania
sktadnikow krwi.

W wielu krajach stosuje sie obecnie powszech-
na leukoredukcje, jakkolwiek dowody na jej sku-
teczno$¢ w zapobieganiu niepozadanym reakcjom
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Tabela 16. Przyczyny zniszczen sktadnikow krwi w CKiK w 2022 roku

Przyczyna zniszczenia KPK KKCz KKP KKP FFP Krioprecypitat
z krwi z aferezy
petnej
Przeterminowanie 4 12 053 2094 435 12582 109
Dodatnie wyniki testow wirusologicznych lub 28,3 2810 247 76 5076 13
w kierunku zakazenia kita, wdrozenie proce-
dury look-back
Pozostate przyczyny, w tym: 12965 17 907 1317 1072 40 363 1647
* nieprawidtowy wynik kontroli wizualnej
* nieprawidfowa objetos¢
* nieprawidtowe wyniki badan serologicznych
* nieprawidtowo wykonane procedury, dys-
kwalifikacja lekarska, uszkodzenie mecha-
niczne, samodyskwalifikacja dawcy i inne
Niewykorzystane sktadniki krwi pochodzace 0 101
z donacji autologicznych
Razem 12997 32803 3658 1583 58122 1769

poprzetoczeniowym s3 niekiedy kwestionowane
[40].

Podobnie jak w poprzednich latach liczbha jed-
nostek KKP zamrazanych przez niektore CKiK jest
zbyt duza. W 2022 roku zaohserwowano podobnie
jak w latach poprzednich nieznaczne zmniejszenie
odsetka zamrazanych KKP. Catkowity odsetek za-
mrazanych KKP obserwowany w skali kraju jest
odpowiedni. Niestety nadal w niektorych CKiK
ten odsetek jest zbyt wysoki. Nalezy zauwazyc¢,
ze w kilku CKiK zaobserwowano wzrost odsetka
zamrazanych KKP, pomimo wcze$niejszej tendencji
malejacej. Wskazania do przetaczania MKKP s3 na-
dal bardzo ograniczone. Sktadnik ten powinien byc
stosowany jedynie w wyjatkowych przypadkach,
glownie w razie koniecznoSci dobierania KKP dla
pacjenta z przeciwcialami anty-HLA lub anty-HPA.
Zamrazanie powyzej 10% otrzymywanych KKP
nie jest wskazane. Procesy zamrazania i rozmra-
zania KKP pociagaja za sobg zwiekszone koszty
uzyskiwania preparatow do uzytku klinicznego,
a jednocze$nie mogg wplywac negatywnie na ich
parametry jakoSciowe 1 zwigzang z tym skutecz-
no$¢ kliniczna. Niepokojacy jest wzrost odsetka
zamrazanych KKP w niektorych CKiK, siegajacy
prawie 50% dla wszystkich KKP, a w przypadku
poszczegoblnych grup skladnikow — KKP z aferezy
lub zlewanych — odpowiednio blisko 50% i1 prawie
60%. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ogblny odsetek
zostal zmniejszony w stosunku do 2021 roku,
rowniez w przypadku wydawanych preparatow
(z 2,84% do 2,76%).

Wydaje sie, ze niezbedne jest usprawnienie
wspolpracy CKiK ze szpitalami, poprzedzone
wprowadzeniem wiaSciwe] gospodarki krwig 1 jej
skladnikami kazdego szpitala, z uwzglednieniem
indywidualnych potrzeb kazdego pacjenta. Nadal
niezwykle istotne pozostaje usprawnienie biezacej
wspolpracy lekarzy odpowiedzialnych za gospodar-
ke krwig 1 komitetow transfuzjologicznych z CKiK.

Do zubozenia zasobow krwi i jej skiadnikow
przyczyniaja sie ich zniszczenia wynikajace z roz-
nych przyczyn, nieraz nieuniknione. W celu ogra-
niczenia zakresu zniszczen w niektoérych krajach
stosuje sie odpowiednie procedury [41].

Najczestszymi przyczynami zniszczen w 2022
roku (podobnie jak w latach poprzednich) byly tzw.
,inne przyczyny”, a w szczeg6lnoSci:

— nieprawidlowy wynik kontroli wizualnej;

— nieprawidiowa objetoS¢;

— nieprawidlowe wyniki badan serologicznych;

— nieprawidlowo wykonane procedury, dyskwa-
lifikacja lekarska, uszkodzenie mechaniczne,
samodyskwalifikacja dawcy i inne.

Przeterminowanie lub dodatnie wyniki badan
na obecno$¢ markerow chorob zakaznych znacznie
rzadziej stanowily przyczyne zniszczen.

Po przeanalizowaniu danych dotyczacych ka-
rencji 1 inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w FFP i krioprecypitacie stwierdzono, ze nadal do
celow klinicznych wydawane jest przede wszyst-
kim osocze poddane karencji (75,25%). Chociaz
obecnie wszystkie CKiK sg wyposazone w syste-
my do inaktywacji (niektore nawet w dwa rozne
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systemy), to tylko w 7 CKiK (w ktorych odsetek
inaktywowanych sktadnikéw przekracza 10%) pro-
ces inaktywacji nie ogranicza sie do ,,Sladowych”
iloSci osocza 1 KKP. W 2022 roku inaktywacje
czynnikow chorobotworczych FFP przeprowadzaly
juz wszystkie CKiK, jednak w 4 z nich stwierdzono
obnizenie odsetka jednostek FFP poddanych inak-
tywacji. W pozostatych CKiK zauwazono mniejszy
lub wiekszy wzrost (np. RCKiK w Szczecinie
0 0,09%, w Poznaniu o 4,28%). Dotychczas tylko
RCKiK w Warszawie prowadzito inaktywacje FFP
na szeroka skale. W 2022 roku wzrost odnoto-
wano takze w CKiK MSWiA (13,20%) 1 RCKiK
w Poznaniu (17,51%) — najwiekszy odsetek FFP
poddanego inaktywacji. W RCKiK w Warszawie
odsetek ten wynosil 16,90%. Dla innych sktadnikow
(Z1. KKP 1 KKP-Af.) odsetek przeprowadzonych
w Warszawie inaktywacji byl najwyzszy sposrod
wszystkich CKiK — odpowiednio 99,59% 1 96,40%.
W 2021 roku wartoSci te wynosily 15,91% dla FFP,
99,21% dla Z1. KKP 1 98,53% dla KKP-Af. W wielu
CKiK, mimo posiadania dwoch systemow do in-
aktywacji, odsetek inaktywowanych sktadnikow
krwi byt jednak nadal niski. Inaktywacja Z1. KKP
1 KKP Af. nadal prowadzona jest tylko przez kilka
CKiK (ZI. KKP — 8 CKiK, KKP-Af. — 9 CKiK).
Co wiecej z inaktywowania KKP-Af. w 2022 roku
zrezygnowalo 3 CKiK. Z 8 CKiK, ktore poddawaly
inaktywacji Z1.LKKP, w 5 CKiK stwierdzono wzrost
odsetka inaktywowanych KKP w poro6wnaniu z 2021
rokiem. Z 9 CKiK stosujacych system do inak-
tywacji czynnikow chorobotworczych w KKP-Af.
w 5 CKiK stwierdzono zwiekszony odsetek inak-
tywowanych KKP-Af w porownaniu z 2021 rokiem.

Podobnie jak w latach ubieglych, wiekszos¢
CKiK nie wykorzystuje w pelni zainstalowanych
systemow do inaktywacji, co wynika w duzej mierze
z braku zaméwien na FFP, krioprecypitat 1 KKP pod-
danych inaktywacji czynnikow chorobotworczych.
Jedng z przyczyn przetaczania matej iloSci osocza
poddanego inaktywacji jest wystarczajaca liczba
jednostek FFP poddanego karencji. Jednocze$nie
lekarze nie zawsze maja Swiadomos$¢, ze osocze
poddane inaktywacji jest bardziej bezpieczne od
osocza karencjonowanego, poniewaz zabezpiecza
przed przeniesieniem szerokiego spektrum czyn-
nikow zakaznych, a nie tylko trzech wirusow (HIV,
HBV, HCV) oraz kity, czyli przed nastepstwami ist-
nienia tak zwanego okienka diagnostycznego (jak to
ma miejsce w przypadku osocza poddanego karen-
¢ji). Dodatkowo nie wszyscy lekarze posiadajg do-
stateczng wiedze na temat profilaktyki TA-GVHD.
Spowodowane jest to prawdopodobnie faktem, ze
w przepisach dla niektorych dyscyplin medycznych

znajduje sie zbyt mato informacji dotyczacych nie-
pozadanych reakcji poprzetoczeniowych.

Whnioski

W przedstawionym opracowaniu zaprezen-
towano pokrotce wybrane zagadnienia zwigzane
z dzialalnoScia polskiej stuzby krwi w 2022 roku,
a takze niektore tendencje zmian obserwowane
w dluzszym okresie czasowym. Szereg analizo-
wanych wartoSci charakteryzujacych dziatalno§é
stuzby krwi w Polsce (w tym liczba dawcow, do-
nacji, wytworzonych i wydanych do celow Kkli-
nicznych skiadnikow krwi) ulegto w 2022 roku
wzrostowl w poroOwnaniu z latami poprzedzaja-
cymi, co moze $wiadczy¢é o malejacym wplywie
pandemii COVID-19, a nastepnie stanu zagrozenia
epidemicznego na funkcjonowanie krwiodawstwa
1 krwiolecznictwa w Polsce. Uzyskane w ten spo-
sob obserwacje moga stanowi¢ punkt wyjScia do
analizy zagadnien zwigzanych z funkcjonowaniem
jednostek organizacyjnych polskiej stuzby krwi, do
porownania doS§wiadczen oraz oceny stosowanych
metod dzialania w celu wypracowania optymal-
nych rozwigzan na przyszto$¢. Podobne przeglady
danych dotyczacych donacji krwi i jej skladnikow
sg dokonywane systematycznie w innych krajach.

Aktualne problemy krwiodawstwa
1 krwiolecznictwa

Problemy zwigzane ze zmniejszajaca sie liczbg
dawcow, mniejsza liczba pobieranej krwi pelnej,
ktora stanowi gtowne zrodlo najczesciej stosowa-
nego w lecznictwie skladnika krwi, czyli KKCz,
stanowig obecnie duze wyzwanie dla stuzby krwi.
Szczegolnie dalo sie to zaobserwowac podczas
pandemii COVID-19. Dlatego tez z jednej strony
istotne jest efektywne zarzadzanie dawcami, co jest
zadaniem jednostek stuzby krwi, jak i pacjentami,
co nalezy do zadan podmiotow leczniczych.

Nadal jak najbardziej aktualne pozostajg wypra-
cowane we poprzednim roku rozwiazania, w tym
konieczno$¢:

— wprowadzenia dodatkowych Srodkoéw ostroz-
nosci w jednostkach stuzby krwi;

— wprowadzenia dodatkowych kryteriow dys-
kwalifikacji krwiodawcow zwigzanych z aktu-
alng sytuacja epidemiologiczna;

— wprowadzenia rozwigzan zwigzanych miedzy in-
nymi z przewidywanymi niedoborami skfadnikow
krwi oraz konieczno$cig odpowiedniego planowa-
nia postepowania awaryjnego i zasad ustalania
priorytetow zaopatrzenia pacjentow [42].
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Coraz wiecej badan prowadzonych jest w kie-
runku oceny prawidiowego wykorzystania dostep-
nych zapasow sktadnikow krwi oraz mozliwo$ci za-
ostrzenia kryteriow wskazujacych na konieczno$é
ich przetoczenia, na przyklad obnizenie poziomu
stezenia hemoglobiny, przy ktorym powinno sie
wkroczy¢ z przetaczaniem KKCz [43, 44].

Intersujacy jest fakt, ze na przyktad w Stanach
Zjednoczonych po kilkuletnim okresie zmniejszania
sie liczby donacji, w wyniku ktorych uzyskiwano
KKCz, od 2019 roku zaobserwowano stabilizacje
zarowno ilo$ci otrzymywanej, jak 1 wykorzystywa-
nej do celdow klinicznych tego skiadnika krwi [45].

Ograniczeniem prowadzonych badan 1 uzyska-
nych wynikow jest fakt, ze nie udalo sie uzyskac
danych ze wszystkich o§rodkow pobierajacych oraz
przetaczajacych krew i jej sktadniki. Zmiany w zu-
zyciu sktadnikow krwi s takze zalezne od obszaru,
w ktorym sa stosowane (np. oddzialy pediatryczne
czy medycyny ratunkowej).

Niezwykle istotne jest zard6wno odpowiednie
zarzadzanie dawcami krwi, zapewnienie bezpie-
czenstwa personelu w placowkach stuzby krwi,
jak 1 znaczenie wdrozenia 1 stosowania zasad
zarzadzania krwig pacjenta (PBM, patient blood
management) w celu poprawy kryzysowych sytuacji
[46-48].

Dlatego tez w najblizszych latach istotne
bedzie zaréwno poszukiwanie metod i rozwigzan
majacych na celu zachecenie spoleczenstwa do
oddawania krwi, jak 1 ocena iloSci zamawianych
1zuzywanych sktadnikow krwi. Brak jednolitej bazy
umozliwiajacej zebranie wiarygodnych danych jest
jedna z gtownych barier uniemozliwiajacych wias-
ciwa ocene zar6wno mozliwosci jednostek stuzby
krwi, jak 1 potrzeb lecznictwa. Wdrozenie systemu
teleinformatycznego e-krew, opracowywanego
w ostatnich latach, powinno umozliwi¢ taka ocene.

Podziekowanie

Autorzy skladaja podziekowanie Narodowe-
mu Centrum Krwi oraz Centrom Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa za udostepnienie i pomoc W opra-
cowaniu danych wykorzystanych w niniejszej pracy.
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Summary

The human immunodeficiency virus (HIV) attacks the immune system to cause a lifelong seve-
re illness called AIDS (acquired immunodeficiency syndrome). The HIV infection is a serious
condition associated with high costs of therapy and care. Since the beginning of the AIDS/HIV
epidemic the number of HIV infected people worldwide has exceeded 84 million, and about
40 million have already died of AIDS.

Transfusion of blood and blood components is one of the transmission routes for HIV infection.
The risk of transmission of infection by this route has been significantly reduced e.g. by intro-
ducing mandatory screening tests for blood donors. There are still however reports of sporadic
cases of transfusion transmitted infections related to the so-called diagnostic window and virus
polymorphism.

In Poland, mandatory testing of anti-HIV were introduced for all blood donors in 1987, and
HIV RNA in 2005. Enzyme immunoassays (EIA) have gradually been improved and currently
all Polish Blood Transfusion Centers (BTCs) analyze both IgG and IgM antibodies as well
as p24 antigen (1IV generation tests) in donors. HIV RNA is tested in individual donations
(IDT) or in mini pools (MP); the sensitivity expressed as 95% limit of detection [95% LOD] is
45-18 IU/mL and 1469 IU/mL — 302 IU/mL, respectively.

Verification tests were always performed at the Department of Virology of the Institute of He-
matology and Transfusion Medicine (IHTM) with Western blot (WB) and molecular biology
methods: transcription mediated amplification (TMA) and real-time polymerase chain rea-
ction (RT-PCR).

This publication presents detailed strategy and methodology for conducting screening and
verification tests for HIV in Polish blood donors in the years 2005-2022. The study is an ex-
tension and update of a part of the author’s doctoral dissertation and initiates a discussion on
the donor qualification process and the effectiveness of screening studies.
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Introduction

More than 30 years after the discovery of the
HIV virus, the epidemiology of HIV infections
worldwide is still a significant public health care
challenge. Since the beginning of the AIDS epide-
mic, approximately 85 million people have been
diagnosed with HIV and about 40 million have
died [1]. In Poland, since the beginning of the epi-
demic (1985), the infection has been detected in
about 28,000 people. AIDS was diagnosed in nearly
4 thousand people and 1,448 patients have died [2].

Currently, transfusion of blood and blood com-
ponents is safer than ever before. Procedures for
reducing the risk of pathogen transmission (HIV
included), have been successively implemented in
the Polish blood transfusion service as reflected in
published documents and legal acts [3-8] pursuant
to the recommendations of European Union direc-
tives [9-12] and the World Health Organization
(WHO) [13]. Manufacturers of equipment and
tests have Food and Drug Administration (FDA)
certificates [14]. However, despite implementation
of all procedures strengthening the safety of blood
and blood components, sporadic cases of transfu-
sion transmitted HIV infections are still reported
worldwide [15-19].

Discovery of HIV vs transfusion safety;
beginnings of testing in transfusion
medicine

AIDS (acquired immunodeficiency syndrome)
was first recognized in the summer of 1981 in the
United States. Young homosexual men developed
opportunistic infections which resulted in severe
pneumonia caused by Pneumocystis carinii bac-
teria. Patients were emaciated with facial lesions
caused by a rare type of cancer called Kaposi’s
sarcoma. The characteristic feature of the disease
was lymphopenia and a significant decrease in the
CD4+ lymphocyte count [20]. Observations and
epidemiological data from 1982 showed that the
newly described syndrome spread to other groups
of patients including hemophiliacs and drug addicts
and manifested properties of infectious disease
(transmitted through body fluids, infected blood or
blood products) [21-26]. In September 1982, the
CDC (Centre for Disease Prevention and Control)
suggested AIDS as the name for the described
disease [20]. In early 1983, AIDS was first repor-
ted among women-partners of infected men [24].
There have also been reports of AIDS in children

who had most likely contracted the disease during
pregnancy, labor or soon after birth [27, 28].

In March 1983, recommendations for AIDS
prevention were issued in the United States of
America and individuals from high risk groups
were deferred/discouraged from donating blood
and blood components for clinical use. The aim
was to reduce the risk of AIDS transmission
through transfusion of blood or blood components.
At that time, transfusion-related AIDS accounted
for approximately 2% of all AIDS cases reported
in the United States [29]. At the beginning of the
epidemic it was estimated that as many as 1 per
100 donations could have been responsible for HIV
or HCV infection [30]. The March recommenda-
tions had no significant impact on the procedures
related to the safety of blood and blood components
because the proposed donor eligibility/qualification
strategies in the USA were questioned as ineffecti-
ve or discriminatory towards the homosexual male
community [31].

Further studies on identification of the cause
of AIDS infections led to the isolation of a new
virus at the Pasteur Institute in Paris in May 1983.
The virus was named LAV (Lymphadenopathy-
-Associated Virus), later LAV (BRO — from
the first letters of the patient’s last name). This
virus was signaled as the hypothetical cause of
AIDS [32]. The newly discovered retrovirus had
many of the characteristics of the previously disco-
vered human T-cell leukemia virus (HTLV). The
virus was isolated from the RNA genetic material
of a Caucasian patient with AIDS. Ultimately, the
newly identified virus was classified as human
T-lymphotropic retrovirus [32].

The next step towards identifying the factors
that cause AIDS was the discovery of American
scientists from the National Cancer Institute in
Bethesda. In April 1984, the Institute announced
that AIDS was caused by HTLV-III retrovirus. Du-
ring a joint conference with the Pasteur Institute,
LAV and HTLV-III were announced as identical
and were the probable cause of AIDS [33]. At that
stage it was assumed that a vaccine could become
available within two years [34]. In 1986, the newly
discovered virus was named HIV [35]. There were
numerous controversies as to which center was the
first to isolate HIV. The dispute seems to have been
settled by the Nobel Prize awarded in Medicine
and Physiology in 2008 which went to Professors
Francoise Barré-Sinoussi and Luc Montagnier for
the discovery of the human immunodeficiency
virus (HIV) [36].
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Figure 1. Organization of the HIV virion and the construction of the Western blot test (based on [40])

At the beginning of 1985, the FDA registered
the first enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for detection of anti-HTLV III/LAV antibo-
dies [37]. In the same year, recommendations were
issued for donors of blood and blood components
to be screened for anti-HTLV III. According to
these recommendations, all donations positive in
screening tests were to be subjected to utilization
and the donors notified of the positive test results.
A test result was considered positive if repetitively
reactive; each initially positive (reactive) test had
to be repeated with some other available test,
usually immunofluorescent or immunoprecipitation
assays. In the years that followed, confirmatory
testing was performed with Western blot (WB)
reference test — a HIV antibody test. The first
WB test was registered by the FDA on April 29,
1987 [38, 39].

Structure, genome organization,
taxonomy

HIV virus belongs to the family Retrovirdae,
genus Lentiviridae. So far, two types of the virus
have been separated: HIV-1 and HIV-2 [40]. The

virion is spherical in shape with a diameter of
about 100 nm, consisting of a cylinder-shaped core
and a lipid envelope (Fig. 1). Each virion contains
72 glycoprotein complexes that are integrated into
the lipid membrane, and each complex consists
of trimeric outer glycoprotein gpl20 and trans-
-membrane splicing protein gp41. The bond be-
tween gpl20 and gp41 is loose, and easily broken.
The gp120 glycoprotein can be detected in both se-
rum and lymphoid tissue of HIV-infected patients.
Underneath the capsid is a layer of protein (p17).
In the capsid, made up of the p24 protein, there is
genetic material that takes the form of two single
copies of sSSRNA(+). In the virion, there are p6 and
p7 proteins, two transport RNA (tRNA) molecules
that are primers for cDNA synthesis, viral enzymes
— reverse transcriptase (a heterodimer consisting
of p66 protein having a domain with polymerase
activity and RNAase H and p51 protein with a sta-
bilizing effect), pl0 protease and p32 integrase
(Fig. 1). The HIV-1 genome includes nine genes.
Three of them — gag, pol, env encode information
needed for the production of structural and enzy-
matic proteins, while the others, i.e. tat, rev, nef,
vif, vpr, vpu carry information on the construction
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of regulatory proteins, which control HIV-1 ability
to infect cells, produce progeny virions and disease
progress. Long Terminal Repeat (LTR) sequences
are located at both ends of the genome. These are
regions responsible for regulation of viral gene
expression [40, 41]. The organization of the viral
structure is important for understanding the design
and effectiveness of tests used for identification
of infected donors. WB tests are based mainly on
structural proteins of HIV (Fig. 1). As mentioned
earlier, WB assays confirm the specificity of anti-
bodies detected in blood donors in diagnostic and
screening tests. In Polish blood transfusion service,
the WB HIV results are interpreted in accordance
with the American Red Cross guidelines, where
a positive result is one in which antibodies to at
least one viral protein are found in each of the
three protein categories — envelope-forming,
core and enzyme proteins. Now that HIV tests
must be certified (CE IVD and number of notified
body) [42, 43] the results are interpreted according
to the manufacturers’ leaflets. A negative result
means that no antibody to any of the proteins was
detected. An indeterminate result does not meet
the criteria of either a positive or negative result
and is most often due to non-specific reactions or
indicates an early stage of infection [44-46]. Figure

1 presents the organization of the HIV viron and
the construction of the Western blot test.

Evolution of the methodology of
diagnostic and screening tests

The basic principle of enzyme immunoassays
(EIA) or enzyme-linked immunosorbent assays-
-(ELISA) is binding of serum antibodies by antigens
covalently bound to a solid phase surface, such as
a microtiter well. After washing away the unbound
antibodies the antigen-antibody conjugate is incu-
bated with the substrate. In the presence of antibo-
dies, a colored reaction pattern is produced which
is monitored by spectrophotometric measures.
The basic mechanisms of the I-III generation EIA
assays are presented on the diagram in Figure 2.
In the IV and V generation assays, not only solid
phase antigens are coated but also specific anti-
-p24 antibodies. The sample tested for the presen-
ce of specific antibodies directed against the virus
is added to the antigen-coated well (solid phase).
If the sample contains antibodies directed against
this antigen, an immune complex is formed and the
antibody is permanently bound to the substrate.
The next step is the washing out the non-specific
antibodies from the tested serum/plasma. When the
well is washed out, the so-called conjugate — an

Luminosity
" %,
PR v
Washing a S, Washlng Incubation
— ARAR — aiﬁ"
[oMoNoNoN 00 00O © © © 00 (oRoloRoN o)
Solid phase
1. Enveloped 2. Conjugate 3. Conjugate 4. Conjugate

Antigens on solid phase.
Added test sample with
or without antibodies.

Antigens-antibody
conjugate added.
Incubation

Antigen-antibody
conjugate.
Substrate added

Antigen-antibody-conjugate-
-substrate.
Luminosity measured, for exaple,

Incubation spectrophotometrically
Legend:
antibody o antigen ﬂ antigen-antibody-conjugate @ antigen-antibody-conjugate-substrate , luminosity
Figure 2. Scheme of the basic principles of the I-lll generation ELISA/EIA test (based on [48], the term conjugate was used to

describe an enzyme-antibody complex)
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antibody (directed against human antibodies) linked
to the enzyme by a covalent binding. Incubation
and another rinsing follows and then a substrate
proper for the enzyme is added to the well. The
product of the enzymatic reaction (usually colo-
ured) is assessed by appropriate methods (most
often spectrophotometric measures) although in
EIA assays chemiluminometry methods are also
frequently used. The design of many commercial
EIA assays tests is more complicated; assays of
the latest generation enable detection of both HIV
antibodies and antigens.

It is worth stressing that the light signal usu-
ally correlates with the amount of antibodies in the
tested material. The specificity of antigen-antibody
binding renders the results obtained with EIA tests
highly reliable. Sporadically however, non-specific
results are obtained as result of a cross-reaction
when the antibody binds to another antigen [47,
48]. It is therefore important to have each ELISA
reactive result verified with a confirmation test
[47, 49].

The I generation assays used lysate from in-
fected cells as the antigen source, and visualization
was based on animal monoclonal antibodies which
detect human IgG class antibodies [49, 50]. Abbott
Laboratories was the first company which received
FDA approval of the first licensed antibody test
to identify HIV in blood [51]. In the years that
followed, the ELISA assay was further developed.
The II generation assays used glycoproteins or
recombinant antigens instead of whole proteins.
The specificity and sensitivity of the tests were
thus increased [50]. III generation tests used
a different EIA design. Recombinant HIV antigens
placed in the solid phase were used to “capture”
serum anti-HIV antibodies of both IgG and IgM
class. Anti-HIV antibodies from patient’s serum
bind to recombinant or synthetic HIV antigens
(the so-called antigen sandwich). The antibodies
or antigen are covalently labeled with the enzyme
or biotin/streptavidin to form the so-called con-
jugate (Fig. 2). The design further enhanced test
specificity and enabled detection of IgM isotype s in
addition to IgG class antibodies. The new tests allo-
wed to detect antibodies about 21 days of infection
which shortened the serological window period.

IV generation tests (combo), are able to detect
both p24 antigen (HIV-1) and antibodies directed
to HIV-1 and HIV-2. Antigen p24 is a distinctive
HIV protein that makes up most of the HIV viral
core or capsid. High levels of p24 are present in
the blood serum of newly infected individuals
during the short period between infection and se-
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roconversion making p24 antigen assays useful in
diagnosing primary HIV infection at a time when
antibody levels are low [52]. The IV generation
assay was designed/developed in 1989 by Abbott.
The test contributed to shortening serological win-
dow period by 7 days (on average) as compared to
III generation assays (up to 14 days) [50, 53-56].
In 2015, V-generation tests were implemented for
HIV diagnosis which simultaneously detected both
IgG and IgM class antibodies and the p24 antigen.
The main difference as compared to IV-generation
tests was the additional option of acquiring separate
results for antibodies and the p24 antigen [50].

Western blot (WB) assays are used to verify
tests reactive in EIA. WB is an enzyme immuno-
assay and the result presents in the form of bands
which correspond to individual proteins (Fig. 1).
The results can be read visually (no device ne-
cessary) or with the help of automated reader. WB
tests determine the protein to which the antibodies
were developed. The tests are of higher specificity
than ELISA [57-59].

The algorithm for screening tests and veri-
fication tests in blood donors are outlined in the
European guidelines [60] while for persons other
than blood donors, the algorithm for HIV testing is
presented in national guidelines [61-67]. In blood
transfusion practice an initially reactive sample
1s retested in duplicate and if the result is repeat
reactive a confirmatory test is performed using
serological techniques and NAT (nucleic acid te-
sting) [3-8].

Research on detection of the virus responsible
for AIDS using molecular biology techniques was
introduced in the United States in the second half
of the 1980s [68]. Once the information on geno-
me sequence of the virus became available it was
possible to use it for blood donor screening. While
analyzing the rationale for using such techniques
it was emphasized however that, attention was
focused on the fact, that although the HIV infection
could be detected even before p24 antigen and
anti-HIV antibodies appeared, the efficacy was low
due to the low frequency of the expected positive
results. Mathematical models demonstrated that
in the U.S. HIV RNA donor testing would prevent
16 cases of viral transmission per year while the
cost of such screening would amount to $96 million
[69]. Technical difficulties related to NAT testing
were also emphasized. In the years that followed
it was demonstrated that the implementation
of screening by NAT is technically feasible and
absolutely justified because it contributes to the
strengthening of transfusion safety [70]. Further
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Figure 3. Timetable of the introduction of NAT blood donation testing up to 2010 — by virus and country (based on [72])

advancement of molecular biology technology as
well as development of multiplex assays for simul-
taneous detection of genetic material of several
viruses, rendered mass screening in blood trans-
fusion more accessible. At the same time, many
countries reported numerous cases of transfusion
transmitted HIV infections [71]. Several coun-
tries implemented NAT testing for blood donors.
According to current national and international
guidelines, NAT techniques should detect at least
10,000 TU/mL of HIV RNA per single donation
[3-8]. Figure 3 presents the implementation of
NAT for HIV by country.

Further evolution was stimulated (among
others) by data from Germany; in the period
2007-2010, false-negative NAT results which
detected a single region of HIV-1 RNA were
reported in 6 blood donors. To improve the diag-
nostic sensitivity of HIV-1 RNA | especially of the
polymorphic forms, tests were introduced that
simultaneously detected at least two conserved
regions (dual-target assay) of the viral genome.
German studies of 2010-2014 demonstrated higher
clinical sensitivity of HIV detection with dual-
-target assays (amplification of two regions of the
viral genome) as compared to those that analyze
a single region [72, 73].

The principles and diagnostic algorithm of HIV
detection in the general population, differ slightly
from those in blood donor screening. According to
the recommendations of the Polish AIDS Scientific
Society (PTN AIDS), the former type of testing
should be based on serological tests. Third- and
fourth-generation tests as well as the so-called
rapid tests are recommended [61-65]. As of 2017,
PTN AIDS recommends using IV generation
tests for donor screening. In exceptional cases,
HIV-1 RNA testing is allowed [66, 67]. A negative
screening test 12 weeks after exposure rules out
HIV transmission.

When a reactive result is obtained, the test
should be repeated in duplicate; in the case of
repeat reactive result, a confirmation test is re-
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quired. The patient should be informed as soon
as possible and informed on prevention of HIV
transmission as well as referred to an outpatient
clinic or hospital [74].

Evolution of HIV screening methodology
in Poland

Anti-HIV testing of blood donors in Poland
began in 1986 — about 5% of donations were then
tested. According to the recommendation of the
Minister of Health and Social Welfare, the detection
of anti-HIV antibodies were to trigger widespread
screening in blood transfusion service. Anti-HIV-
-antibodies were first detected in September
1986 when blood was collected from a HIV-infected
donor at the Blood Transfusion Center in Opole
(IHTM data). Since November 1987, mass blood
donor screening was performed with II generation
tests, which detected only anti-HIV-1 antibodies
42 days of exposure (on average). At the same
time, new methods were evaluated and procedures
developed for correct and reliable interpretation
of results [75]. The first recommendations for
blood transfusion service regarding HIV/AIDS
prophylaxis and diagnosis were issued in Poland
in 1989 with the aim of standardizing diagnostic
procedures for HIV infection [76]. In the years that
followed donor screening was performed with III
generation tests. In 2000, IV generation EIA tests
were implemented which detected antibodies and
antigens. Another step towards better safety of
blood and blood components was the implemen-
tation in the first quarter of 2007 of IV generation
chemiluminescent tests using a fully automated
apparatus. Full automation reduced the risk of
human error during testing [77].

In Poland, HIV genetic material was first tested
in donors with indeterminate results in Western
blot and in individuals exposed to HIV-infected
material. Viral DNA integrated with host DNA was
tested and no HIV genetic material was detected
[78]. NAT screening in blood donors for HIV RNA
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which detected infection before serological markers
appeared was implemented in Poland in the second
half of 2003. At first, only some BTCs performed
this screening using Procleix test (mandatory at
the time for HCV RNA) which could also be used
for HIV-1 RNA detection. Moreover, since 2003,
HIV RNA testing became an additional procedure
apart from Western blot, used for confirmation of
repeat reactive results in serological tests [79].
In 2005, HIV RNA testing became mandatory for
every donation [77, 79].

Sample collection for HIV screening

Blood samples for pathogen testing are col-
lected during or after the donation from the same
venipuncture and into disposable tubes (vacuum
system). Samples from donor candidates are col-
lected during the donor qualification procedure.

Only negative test results qualify blood or
blood components for clinical use [3-8].

Methods

Serological tests, were always performed in
single donations; NAT assays in single donations
or minipools of equal volume plasma from “n”
donor samples (n = 24 or 8 or 6). The tests and
equipment/apparatus were CE IVD marked/cer-
tified. Screening tests were performed according
to IHTM recommendations as presented in the
subsequent versions of the “Medical Principles for
Collection of blood, Separation and issue of Blood
Components for Organizational Units of the Public
Blood Transfusion Service” [3-5] and subsequent
legal acts [6-8]. International regulations do not
specify the principles of test design; according
to the Directive, tests should detect the most
common subtypes, mutants, recombinant forms,
as well as newly emerging forms of the virus [42].

Serological tests

According to national and international re-
commendations [3-9], the analytical and clinical
sensitivity and specificity of serological tests was
close to 100% and > 99.5% respectively. From
2005 to 2022, tests from various manufacturers
were used in BTCs for blood donor screening.
Figure 4 presents the serological methods used
for donor screening at individual BTCs in Poland
in 2005-2022.

The algorithm for HIV immunochemical te-
sting used throughout the period under analysis
is shown in Figure 5. It was described in detail in
the successive versions of the recommendations
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in effect in blood transfusion service (the Medical
Principles [3-5] and the later Good Practices [6-8].

According to current Polish regulations, an ini-
tially reactive result (IR) in the screening test had
to be repeated in duplicate from the same sample
on the following day. If repeat reactive result (RR)
1s obtained (at least two positive results in three
tests), the donor’ blood sample was sent to IHTM
for confirmatory assay.

NAT screening for HIV RNA

Since its implementation in the Polish blood
transfusion service, NAT testing has been perfor-
med with two alternative methods: PCR (Poly-
merase Chain Reaction) and TMA (Transcription
Mediated Amplification). The essence of PCR is the
in vitro multiplication (amplification) of a selected
genome fragment using thermostable DNA poly-
merase (Fig. 6). HIV is an RNA virus, therefore the
first step must be reverse transcription. For this
purpose a reverse transcriptase or DNA polymera-
se with both polymerase and reverse transcriptase
properties are used. PCR is a cycling process —
each cycle consists of three steps that differ as
regards temperature. Repetition of the cycle do-
ubles the number of the amplified DNA fragments.
In reality, the reaction is slightly less effective
mainly due to lower activity of the polymerase
enzyme used in PCR. Specificity of the process is
determined by proper selection/design of primer
sequences, probes and temperature of reaction.
The outcome is a copy of the tested DNA fragment
of precise length and sequence [46]. A variation of
the PCR method is RT-PCR (real time Polymerase
Chain Reaction), which detects the amplification
in actual/real time. The transcription mediated
amplification (TMA) reaction uses transcription as
a method to amplify nucleic acids. The composition
of the reaction mixture is similar to that in PCR
but here two enzymes are used: murine reverse
transcriptase (RT) and bacteriophage T7 RNA
polymerase. A schematic of the TMA reaction is
shown in Figure 7 [46]. The efficiency of TMA and
PCR reactions is very high — within an hour the
number of nucleic acid molecules is multiplied up
to 10° times. Tests performed in blood donations
are fully automated which markedly reduces the
risk of false results due to human error.

Table 1 presents the characteristics of the
tests used for HIV RNA screening. HIV RNA
testing was performed at the Molecular Biology
Laboratories (PBMs) of the Blood Transfusion
Centers. The Centers that had no PBM outsour-
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Figure 4. Serological screening methods used in Polish blood transfusion service (2005-2022)

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay; ELFA — enzyme-fluorescent assay; CIMA — chemiluminescent assay;
ECl — enzyme-linked immunosorbent assay; ECLIA — electrochemiluminescent assay; CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center
of the Ministry of Internal Affairs and Administration, supervised by the Ministry of Internal Affairs and Administration
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Table 1. Characteristics of RNA HIV screening in BTC and confirmatory test in BTCs in the period 2005-2022 (sens-

itivity data based on IFU)

Test Format Sensitivity for donation Differential tests Used

1U/ml (95%LOD)
TMA
Procleix Ultrio 45 Yes 2005-2009
Procleix Ultrio Plus IDT 27.6 Yes 2010-2013
Procleix Ultrio Elite 18 Yes 2014-2022
TMA
Procleix Ultrio Plus MP 8 221 Yes 2012-2014
PCR
Ampliscreen HIV MP 24 1469 No 2005-2007
R-T PCR
Tagscreen MPX 294 Yes 2007-2012
Taqgscreen MPX v.2.0 MP 6 302 Yes 2013-2018
MPX 154,2 Yes 2019-2022
TMA
Procleix Ultrio Elite MP 4 72 Yes 2017-2022

IDT — study in a single donation; the number next to MP indicates the number of donations in mini pool e.g. MP 8 — study in a mini pool of 8 donations

ced the service to a BTC that had. Information on
NAT screening assays used at BTCs is shown in
Figure 8. Two strategies were used for screening
with molecular biology techniques:
a) in single donations (ID) or
b) in mini-pools (MP) of plasma from “n” donations.
The methods used were:
— TMA in:
* single donations (ID) or
* minipools of 8 donations (in 1 BTC
in 2012-2014) or
e minipools of 4 donations (4 BTCs since
2022);
— PCR in minipools of:

e 24 donations (2005-2006) or

* 6 donations (since 2007).

All screening tests except ampliscreen HIV
were multiplex which allowed simultaneous detec-
tion of HIV and HCV RNA and HBV DNA. A rea-
ctive result in a multiplex test required additional
differential testing to identify the virus responsible
for the reactive result. An exception here was the
Tagscreen MPX v. 2 test in which a reactive result
was immediately obtained with an indication of
the virus responsible. Once a reactive result was
obtained for a TMA screened pool, single donations
were tested using differential tests for each virus
(HIV-1/2, HCV, HBV). If a reactive result was ob-
tained in single donations, testing was performed
in duplicate with differential tests. A nonreactive
result did not defer the donor but blood components
from such a donation could not be used for clinical

purposes. The flowchart for each test is shown in
Figure 9.

When an initially reactive result was obtained
in PCR (in 24 or 6 donation pools), further tests
were performed in the BTCs. For 24 donation
pools, the next step was the testing of 4 subpools
of 6 donations each. Once a reactive result was
obtained in a 6 donation pool (subpool), testing was
continued in the single donations of this subpool.
Donations from the negative subpool were qualified
for clinical use. The testing algorithm is shown in
Figure 10.

Evolution of NAT screening
strategies in BTCs

The analytical sensitivity of NAT tests used
for HIV RNA screening in the Polish blood trans-
fusion service has evolved as more assays were
introduced and the assay format changed (MP24,
6, 4, IDT). In 2005-2006, the sensitivity of the
MP24 test was estimated at 1469 IU/mL [95%
LOD]. Following implementation in 2007 of the
Cobas Taqgscreen assay in MP6 the analytical
sensitivity increased several-fold to approximately
300 IU/ml. The analytical sensitivity of TMA in
single donations was very high from the very be-
ginning for: Procleix Ultrio (2005-2009 — 45 IU/ml
[estimated 95% LOD], for Procleix Ultrio Plus
(2010-2013) 27.6 IU/ml and the highest for the
Procleix Ultrio Elite test (used since 2014 un-
til now) — about 18 IU/ml. Data presented in
Figure 11.
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2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Bialystok

Watbrzych
Warszawa
WCKiK
Wroclaw
Zielona Géra

Ampliscreen HIV, Roche (MP 24) Procleix Ultrio Plus (MP 8)
Tagscreen MPX, Roche (MP 6) Procleix Ultrio, Grifols (IDT) I Procleix Uttrio Elite, Grifols (MP 4)
Tagscreen MPX 2.0 , Roche (MP 6) Procleix Ultrio Plus, Grifols (IDT)

cobas MPX Rache (cobas GR00/MP ) I P leix Lltrin Flite Grifols (INT)

Figure 8. Molecular biology screening methods used in Polish blood transfusion service in the period 2005-2022;
CKiK MSWiA — Blood Transfusion Center of the Ministry of Internal Affairs and Administration, supervised by the Ministry of
Internal Affairs and Administration

X Reactive
(Umanual: 32.3 IU/ml) (Umanual: 32.3 |
i UTigris: 45
UPlus: 27.6
Initial reactive UElite: 18
1U/mL) Initial reactive
Initial reactive J
dHIV
reactive dHIV
reactive
\

Figure 9. Procedure for reactive result in HIV RNA screening — TMA (sensitivity data based on IFU)

ID — individual donation; dHBV — dyscrimination HBV; dHCV — dyscrimination HCV; dHIV — dyscrimination HIV;
RNA — ribonucleic acid; WB — western blot test; MZ — Ministry of Health; WB/INNO Lla — western blot test;
PCR — polymerase chain reaction

Quality control of screening tests — screening was preceded by evaluation of

performed in BTCs (2005-2022) equipment and tests as well as validation of
The BTC laboratories which performed processes;

screening for transfusion transmitted pathogens — process validation was conducted in each BTC

followed the procedures listed below to ensure immediately prior to screening with sample

reliability of results: panels prepared by the Department of Virology
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(MPXv1: 95%L0D dla ID w MP6 = 294 1U/mL)
(95% LOD test for ID tested in MP24: 1469 1U/mL) (MPXv2: 95%L0D dla ID w MP6 = 302 IU/mL)

[
o] [ [=] [ [ ] [ [e]
L (ID MPXv1 = 49 1U/mL) / \

Non-reactive HIV Reactive HIV HIV reactive Non-reactive HIV

| |

Reactive Reactive

Reactive

(ID MPXv2 = 50.3 IU/mL)

Figure 10. Procedure in Blood Transfusion Centers for reactive result in PCR (sensitivity data based on IFU)
MP24 — minipool 24 donations; MP6 — minipool 6 donations; ID — individual donation; RNA — ribonocleic acid; HIV — human
immunodeficiency virus; TMA — transcription mediated amplification; PCR — Polymerase Chain Reaction Ab/Ag HIV — antibody/
antigen HIV; MZ — Ministry of Health; WB/INNO LIA — western blot test
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Figure 11. Analytical sensitivity of NAT tests for HIV RNA in Polish blood transfusion service in the years 2005-2022 (sensitivity
data based on IFU)

Sensitivity of screening assay 95% LOD (IU/ml) according to manufacturer’s recommendations
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Figure 12. Algorithm of the verification procedure following repeat reactive HIV-1/2 result in screening tests

(IHTM); participation in such quality control
program was repeated every 12 months;

— screening tests were performed strictly accor-
ding to manufacturer’s requirements;

— all laboratories participated in the external
quality control program as well as in the
EDCNet program of daily external laboratory
quality control;

— all laboratories were audited regularly every
two years.

Confirmatory tests

Samples which were repeat reactive in se-
rological screening or/and NAT were sent to the
Department of Virology (IHTM for verification/
/confirmatory testing.

Confirmatory tests serve to confirm or exclude
HIV infection — samples which were repeat reacti-
ve in serological screening or/and NAT were tested
in Western blot (WB) and HIV genetic material

was additionally tested (always in single dona-
tions). The flowchart for the verification process
is shown in Figure 12. In May 2012, the algorithm
for confirmatory NAT testing was supplemented
by mandatory testing of HIV RNA with a method
other than the one used for screening. If screening
was performed with PCR, the TMA method was
used for confirmatory testing at IHTM; if screening
was performed with TMA, the verification test was
performed with PCR. This recommendation served
to detect polymorphic forms which remained unde-
tected by NAT. The intention was to eliminate false
negative results (the so-called escape mutants).
In cases of unconfirmed infection, the first,
6-month temporary deferral was imposed on the
donor. Subsequent indeterminate results of con-
firmatory tests resulted in extension of deferral
by another 6 months to more than two years. The
donor could be restored to donating blood when the
results of both screening and confirmatory tests
were negative. If non-specific results persisted
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Table 2. WB tests used at the IHTM for confirmatory testing of HIV infection in the years 2005-2022

Years Test (manufacturer, country)

2005-2006 HIV BLOT 2.2 (Genelabs® Diagnostics, Singapore)

2007-2008 HIV-1 BLOT 1.3 (Genelabs® Diagnostics, Singapore)

2009 HIV BLOT 2.2 (Genelabs® Diagnostics, Singapore)

2010 INNO-LIA™ HIV I/l Score (Innogenetics, Belgium)

2011-2012 HIV BLOT 2.2 (MP Diagnostics, Singapore)

2013 HIV BLOT 2.2 (MP Diagnostics, Singapore )
INNO-LIA™ HIV I/l Score (Innogenetics, Belgium)

2014 INNO-LIA™ HIV /liScore (Innogenetics, Belgium)

2015-2022 recomLine HIV-1& HIV-2 1gG (Mikrogen, Germany

From 10.2022 INNO-LIA™ HIV I/lIScore (Fujirebio, Belgium)

Table 3. NAT tests used in verification studies at the IHTM in the years 2005-2022 (sensitivity data based on IFU)

Years Test (manufacturer/m country) Sensitivity Number of
to donation amplified regions
1U/ml (95%LOD)

2005-2006 Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32.3 1U/ml No data*

2007-2009 Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32.3 1U/ml No data*

Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA) 61.2 IU/ml No data*

2010 Procleix Ultrio (Gen-probe, USA) 32.3 IU/ml No data*

Procleix Ultrio Plus (Gen-probe, USA) 28.6 IU/ml No data*
Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA)
61.2 IU/ml No data*

2011-2013 Procleix Ultrio Plus (Gen-probe, USA) 28.6 IU/ml No data*

Cobas Ampliscreen HIV-1 v 1.5 (Roche, USA) 61.2 IU/ml No data*

2014 Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 1U/ml 2

Confirmatory PCR Kit HIV-1 v 1.1 (GFE Blut, Germany) 89.5 IU/ml 3
2015-2021 Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 1U/ml 2
Confirmatory PCR Kit HIV-1 v 1.2 (GFE Blut, Germany) 13.7 IU/ml 3
From 11.2021  Procleix Ultrio Elite (Gen-probe, USA) 18 1U/ml 2
artus® HI Virus — 1 RG RT-PCR KIT (Qiagen, Germany) 66.9 IU/ml 1

*No information in test flyer/leaflet

for longer periods of time, long-term temporary
deferral (2-5 years) was imposed on the donor.
Permanent deferral was imposed on the donor only
after HIV infection was confirmed.

During the period covered by the current ana-
lysis, WB tests from various manufacturers were
used for serological confirmation assays (Table 2).
Tests used for HIV-1/2 RNA detection in verifica-
tion testing are presented in Table 3.

Residual risk of transfusion-transmitted
HIV infection; how to reduce the risk

Despite screening tests, the risk of transfusion
transmitted HIV infection still exists (residual
risk). One way to reduce this risk is the deferral
of donor candidates and donors who have repor-
ted behavior and circumstances associated with
higher risk of HIV infection in the pre-donation
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questionnaire or during medical interview. Imple-
mentation of serological screening tests and NAT
has dramatically increased the safety of blood and
blood components. Bruhn et al. conducted estima-
tes of screening efficacy (assuming alternatively
two values of infectious dose ID;, = 3.16 viremia
and IDg, = 316 viremia) for the RBCs in donations
from first-time and multiple donors for different
screening scenarios worldwide [80].

Screening efficacy in donations from first-
-time donors increased from 98.73% for screening
performed with anti-HIV antibody detecting tests
to 99.78% for both ID-NAT and antibody tests;
in donations from multiple donors the screening
efficacy ranged from 86.7% for anti-HIV antibody
tests to 97.68% for the more effective ID-NAT/Ab
+ testing strategy [80]. Lelie et al. estimated the
diagnostic window period for the Ultrio Elite test
on the Panther platform (single donation) at 4 days,
and for the MPX test on the cobas 6800 platform
(6 donation minipool) at 5.7 days. Currently, the
estimated residual risk is < 1/1,000,000 donations
and defined as the risk of transfusion transmitted
infection despite the use of screening tests, all
control measures and good practices for multiple
donors in developed countries.

Current status and the future of blood
donor testing for HIV

The current screening and verification pattern
seems to be sufficient to ensure transfusion safety
of blood and blood components. The analysis of
residual risk demonstrates that further increase of
the sensitivity of NAT testing will not contribute
much to blood safety. The level of residual risk is
acceptable and does not justify further financial
investment to increase test sensitivity.

Conflict of interest: none declared
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Streszczenie

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

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

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

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

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

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

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

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

Odkrycie HIV a bezpieczenstwo
przetoczen oraz rozpoczecie badan
w krwiodawstwie

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

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

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

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

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

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

Budowa, organizacja genomu,
taksonomia

Wirus HIV nalezy do rodziny Retrovirdae,
rodzaj Lentiviridae. Dotychczas wydzielono dwa
typy wirusa: HIV-11 HIV-2 [40]. Wirion ma kulisty
ksztalt o §rednicy okoto 100 nm, skiada sie z rdzenia
w ksztalcie cylindra oraz lipidowej ostonki (ryc. 1).
Kazdy wirion zawiera 72 kompleksy glikoprote-
inowe, ktore sa zintegrowane z biong lipidowa,
a kazdy kompleks sklada sie z trimerow zewnetrz-
nej glikoproteiny gp120 i transblonowego biatka
spinajacego gp41l. Wigzanie miedzy gpl20 a gp41
jest luzne, tfatwo dochodzi do jego zerwania. Gliko-
proteine gp120 mozna wykry¢ zarOwno w surowicy,
jak 1 w tkance limfatycznej pacjentow zakazonych
wirusem HIV. Pod ostonka znajduje sie warstwa
biatka (p17). W kapsydzie zbudowanym z bialka
p24 znajduje sie material genetyczny majacy po-
sta¢ dwoch pojedynczych kopii ssSRNA(+). W wi-
rionie znajduja sie biatka p6 1 p7, dwie czasteczki
transportowego RNA (tRNA) bedace starterami

do syntezy cDNA, enzymy wirusowe — odwrotna
transkryptaza (heterodimer skiadajacy sie z biatka
p66 posiadajacego domene o aktywnosci polimeraz
1 RNAzy H oraz bialka p51 o dzialaniu stabilizuja-
cym), proteaza p10iintegraza p32 (ryc. 1). Genom
wirusa HIV-1 obejmuje 9 genow. Trzy z nich — gag,
pol, env — koduja informacje potrzebne do wytwo-
rzenia biatek strukturalnych i enzymatycznych,
pozostale, to jest: tat, rev, nef, vif, vpr, vpu, niosg
informacje o budowie bialka regulatorowego, kon-
trolujacego zdolno$¢ HIV-1 do zakazania komorek,
produkcji wirion6w potomnych 1 progresji choroby.
Na obu konicach genomu znajduja sie sekwencje
LTR (long terminal repeat, dlugie powtorzone
sekwencje nukleotydow). Sa to regiony odpowie-
dzialne za regulacje ekspresji genéw wirusa [40,
41]. Organizacja budowy wirusa jest istotna dla
zrozumienia konstrukcji oraz efektywnosci testow
wykorzystywanych do identyfikacji zakazonych
dawcow. W testach typu WB s3a wykorzystywane
glowne biatka strukturalne HIV (ryc. 1). Jak powie-
dziano wczesniej, testy WB sa wykonywane w celu
potwierdzenia swoistoSci przeciwcial wykrytych
w badaniach diagnostycznych oraz przegladowych
u dawcow krwi. W polskim krwiodawstwie inter-
pretowano wynik WB HIV zgodnie z wytycznymi
Amerykanskiego Czerwonego Krzyza, gdzie za
wynik dodatni uwaza sie wynik, w ktérym stwier-
dza sie obecnoS$¢ przeciwcial przynajmniej do
jednego biatka wirusa w kazdej z trzech kategorii
bialek — biatek tworzacych otoczke, rdzen i bia-
tek enzymatycznych. Obecnie, gdy testy do badan
wirusa HIV musza by¢ certyfikowane (CE IVD
wraz z numerem jednostki notyfikujacej) [42, 43],
stosuje sie interpretacje wynikow zgodnie z ulotka
producenta. Wynik ujemny to wynik, w ktorym nie
wykryto przeciwcial do zadnego z biatek. Wynik
nieokreslony to wynik, ktory nie spelnia kryterium
wyniku dodatniego ani ujemnego. NajczeSciej jest
spowodowany nieswoistymi reakcjami lub moze
wskazywac na wczesng faze zakazenia [44-46].
Zastosowanie poszczeg6lnych biatek wirusa do
skonstruowania testu przedstawiono na rycinie 1.

Ewolucja metodyki badan
diagnostycznych i przegladowych

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

tem. W przypadku obecno$ci przeciwcial powstaje
barwny kompleks, a produkt reakcji jest mierzony
spektrofotometrycznie. Schemat obrazujacy pod-
stawowe zasady dzialania testu EIA I-1II generacji
przedstawiono na rycinie 2. W przypadku testow
IV 1V generacji oprocz antygen6ow na fazie stalej
sg oplaszczone swoiste przeciwciala anty-p24.
W trakcie badania do dotka oplaszczonego anty-
genem (faza stala) jest dodawana probka badana,
w ktorej sa poszukiwane przeciwciata skierowane
do bialek wirusa. Jesli obecne sg w niej prze-
ciwciala skierowane do tego antygenu, powstaje
kompleks immunologiczny i przeciwcialo zostaje
trwale zwiazane z podlozem. Nastepnym etapem
badania jest odplukanie nieswoistych przeciwcial
obecnych w badanej surowicy/osoczu. Po odptuka-
niu dolka jest dodawany tak zwany koniugat, czyli
przeciwcialo (skierowane przeciw przeciwcialom
ludzkim) polaczone wigzaniem kowalencyjnym
z enzymem. Po inkubacji i ponownym przeptukaniu
do dolka jest dodawany odpowiedni dla uzytego
enzymu substrat. W wyniku reakcji enzymatycznej
powstaje produkt reakcji (najczeSciej barwny), kto-
rego obecno$¢ ocenia sie odpowiednimi metodami
(najczeSciej metoda spektrofotometryczng, chociaz

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

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

Do konstrukcji testow I generacji wykorzy-
stywano jako zrodlo antygenu lizat z zakazonych
komorek, a do wizualizacji uzywano monoklonal-
ne przeciwciala zwierzece wykrywajace ludzkie
przeciwciala klasy IgG [49, 50]. Firma, ktora jako
pierwsza otrzymala rejestracje, byta Abbott Labo-
ratories [51]. W kolejnych latach ulepszano test
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Koniugat — kompleks enzymu z przeciwciatami

ELISA. W testach II generacji wykorzystywano
glikoproteiny lub rekombinowane antygeny, za-
miast calych biatek. Zmiana ta umozliwita zwiek-
szenie swoistosci i czuto$ci testow [50]. W testach
III generacji zastosowano odmienng konstrukcje
testu ETA. Rekombinowane antygeny HIV umiesz-
czone w fazie stalej, tak jak w testach poprzedniej
generacji, wykorzystano do ,,wytapania” z surowicy
przeciwcial anty-HIV obu klas IgG i IgM. Zwiazane
przeciwciala wykrywano za pomocg przeciwcial
skierowanych do powstalych kompleksow lub
innych fragmentow syntetycznych/rekombinowa-
nych antygenow HIV wyznakowanych enzyma-
tycznie (tzw. antigen sandwich). Przeciwciala lub
antygen s3 kowalencyjnie oznakowane enzymem
lub biotyna/streptawidyng, tworzac tak zwany
koniugat (ryc. 2). Taka konstrukcja testu doprowa-
dzita do dalszego zwiekszenia swoistoSci testu oraz
umozliwila wykrywanie, oprocz przeciwcial klasy
IgG, takze izotypu IgM. Nowe testy pozwalaly na
wykrycie przeciwcial okolo 21 dni od zakazenia,
tym samym zostal skrocony czas okienka serolo-
gicznego.

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

szych kilku tygodniach po zakazeniu jest wysokie,
dlatego badanie tego markera jest szczegodlnie przy-
datne do diagnozowania infekcji HIV na wczesnym
etapie, gdy poziom przeciwcial jest niski [52]. Test
IV generacji zostal opracowany w 1989 roku przez
zespol naukowy firmy Abbott. Jego stosowanie
pozwala skroci¢ okienko serologiczne $rednio
o 7 dni w porownaniu z testami III generacji
(do 14 dni) [50, 53-56]. W 2015 roku wprowadzono
do diagnostyki HIV testy V generacji, wykrywajace
jednoczes$nie obie klasy przeciwcial (IgG 1 IgM)
oraz antygen p24. Podstawowg ro6znica, w po-
rownaniu z testami IV generacji, jest dodatkowa
mozliwo$¢ uzyskania oddzielnych wynikow dla
przeciwcial oraz antygenu p24 [50].

Do weryfikacji wynikow reaktywnych w te-
stach EIA s3a wykorzystywane testy typu Western
blot (WB). Badanie ma charakter testu immuno-
enzymatycznego 1 wynik widoczny jest w postaci
prazkow odpowiadajacych poszczegdlnym biatkom
(ryc. 1). Odczyt reakcji moze by¢ wizualny, bez
uzycia aparatury lub zautomatyzowany, przy uzyciu
czytnika. W przypadku testow WB mozna okreslic,
do ktorego biatka zostaly wytworzone przeciwciala.
Testy te charakteryzuja sie wyzsza swoistoScia niz
testy ELISA [57-59].

Algorytm badan przegladowych oraz weryfika-
cyjnych wykonywanych u dawcoéw krwi przedsta-
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Rycina 3. Harmonogram wprowadzania badan NAT w badaniu kwalifikacyjnym dawcow krwi w poszczegdlnych krajach przed

2010 rokiem. Opracowano na podstawie [71]

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

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

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

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

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

Ewolucja metodyki badan przegladowych
w kierunku HIV w Polsce

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

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

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

Pobieranie probek na badanie
przegladowe w kierunku HIV

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

Wyniki ujemne sa podstawa do kwalifikacji
krwi 1 jej sktadnikow do uzytku klinicznego [3-8].

Metody

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

Badania serologiczne

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

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

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

Przegladowe badania NAT w kierunku
RNA HIV

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

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

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

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

Badania prowadzono metoda:

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

Wszystkie testy przegladowe poza Am-
pliscreen HIV byly testami typu multipleks — ich
konstrukcja umozliwiata rownolegle wykrycie RNA
wirusow HIV 1 HCV oraz DNA HBV. Otrzymanie
wyniku reaktywnego w teScie multipleks (poza
Tagscreen MPX v. 2) wymagato wykonania dodat-
kowych badan roznicujacych, wskazujacych obec-
nos$¢, ktorego z wirusow spowodowala reaktywny
wynik testu przeglagdowego. W teScie Tagscreen
MPX v. 2 od razu otrzymywano wynik reaktywny
ze wskazaniem, ktory wirus zostal wykryty.

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

ELISA — test immunoenzymatyczny; ELFA — test enzymofluorescencyjny, CIMA — test chemiluminescencyjny; EClI — test
immunoenzymatyczny; ECLIA — test elektrochemiluminescencyjny; CKiK MSWiA — Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
MSWiA, podlegte Ministerstwu Spraw Wewnetrznych i Administracji
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Wyniki Wyniki Wyniki
2 x ujemny 2 x reaktywny (RR) 1 x reaktywny
Krew i jej sktadniki Krew zniszczy¢ 1 x ujemny (RR)
do wykorzystania Nieotwierana prébka Krew zniszczy¢
krwi na badania Nieotwierana prébka krwi na
weryfikacyjne badania weryfikacyjne

Rycina 5. Algorytm badan przegladowych (testy serologiczne) wykonywanych w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
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Rycina 6. Schemat reakcji metodg reakcji tancuchowej polimerazy. Opracowano na podstawie [46]
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https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion medicine

g
A1 AN

L N Genom wirusa

) S—
l 4_ Drugi primer
N
I

Dwuniciowe DNA

cykl 3

Faza niecykliczna

Faza cykliczna

237



Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 4

Tabela 1. Charakterystyka testow wykorzystywanych do prowadzenia badan RNA HIV w Centrach Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w latach 2005-2022 (dane dotyczgce czutosci na podstawie ulotek do testéw)

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

TMA

Procleix Ultrio DT 45 Tak 2005-2009

Procleix Ultrio Plus 27,6 Tak 2010-2013

Procleix Ultrio Elite 18 Tak 2014-2022

TMA

Procleix Ultrio Plus MP 8 221 Tak 2012-2014

PCR

Ampliscreen HIV MP 24 1469 Nie 2005-2007

R-T PCR

Tagscreen MPX MP 6 294 Tak 2007-2012

Tagscreen MPX v.2.0 302 Tak 2013-2018

MPX 154,2 Tak 2019-2022

TMA

Procleix Ultrio Elite MP 4 72 Tak 2017-2022

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

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

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

Ewolucja strategii badan przegladowych
NAT w Centrach Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa

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

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

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

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

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

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

— badania wykonywano $ciSle wedtug wymogow
producentow testow;
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Radom
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Zielona Géra

Ampliscreen HIV, Roche (MP 24)
Tagscreen MPX, Roche (MP 6)
Tagscreen MPX 2.0 , Roche (MP 6)
enhas MPX  Rache (cohas RR00/MP )

2010

Procleix Ultrio Plus (MP 8)
Procleix Ultrio, Grifols (IDT) I Procleix Ultrio Elite, Grifols (MP 4)
Procleix Ultrio Plus, Grifols (IDT)

I o cloix Ultria Flite Grifals (INT)

Rycina 8. Metody biologii molekularnej wykorzystywane do badan przeglagdowych w krwiodawstwie w Polsce w latach 2005-2022;
CKiK MSWiA — Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa MSWiA, podlegte Ministerstwu Spraw Wewnetrznych i Administracji

(Umanual: 32,3 j.m./ml) (Umanual: 32,3 | Reaktywna
UTigris: 45 | | | | | |
J UPIUS: 27’6 . . . . . .
Wstepnie reaktywna UElite: 18
i j.m./ml)
Wstepnie reaktywna Wstepnie reaktywna
JHIV dHIV
Reaktywna

\/ reaktywna

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

kontroli jakosci EDCNet;
— wszystkie laboratoria byly audytowane regu-
larnie co 2 lata.

— wszystkie laboratoria uczestniczyly w progra-
mie zewnetrznej kontroli jako$ci oraz w pro-
gramie codziennej zewnatrzlaboratoryjnej
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Rycina 10. Schemat postepowania w Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa po otrzymaniu reaktywnego wyniku w badaniu
przegladowym prowadzonym metoda reakcji tancuchowej polimerazy (dane dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testéw)
ID — pojedyncza donacja; dHBV — dyskryminacja HBV; dHCV — dyskryminacja HCV; dHIV dyskryminacja HIV; RNA — kwas
rybonukleinowy; WB — test western blot; MZ — Ministerstwo Zdrowia; WB/INNO Lla — testy typu western blot

Badania weryfikacyjne

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

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

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

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

Ryzyko resztkowe przeniesienia
HIV przez transfuzje i metody jego
ograniczania

Mimo prowadzenia badan przegladowych,
wcigz istnieje ryzyko przeniesienia zakazenia HIV
przez transfuzje krwi 1 jej skladniki (tzw. ryzyko
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Rycina 11. Czuto$¢ analityczna badan technikami NAT w kierunku RNA HIV w polskim krwiodawstwie w latach 2005-2022 (dane
dotyczace czutosci na podstawie ulotek do testow)

Prébka badana (RR)
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Rycina 12. Algorytm postepowania weryfikacyjnego po stwierdzeniu wyniku powtarzalnie reaktywnego HIV-1/2 w badaniach

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

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

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

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

*Brak informacji w ulotce do testow

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

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

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

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

Wydaje sie, ze obecnie obowiazujacy sche-
mat badan przegladowych oraz weryfikacyjnych
jest wystarczajacy, aby zapewni¢ bezpieczenstwo
przetoczen krwi i jej sktadnikéw. Na podstawie
analizy ryzyka resztkowego wydaje sie, ze dalsze
zwiekszanie czulosci testow NAT nie wplynie na
zwiekszenia bezpieczenstwa krwi. Poziom ryzyka
resztkowego jest akceptowalny 1 nie uzasadnia
zwiekszania kosztow badan przegladowych, beda-
cego nastepstwem zwiekszenia ich czuloSci.
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Summary

Ischemic stroke is mainly provoked by atherosclerotic changes in cevebral arteries or throm-
boembolic episodes related to cardiac arrhythmias. Less frequently, especially in the younger
patients stroke may be related to hypercoagulable states. Detection of thrombophilia requires
specialized diagnostic procedures and in some situations change patients’ management. Pre-
sence of thrombophilia may influence decision to close patent foramen ovale in a patient after
ischemic stroke. On the other hand, antiphospholipid syndrome diagnosis influences the choice
of antithrombotic treatment in the secondary prevention of stroke.

Keywords: ischemic stroke; inherited thrombophilia; atiphospholipid syndrome;

patent foramen ovale

Introduction

Congenital thrombophilia is mainly associa-
ted with an increased risk of episodes of venous
thromboembolism [1]. However, arterial thrombo-
sis in the form of ischemic stroke already appears
in the original description of the first family with
congenital thrombophilia — antithrombin deficien-
cy, originally described by Egeberg in 1965 [2].
More commonly, however, arterial thrombosis is
associated with an acquired thrombophilia, such as
antiphospholipid syndrome, in about a third of cases
[3]. In the latter case, for reasons that are not fully
explained, most episodes are ischemic stroke [4].

Stroke is the second most common cause of
death worldwide (nearly 11% of all deaths) and the
most common factor leading to adult disability [5,
6]. The primary cause of stroke is atherosclerosis
of the intracerebral arteries and small arteries
of the brain, often arising as a consequence of
hypertension, and strongly associated with the

J. Transf. Med. 2022; 16: 246-252

presence of classic cardiovascular risk factors
[7]. The second major cause is strokes caused
by embolic episodes due to cardiac arrhythmias
(primarily atrial fibrillation), persistent foramen
ovale (paradoxical embolism), or valvular defects,
and valvular prostheses [7]. However, in about
30% of ischemic strokes, especially in young
people, the cause cannot be established. Such
a stroke is referred to as a cryptogenic stroke [8].
It is therefore worthwhile to determine the role of
congenital and acquired thrombophilia in episodes
of ischemic stroke, especially in younger people,
where the causes of such stroke are not obvious.
This raises the question of whether diagnosis for
such a defect can lead to a favorable change of
patient management.

Congenital thrombophilia

Data on the role of congenital thrombophilia in
adult ischemic stroke patients are divergent. While
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some large observational studies have found no
increased prevalence of thrombophilic defects in
ischemic stroke patients [9], others have pointed
to an increased proportion of patients with factor
V type Leiden gene mutations, or prothrombin
G20210A gene mutations, particularly in youn-
ger people with stroke [10, 11]. Finally, a large
meta-analysis of available studies published four
years ago indicated that the presence of particular
types of congenital thrombophilia is associated
with a slightly increased risk of ischemic stroke in
adults, with the exception of (rare) antithrombin
deficiency [12]. The odds ratio (OR) here was not
high: 1.25 (95% CI: 1.08-1.44); 1.48 (95% CI: 1.22—
-1.80); 2.13 (95% CI: 1.16-3.90); and 2.26 (95%
CI: 1.34-3.80 for factor V Leiden, prothrombin
gene G20210A mutation, protein C deficiency, and
protein S deficiency, respectively.

Although congenital thrombophilia increases
the risk of ischemic stroke to a small extent,
especially in younger people without other sig-
nificant cardiovascular risk factors, the finding of
its presence, neither allows to determine the risk
of recurrent episodes, nor currently changes the
management of patients after stroke [13, 14].

One specific topic within the study of the im-
pact of congenital thrombophilia on the incidence
of ischemic stroke is the problem of patent foramen
ovale (PFO). The defect is the result of the lack of
permanent postnatal closure of the foramen ovale
by the close fusion of the septum primum and sep-
tum secundum of the atrial septum. Such a defect is
observed in about 25% of people [15], and with the
availability of transesophageal echocardiography,
the detection of PFO in ischemic stroke survivors
is not difficult today. The junction between the
right and left atrium predisposes small thrombi to
enter the systemic circulation, which can result in
arterial paradoxical embolism, including ischemic
stroke.

A discussion of the factors determining sur-
gical percutaneous closure of PFO is beyond the
scope of this paper. These include both echocardio-
graphic parameters and clinical factors, as included
in the RoPE score [16]. It should only be noted here
that the procedure, according to recommendations
[17, 18], should be especially considered in a group
of patients with PFO under 60 years of age who
have had a cryptogenic stroke. A newer more pre-
cise term here is: embolic stroke of undetermined
source (ESUS). PFO closure is associated in such
patients with a significant reduction in the relative
risk of recurrent stroke (RR 0.36) compared to con-
servative management (anticoagulant treatment)
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[19]. Such a procedure is particularly indicated for
patients with thrombophilia, as a current systema-
tic review and meta-analysis of available studies
showed them to have a higher risk of stroke recur-
rence (hazard rate HR = 2.41; 95% CI: 1.44-4.06),
compared to patients with PFO and cryptogenic
stroke without accompanying thrombophilia [20].
After PFO closure, the risk of such recurrence was
just below the level of statistical significance (OR =
2.07; 95% CI: 0.95-4.48). In conclusion, the preva-
iling view today is that in patients with a history
of cryptogenic stroke and established persistent
foramen ovale, associated with thrombophilia, the
appropriate management is surgical closure of the
PFO [14, 20, 21].

It should be emphasized that the studies and
systematic review cited above, concerning post
stroke patients with known persistent foramen ova-
le and concomitant thrombophilia, mostly included
cases of congenital and acquired thrombophilia to-
gether. A similar case was with, studies of patients
in whom the decision was made to forgo surgery
and undertake conservative treatment. The drug
groups used include antiplatelet agents, antivitamin
K, and more recently, direct oral anticoagulants
(DOACs). Current pooled studies indicate that no
study has been able to demonstrate superiority in
the selection of any of the aforementioned drug
groups with regard to the effectiveness of ischemic
stroke prevention [21, 22].

Currently, there is a lack of data on the indi-
cations and duration of anticoagulant treatment in
thrombophilic patients undergoing surgical PFO
closure. The general recommendations of the
European Society of Cardiology prescribe dual
antiplatelet therapy for 1-6 months after PFO
closure and single antiplatelet therapy for 5 years
[23]. It seems that, with the exception of patients
with antiphospholipid syndrome (see below),
patients with congenital thrombophilia after PFO
closure are subject to the above general rules of
management.

An important question arises about the indica-
tions for diagnosis of congenital thrombophilia in
patients who have had a stroke and are diagnosed
with PFO. Data from daily practice indicate that in
about two thirds of these patients, no thrombophi-
lia testing is performed [24]. This resonates with
current views in Europe that routine diagnostics for
thrombophilia in patients after a cerebral ischemic
episode in whom the presence of a PFO has been
confirmed is not needed [14, 23]. It is understood
that congenital thrombophilia should be included
in the management plan only if it has already been
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Figure 1. Management of patients after ischemic stroke and diagnosed persistent oval hole (modified from [14])
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previously identified [14]. The data presented abo-
ve, however, indicate that such a diagnosis should
nevertheless be indicated, both for congenital
thrombophilia and especially for the co-occurrence
of antiphospholipid syndrome (see below). This is
because the finding of thrombophilia can influence
both the decision to surgically close a PFO and the
choice of anticoagulant treatment.

The principles of management of post stroke
patients with persistent foramen ovale are shown
in Figure 1.

Antiphospholipid syndrome

Antiphospholipid syndrome is characterized
by the coexistence of antiphospholipid antibodies
(aPL) in the blood of the patient with clinical
manifestations, mainly in the form of venous
thrombosis, arterial thrombosis, and thrombosis
of small vessels, and in women also obstetric
complications. New classification criteria for an-
tiphospholipid syndrome, published in 2023 [25],
allow us to classify a patient as APS if we confirm
the persistent presence of antiphospholipid antibo-
dies in moderate, or high titers, along with a range
of clinical manifestations, among which arterial

thrombosis is mentioned. Laboratory classification
criteria include the presence of lupus anticoagulant
(LA), measured by coagulometric methods, and/or
anticardiolipin antibodies (aCL) and/or antibodies
directed against beta2 glycoprotein I (ap, GPI)
in the IgG and IgM classes. Arterial thrombosis
as a clinical criterion must meet the condition
of excluding other equally or more likely causes
of its occurrence. The reader will find a broader
discussion of these issues at “New classification
criteria for antiphospholipid syndrome — 2023”
Journal of Transfusion Medicine 2023, vol. 16, no. 3,
103-109 (https://journals.viamedica.pl/journal_of
transfusion_medicine/article/view/97795).

Signs of central nervous system ischemia as-
sociated with antiphospholipid syndrome include
ischemic stroke, episodes of transient cerebral
ischemia (TIA, transient ischaemic attack), and
hyperintense white matter foci of presumed ische-
mic etiology found on imaging studies (MRI) [26].
A current systematic review of available studies
indicates that among people under the age of
50 who have had an ischemic stroke, or TIA, an-
tiphospholipid antibodies are found in about 17%
of cases [27].

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



As with most of the clinical manifestations of
APS, it is difficult to establish a strict, specific re-
lationship between single types of antiphospholipid
antibodies and stroke [28]. The strongest associa-
tion with all thrombotic complications here is the
presence of lupus anticoagulant. To determine the
risk of thrombotic complications, we now rather use
the so called antibody profile. A high risk profile,
both for the occurrence of a thrombotic episode
(including stroke) and its recurrence, is associated
with the persistent presence of all three types of
antibodies (triple positivity) [29, 30]. The same was
true for a high risk profile carried by the presence
of two types of antibodies, including lupus antico-
agulant and aCL, or a3, GPI, especially in the IgG
class and at high titers. In contrast, low thrombotic
risk is associated with the transient presence of
single aPL at low/moderate titers [31]. There are
indications that thrombotic risk may also increase
in patients with APS and the co-occurring clinical
criterion of moderate thrombocytopenia [32].

Since stroke occurs most often in the context
of arteriosclerosis in the elderly, the question
arises in whom we should carry out diagnostic te-
sting for antiphospholipid syndrome. Such testing
is particularly indicated in cases of cryptogenic
stroke, and in younger people; some recommenda-
tions here suggest an age limit of < 50 years [33].
A contemporary survey indicates that any age limit
for the diagnosis of antiphospholipid syndrome in
stroke patients is used by only about 30% of in-
vestigators [26]. This is because antiphospholipid
syndrome may also occur in the elderly [34]. Here,
however, the diagnostic approach would have to
be individualized due to the frequent coexistence
of many other classic cardiovascular risk factors.
The pathogenetic role of detected antiphospholipid
antibodies may be questionable here, and their
presence incidental. Conversely, the finding of
aPL with a high risk profile in an elderly person
not burdened with classical risk factors will argue
more strongly for such a role.

To date, the optimal time after stroke for aPL
laboratory testing has not been determined. The
effect of anticoagulants or acute phase proteins
on the results of lupus anticoagulant testing of
lupus anticoagulant determinations [33] dictates
that determinations should be delayed beyond the
acute phase of stroke. However, the tests should
be performed as soon as possible, as the results
may influence a fundamental change in treatment.

In the treatment of antiphospholipid syndrome
after ischemic stroke, first of all, all classic cardiova-
scular risk factors should be identified and any mo-
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difiable factors should be vigorously combated [31].
Secondary thromboprophylaxis is based on indefi-
nite administration of vitamin K antagonists (VKA)
preparations with maintenance of an INR between
2.0 and 3.0 [31]. In case of ineffectiveness, it is
recommended to either increase the intensity of
anticoagulation with VKA to an INR of 3.0+4.0,
or to administer VKA in doses that maintain the
INR between 2.0+3.0 and add acetylsalicylic
acid (ASA) in low doses 75-100 mg [31]. At this
point, it should be noted that in the case of other
episodes associated with ischemia of the central
nervous system (TIA, probably vascularized white
matter lesions), the management in daily practice
includes the administration of acetylsalicylic acid
in low doses, the use of dual antiplatelet therapy
(ASA + clopidogrel), or the administration of other
antiplatelet drugs.

The introduction of direct oral anticoagu-
lants (DOAC) for treatment and prophylaxis of
APS patients has created a potentially attracti-
ve alternative to the cumbersome use of VKA
in the treatment of APS patients. In 2018, the
first study comparing treatment with rivaroxaban
20 mg daily with warfarin (INR 2.0-3.0) in pa-
tients with triple positive APS was published [35].
It showed a lower efficacy of rivaroxaban, mani-
fested by a higher rate of arterial thrombotic epi-
sodes. International recommendations, published
just a year later, included the recommendation
that DOACs should not be used in patients with
arterial thrombosis burdened by antiphospholipid
antibodies with a high risk profile [31, 36]. Howe-
ver, they were allowed to be used in patients with
venous thrombosis, and in patients without high
risk profile aPL. Nevertheless, two meta analyses
have now been published, including further clinical
studies of the effects of DOACs compared to VKA
in APS patients, including patients after episodes
of venous thromboembolism, and patients with aPL
with a lower risk profile, including the presence
of dual antibody types (double positivity) [37, 38].
Included in the analysis were studies conducted in
the US, UK, Spain, and, as mentioned, Italy. They
included a total of 472 subjects. Three studies
used rivaroxaban, and one used apixaban. The
analysis indicated that the use of DOACs com-
pared to warfarin increases the risk of recurrent
arterial thrombosis by about 3-5 times, with no
effect on the risk of recurrent venous thrombosis.
Among the increased episodes of arterial throm-
bosis, ischemic stroke predominated. Its risk of
recurrence increased (10 to 13 times) with DOAC
use compared to warfarin [37, 38]. These findings
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Table 1. Diagnosis and management of APS in patients after ischemic stroke

Indications for APS diagnosis in patients after ischemic stroke

* Patients after ischemic stroke/transient cerebral ischemic episode < 50 years of age
e Patients after cryptogenic stroke/fembolic stroke of unknown source (ESUS")

* Post ischemic stroke patients with associated systemic autoimmune disease (mainly systemic lupus erythematosus)

* Patients after ischemic stroke who have had prior venous thrombosis

* Women after ischemic stroke with prior complications of pregnancy

Recommended diagnostic tests

* Lupus anticoagulant coagulometric methods, three step procedure

e aCL, IgG and/or IgM classes; by ELISA method?
* ap2 GPI of IgG and/or IgM class; ELISA method?

Treatment of APS in post stroke patients

* Vitamin K antagonists (INR 2.0+3.0), or

* Vitamin K antagonists (INR 2.0+3.0) + acetylsalicylic acid at low doses (75-100), or

* Vitamin K antagonists (INR 3.0+4.0)

¢ Elimination/treatment of classic modifiable cardiovascular risk factors

TESUS — embolic stroke of undetermined source

2ELISA an immunoenzymatic method is recommended for determining moderate/high levels of antiphospholipid antibodies (aPL). Automated platforms can
also be used to determine aPL, but for which there are no defined levels of moderate/high levels of aPL

should lead to changes in recommendations for
secondary thromboprophylaxis in patients with
the thrombotic form of antiphospholipid syndrome
[39]. Warfarin should be used not only in patients
with aPL with a high risk profile and a history
of arterial thrombosis, but also in patients after
a history of venous thrombosis and those who
are potentially at lower thrombotic risk (presence
of two types of aPL, or only persistent presence
of one type of antibody at higher titers) [40].
Because of the important implications of the diag-
nosis of antiphospholipid syndrome for the mode
of thromboprophylaxis in people with ischemic
stroke, the diagnosis of APS must be made on
the basis of strict criteria [26], as confirmation of
APS diagnosis influences strongly antithrombotic
prophylaxis. Vitamin K antagonists should be pro-
bably instituted as soon as the first positive aPL
determination indicating increased thrombotic risk
becomes available, even before confirmation of
persistent aPL positivity after next 3 months [27].
Diagnosis and management of APS in patients after
ischemic stroke are presented in Table 1.

Conflict of interest: none declared

References

1. Zawilska K. Trombofilia wrodzona. W: Zakrzepy i zatory, pod
red. Windyga J, Pasierski T, Torbicki A. PZWL, Warszawa 2014:
53-68.

10.

11.

Egeberg O. Thrombophilia caused by inheritable deficiency
of blood antithrombin. Scand J Clin Lab Invest. 1965; 17: 92,
doi: 10.3109/00365516509077290, indexed in Pubmed: 14260761.
Musiat ]J. Zespdl antyfosfolipidowy. W: Zakrzepy i zatory, pod
red. Windyga J, Pasierski T, Torbicki A. PZWL, Warszawa 2014:
69-84.

Cervera R, Piette ], Font ], et al. Antiphospholipid syndrome:
clinical and immunologic manifestations and patterns of disease
expression in a cohort of 1,000 patients. Arthritis & Rheuma-
tism. 2002; 46(4): 1019-1027, doi: 10.1002/art.10187, indexed in
Pubmed: 11953980.

World Health Organization. The top 10 causes of death. https:/
www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-
-of-death.

Adamson ], Beswick A, Ebrahim S. Is stroke the most com-
mon cause of disability? ] Stroke Cerebrovasc Dis. 2004; 13(4):
171-177, doi: 10.1016/j.jstrokecerebrovasdis.2004.06.003, inde-
xed in Pubmed: 17903971.

Niewada M, Czlonkowska A. Zakrzepy i zatory tetnic mozgo-
wych. W: Zakrzepy i zatory, pod red. Windyga J, Pasierski T,
Torbicki A. PZWL, Warszawa 2014: 347-369.

Yaghi S, Bernstein R, Passman R, et al. Cryptogenic Stroke.
Circul Res. 2017; 120(3): 527-540, doi: 10.1161/circresa-
ha.116.308447, indexed in Pubmed: 28154102.

Ridker PM, Hennekens CH, Lindpaintner K, et al. Mutation in
the gene coding for coagulation factor V and the risk of myocar-
dial infarction, stroke, and venous thrombosis in apparently he-
althy men. N Engl ] Med. 1995; 332(14): 912-917, doi: 10.1056/
NEJM199504063321403, indexed in Pubmed: 7877648.
Hamedani AG, Cole JW, Mitchell BD, et al. Meta-analysis of
factor V Leiden and ischemic stroke in young adults: the impor-
tance of case ascertainment. Stroke. 2010; 41(8): 1599-1603,
doi: 10.1161/STROKEAHA.110.581256, indexed in Pubmed:
20616326.

Jiang B, Ryan KA, Hamedani A, et al. Prothrombin G20210A
mutation is associated with young-onset stroke: the genetics of

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



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

early-onset stroke study and meta-analysis. Stroke. 2014; 45(4):
961-967, doi: 10.1161/STROKEAHA.113.004063, indexed in
Pubmed: 24619398.

Chiasakul T, De Jesus E, Tong ], et al. Inherited thrombophilia
and the risk of arterial ischemic stroke: a systematic review
and meta-analysis. ] Am Heart Assoc. 2019; 8(19): e012877,
doi: 10.1161/JAHA.119.012877, indexed in Pubmed: 31549567.
Majmundar S, Thapa S, Miller ES, et al. Low value of inherited
thrombophilia testing among patients with stroke or transient
ischemic attack: A three-year retrospective study. ] Stroke Cere-
brovasc Dis. 2023; 32(10): 107308, doi: 10.1016/j.jstrokecerebro-
vasdis.2023.107308, indexed in Pubmed: 37633204.

Swan D, Connors JM, Thachil J. Dilemmas in hematology: con-
sults in patients with arterial thrombosis. ] Thromb Haemost.
2023; 21(3): 421-432, doi: 10.1016/}.jtha.2023.01.002, indexed in
Pubmed: 36696207.

Hagen PT, Scholz DG, Edwards WD. Incidence and size of
patent foramen ovale during the first 10 decades of life: an
autopsy study of 965 normal hearts. Mayo Clin Proc. 1984;
59(1): 17-20, doi: 10.1016/s0025-6196(12)60336-x, indexed in
Pubmed: 6694427.

Thaler DE, Di Angelantonio E, Di Tullio MR, et al. The
risk of paradoxical embolism (RoPE) study: initial descrip-
tion of the completed database. Int J Stroke. 2013; 8(8):
612-619, doi: 10.1111/j.1747-4949.2012.00843.%, indexed in
Pubmed: 22883936.

Messé S, Gronseth G, Kent D, et al. Practice advisory upda-
te summary: Patent foramen ovale and secondary stroke pre-
vention. Neurology. 2020; 94(20): 876-885, doi: 10.1212/
wnl.0000000000009443, indexed in Pubmed: 32350058.
Kavinsky C, Szerlip M, Goldsweig A, et al. SCAI Guidelines for
the management of patent foramen ovale. Journal of the Society
for Cardiovascular Angiography & Interventions. 2022; 1(4):
100039, doi: 10.1016/j.jscai.2022.100039.

Turc G, Calvet D, Guérin P, et al. CLOSE investigators. clo-
sure, anticoagulation, or antiplatelet therapy for cryptogenic
stroke with patent foramen ovale: systematic review of rando-
mized trials, sequential meta-analysis, and new insights from
the CLOSE study. ] Am Heart Assoc. 2018; 7(12), doi: 10.1161/
JAHA.117.008356, indexed in Pubmed: 29910193.

Hviid CVB, Simonsen CZ, Hvas AM. Recurrence risk in patients
with cryptogenic stroke, patent foramen ovale, and thrombophi-
lia: a systematic review and meta-analysis. Thromb Haemost.
2019; 119(11): 1839-1848, doi: 10.1055/s-0039-1693739, indexed
in Pubmed: 31378004.

Farjat-Pasos JI, Nuche J, Mesnier ], et al. Transcatheter patent
foramen ovale closure in stroke patients with thrombophilia: cur-
rent status and future perspectives. J Stroke. 2022; 24(3): 335—
344, doi: 10.5853/j0s.2022.01697, indexed in Pubmed: 36221936.
Geisler T, Keller T, Martus P, et al. Apixaban versus aspirin for
embolic stroke of undetermined source. NEJM Evid. 2023; 3(1),
doi: 10.1056/evidoa2300235.

Pristipino C, Sievert H, D’Ascenzo F et al. European position
paper on the management of patients with patent foramen ovale.
General approach and left circulation thromboembolism. Eur
Heart J. 2018; 40(38): 3182-3195, doi: 10.1093/eurheartj/ehy649,
indexed in Pubmed: 30358849.

Debski M, Abdelrahman A, Alshehri H, et al. Contemporary
management of patent foramen ovale: a multinational survey on
cardiologists’ perspective. J Interv Cardiol. 2021; 2021: 6955791,
doi: 10.1155/2021/6955791, indexed in Pubmed: 34602869.

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion medicine

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

Jacek Musiat et al., Thrombophilia and ischemic stroke

Barbhaiya M, Zuily S, Naden R, et al. 2023 ACR/EULAR antip-
hospholipid syndrome classification criteria. Ann Rheum Dis.
2023; 82(10): 1258-1270, doi: 10.1136/ard-2023-224609, indexed
in Pubmed: 37640450.

Cohen H, Werring D, Chandratheva A, et al. Survey on antip-
hospholipid syndrome diagnosis and antithrombotic treatment
in patients with ischemic stroke, other brain ischemic injury, or
arterial thromboembolism in other sites: communication from
ISTH SSC subcommittee on lupus anticoagulant/antiphospho-
lipid antibodies. J Thromb Haemost. 2023; 21(10): 2963-2976,
doi: 10.1016/j.jtha.2023.06.020, indexed in Pubmed: 37391096.
Sciascia S, Sanna G, Khamashta MA, et al. APS Action. The
estimated frequency of antiphospholipid antibodies in yo-
ung adults with cerebrovascular events: a systematic review.
Ann Rheum Dis. 2015; 74(11): 2028-2033, doi: 10.1136/annr-
heumdis-2014-205663, indexed in Pubmed: 24942381.

Mittal P, Quattrocchi G, Tohidi-Esfahani I, et al. Antiphospholipid
syndrome, antiphospholipid antibodies, and stroke. Int J Stroke.
2023; 18(4): 383-391, doi: 10.1177/17474930221150349, indexed
in Pubmed: 36571450.

Pengo V, Ruffatti A, Legnani C, et al. Incidence of a first throm-
boembolic event in asymptomatic carriers of high-risk antiphosp-
holipid antibody profile: a multicenter prospective study. Blood.
2011; 118(17): 4714-4718, doi: 10.1182/blood-2011-03-340232,
indexed in Pubmed: 21765019.

Pengo V, Ruffatti A, Legnani C, et al. Clinical course of high-
-risk patients diagnosed with antiphospholipid syndrome.
J Thromb Haemost. 2010; 8(2): 237-242, doi: 10.1111/;.1538-
-7836.2009.03674.x, indexed in Pubmed: 19874470.

Tektonidou MG, Andreoli L, Limper M, et al. EULAR recom-
mendations for the management of antiphospholipid syndrome in
adults. Ann Rheum Dis. 2019; 78(10): 1296-1304, doi: 10.1136/
annrheumdis-2019-215213, indexed in Pubmed: 31092409.
Vreede AP, Bockenstedt PL, McCune W], et al. Cryptic con-
spirators: a conversation about thrombocytopenia and antip-
hospholipid syndrome. Curr Opin Rheumatol. 2019; 31(3):
231-240, doi: 10.1097/BOR.0000000000000595, indexed in
Pubmed: 30747734.

Devreese KM], de Groot PG, de Laat B, et al. Guidance from
the Scientific and Standardization Committee for lupus antico-
agulant/antiphospholipid antibodies of the International Society
on Thrombosis and Haemostasis: Update of the guidelines for
lupus anticoagulant detection and interpretation. ] Thromb Hae-
most. 2020; 18(11): 2828-2839, doi: 10.1111/jth.15047, indexed
in Pubmed: 33462974.

Zuily S, Clerc-Urmes I, Bauman C, et al. APS ACTION Investi-
gators. Cluster analysis for the identification of clinical pheno-
types among antiphospholipid antibody-positive patients from
the APS ACTION Registry. Lupus. 2020; 29(11): 1353-1363,
doi: 10.1177/0961203320940776, indexed in Pubmed: 32703117.
Pengo V, Denas G, Zoppellaro G, et al. Rivaroxaban vs warfarin
in high-risk patients with antiphospholipid syndrome. Blood.
2018; 132(13): 1365-1371, doi: 10.1182/blood-2018-04-848333,
indexed in Pubmed: 30002145.

Zuily S, Cohen H, Isenberg D, et al. Use of direct oral anticoagu-
lants in patients with thrombotic antiphospholipid syndrome: Gu-
idance from the Scientific and Standardization Committee of the
International Society on Thrombosis and Haemostasis. ] Thromb
Haemost. 2020; 18(9): 2126-2137, doi: 10.1111/jth.14935, inde-
xed in Pubmed: 32881337.

251



Journal of Transfusion Medicine 2023, vol. 16, no. 4

37.

38.

252

Giarretta I, Ageno W, Dentali E Lack of efficacy of direct
oral anticoagulants compared to warfarin in antiphospho-
lipid antibody syndrome. Haematologica. 2022; 107(11):
2737-2741, doi: 10.3324/haematol.2022.281586, indexed in
Pubmed: 35861020.

Khairani CD, Bejjani A, Piazza G, et al. Direct oral anticoagulants
vs vitamin K antagonists in patients with antiphospholipid syn-

dromes: Meta-analysis of randomized trials. ] Am Coll Cardiol.

39.

40.

2023; 81(1): 16-30, doi: 10.1016/j.jacc.2022.10.008, indexed in
Pubmed: 36328154.

Crowther MA, Jones AE, Witt DM. Warfarin is the preferred the-
rapy for patients with thrombotic APS: back to the future. ] Am
Coll Cardiol. 2023; 81(1): 31-33, doi: 10.1016/j.jacc.2022.10.015,
indexed in Pubmed: 36328156.

Hart R, Catanese L, Perera K, et al. Embolic stroke of unde-
termined source. Stroke. 2017; 48(4): 867-872, doi: 10.1161/
strokeaha.116.016414, indexed in Pubmed: 28265016.

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



vl

VIA MEDICA

ARTYKUt. POGLADOWY

Journal of Transfusion Medicine
2023, tom 16, nr 4, 253-259
DOI: 10.5603/jtm.98789
Copyright © 2023 Via Medica
ISSN 1689-6017

e-ISSN 2080-1505

Trombofilia a niedokrwienny udar mézgu

Jacek Musiat

IT Katedra Choréb Wewnetrznych im. Prof. Andrzeja Szczeklika, Uniwersytet Jagiellonski,

Collegium Medicum, Krakow

Artykut jest ttumaczeniem pracy:

Musiat J. Thrombophilia and ischemic stroke. J Transf Med 2023; 16 (4): 246-252. DOI: 10.5603/jtm.99302.

Nalezy cytowad wersje pierwotna.

Streszczenie

Niedokrwienny udar mozgu najczesciej jest spowodowany zmianami miazdzycowymi w do-
mozgowych naczyniach tetniczych lub zatorowoscig w przebiegu zaburzen rytmu sevca. W rzad-
szych przypadkach, szczegolnie u ludzi mlodych, moze jednak wiqgzac si¢ ze stanami nad-
krzepliwosci krwi. Wykrycie wspolistnienia trombofilii wymaga specjalistycznej diagnostyki
1 w pewnych przypadkach wplywa zasadniczo na postepowanie z chorym. Wykrycie trombofilii
moze wplywac na decyzje o zabiegowym zamknigciu przetrwalego otworu owalnego u chorych
Do przebytym udarze niedokrwiennym mozgu, natomiast wykrycie zespotu antyfosfolipidowego
wplywa istotnie na wybor leczenia przeciwzakrzepowego w ramach wtornej prewencji udaru.

Stowa kluczowe: niedokrwienny udar mézgu; wrodzona trombofilia;
zespot antyfosfolipidowy; przetrwaty otwor owalny

Wstep

Trombofilia wrodzona wigze sie giownie ze
zwiekszonym ryzykiem wystapienia epizodow
zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej [1]. Obraz
zakrzepicy tetniczej pod postacig niedokrwiennego
udaru mo6zgu pojawia sie juz jednak w oryginalnym
opisie pierwszej rodziny z wrodzong trombofilig —
niedoborem antytrombiny, opisanym oryginalnie
przez Egeberga w 1965 roku [2]. CzeSciej jednak,
bo w okolo 1/3 przypadkow zakrzepica tetnicza
wikla przebieg nabytej trombofilii, jaka jest zespol
antyfosfolipidowy [3]. W tym ostatnim przypadku
z nie do konca wyjasnionych przyczyn wiekszo$é
epizodow stanowi niedokrwienny udar mozgu [4].

Udar mozgu jest drugg najczestsza przyczyna
zgonu na Swiecie (prawie 11% wszystkich zgonow)

J. Transf. Med. 2023; 16: 253-259

1 najczestszym czynnikiem wiodacym do niepel-
nosprawnos$ci osob dorostych [5, 6]. Podstawowa
przyczyna udarow mozgu jest miazdzyca tetnic
domoézgowych oraz matych tetnic mozgu, powsta-
jaca czesto w nastepstwie nadci$nienia tetniczego
oraz silnie zwigzana z obecno$cia klasycznych
czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego [7].
Druga istotng przyczyng sa udary mozgu wywolane
epizodami zatorowymi na skutek zaburzen rytmu
serca (przede wszystkim migotanie przedsionkow),
przetrwalego otworu owalnego (zator paradoksal-
ny), wad zastawkowych oraz protez zastawkowych
[7]. Jednak w okoto 30% przypadkow udarow
niedokrwiennych szczegoélnie u ludzi mtodych nie
udaje sie wykry¢ przyczyny. Taki udar okreslamy
mianem udaru kryptogennego [8]. Warto zatem
okresli¢ role trombofilii wrodzonej i nabytej w epi-
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zodach niedokrwiennego udaru mozgu, szczeg6lnie
u ludzi miodszych, gdzie przyczyny takiego udaru
nie sa oczywiste. Wigze sie z tym pytanie, czy
diagnostyka w kierunku takiego defektu moze pro-
wadzi¢ do korzystnej dla chorego zmiany sposobu
postepowania?

Trombofilia wrodzona

Dane dotyczace roli trombofilii wrodzone;j
u dorostych chorych z niedokrwiennym udarem
mozgu sa rozhiezne. Podczas gdy w niektorych
duzych badaniach obserwacyjnych nie stwierdzano
zwiekszonej czestoSci defektow trombofilicznych
u chorych z niedokrwiennym udarem mozgu [9],
w innych wskazywano na zwiekszony udzial cho-
rych z mutacja genu czynnika V typu Leiden, czy
mutacja genu protrombiny G20210A, szczegdlnie
u mlodszych osob z udarem [10, 11]. Ostatecznie
w opublikowanej 4 lata temu duzej metaanalizie
dostepnych badan wskazano, ze obecnoS¢ po-
szczegolnych typow wrodzonej trombofilii wigze
sie z nieco zwiekszonym ryzykiem niedokrwien-
nego udaru mo6zgu u osob dorostych, za wyjatkiem
(rzadko wystepujacego) niedoboru antytrombiny
[12]. Tloraz szans (odds ratio) nie byt tu wysoki
1 wynosil dla czynnika V Leiden — 1,25 (95% CI:
1,08-1,44), dla mutacji G20210A genu protrombiny
— 1,48 (95% CI: 1,22-1,80), dla niedoboru biatka
C —2,13 (95% CI: 1,16-3,90) oraz dla niedoboru
biatka S — 2,26 (95% CI: 1,34-3,80).

Jakkolwiek wrodzona trombofilia zwieksza
w niewielkim stopniu ryzyko wystgpienia nie-
dokrwiennego udaru mozgu, szczego6lnie u ludzi
mlodszych, bez innych istotnych czynnikow ryzyka
sercowo-naczyniowego, to jednak stwierdzenie jej
obecnosci nie pozwala ani na okreslenie ryzyka na-
wrotu epizodu, ani nie wplywa aktualnie na zmiane
postepowania u chorych po udarze moézgu [13, 14].

Pewnym szczeg6élowym tematem w ramach
badan nad wplywem trombofilii wrodzonej na wy-
stepowanie niedokrwiennego udaru mozgu jest
problem przetrwatego otworu owalnego (PFO,
patent foramen ovale). Wada jest efektem braku
trwalego poporodowego zamkniecia otworu owal-
nego poprzez Scisle polaczenie sie septum primum
1 septum secundum przegrody miedzyprzedsion-
kowej. Taki defekt wystepuje u okoto 25% ludzi
[15], a przy rozpowszechnieniu przezprzelykowego
badania echokardiograficznego wykrywanie PFO
u 0s6b po przebytym niedokrwiennym udarze
mozgu nie przysparza obecnie trudnos$ci. Polacznie
pomiedzy prawym, a lewym przedsionkiem uspo-
sabia do przedostawania sie drobnych zakrzepow

do krazenia systemowego, czego nastepstwem
moga by¢ tetnicze zatory paradoksalne, w tym
niedokrwienny udar mozgu.

Dyskusja o czynnikach decydujacych o zabie-
gowym, przezskornym zamknieciu PFO wykracza
poza ramy niniejszego opracowania. Naleza do
nich zar6wno parametry echokardiograficzne, jak
1 czynniki kliniczne, ujete we wskazniku RoPE
(risk of paradoxical embolism) [16]. Nalezy tu tylko
zaznaczyc¢, iz zabieg zgodnie z zaleceniami [17, 18]
nalezy szczegdblnie rozwazy¢ w grupie chorych
z PFO ponizej 60. roku zycia, u ktorych wystapit
kryptogenny udar mozgu. Nowszym bardziej pre-
cyzyjnym okre§leniem jest udar wywotany zatorem
o nieokre§lonym zrodle (ESUS, embolic stroke of
undetermined source). Zamkniecie PFO wiaze sie
u takich chorych z istotng redukcja wzglednego
ryzyka nawrotu udaru (RR 0,36) w stosunku do
postepowania zachowawczego (leczenie przeciw-
zakrzepowe) [19]. Zabieg taki jest szczegdlnie
wskazany u 0s6b z trombofilig, poniewaz aktualny
przeglad systematyczny i metaanaliza dostepnych
badan wykazaly u nich wieksze ryzyko nawrotu
udaru [ryzyko hazardu (HR, hazard rate) — HR
= 2,41; 95% CI: 1,44-4,06), w porownaniu z cho-
rymi z PFO 1 kryptogennym udarem mozgu, bez
towarzyszacej trombofilii [20]. Po zamknieciu PFO
ryzyko takiego nawrotu znalazlo sie tuz ponizej
poziomu istotnoSci statystycznej (OR = 2,07; 95%
CI: 0,95-4,48). Podsumowujac, dominuje obecnie
poglad, iz u chorych po przebytym kryptogennym
udarze mozgu i stwierdzonym przetrwalym otwo-
rem owalnym, obarczonych trombofilig, wiaSciwym
postepowaniem jest zabiegowe zamkniecie PFO
[14, 20, 21].

Nalezy podkresli¢, iz przytaczane powyzej ba-
dania i przeglad systematyczny, dotyczace chorych
po udarze moézgu ze stwierdzonym przetrwatym
otworem owalnym i towarzyszaca trombofilig,
obejmowaly najczeSciej tacznie przypadki trom-
bofilii wrodzonej i nabytej. Podobnie przedstawiajg
sie badania dotyczace chorych, u ktorych podjeto
decyzje o odstgpieniu od zabiegu 1 podjeciu leczenia
zachowawczego. Stosowane grupy lekow obejmuja:
lekow przeciwplytkowe, antywitaminy K, a ostatnio
takze doustne bezpoSrednie inhibitory krzepniecia
(DOAC, direct oral anticoagulants). Aktualne zbior-
cze opracowania wskazuja, iz w zadnym z badan nie
udalo sie wykazac wyzszosci w doborze jakiejkol-
wiek z wymienionych grup lekow w odniesieniu
do skuteczno$ci zapobiegania niedokrwiennemu
udarowi mozgu [21, 22].

Obecnie brakuje danych co do wskazan i czasu
trwania leczenia przeciwzakrzepowego u chorych
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Rycina 1. Postepowanie u chorych po niedokrwiennym udarze mézgu i rozpoznanym przetrwatym otworze owal-

nym (zmodyfikowano za: [14])

| Przetrwaty otwor owalny u chorego z niedokrwiennym udarem mézgu |

!

Wyklucz inne przyczyny udaru |

|

!

Zamkniecie przetrwatego otworu owalnego (korzystne)

Zamkniecie przetrwatego otworu owalnego
(mniej korzystne)

Zespot antyfosfolipidowy

Wiek < 60 lat

Cechy echokardiograficzne*
Wskaznik RoPE! = 7

Zawat korowy

Brak czynnika ryzyka
sercowo-naczyniowego

Trombofilia wrodzona lub zylna cho-
roba zakrzepowo-zatorowa

Wiek > 60 lat

Cechy echokardiograficzne*
Wskaznik RoPE" < 7

Zawat lakunarny

Obecne czynniki ryzyka
sercowo-naczyniowego

Brak trombofilii lub zylna choroba zakrzepo-
wo-zatorowa

!

|

Leczenie przeciwzakrzepowe
Antywitaminy K
(INR 2,0+3,0)

Leczenie przeciwzakrzepowe
Leki przeciwptytkowe

chyba, ze odrebnie wskazane
doustne antykoagulanty?

*stopien przecieku, ilo$¢ mikropecherzykéw powietrza po wstrzyknieciu wstrzasnietego roztworu soli fizjologicznej, obecnos¢ tetniaka przegrody miedzyprzed-

sionkowej

Twskaznik uwzgledniajacy obecnoé¢/nieobecnosé czynnikéw klinicznych wptywajacych na ryzyko udaru mézgu w PFO: nadcisnienie tetnicze, cukrzyca, udar lub

przejsciowe niedokrwienie mézgu, palenie tytoniu

2antywitaminy K lub doustne bezposrednie inhibitory krzepniecia (DOAC, direct oral anticoagulants)

wskaznik RoPE — (risk of paradoxical embolism); INR (international normalized ratio) — znormalizowany czas protrombinowy

z trombofilig, poddanych zabiegowemu zamknieciu
PFO. Ogolne zalecenia European Society od Cardio-
logy nakazuja podwojne leczenie przeciwplytkowe
przez okres 1-6 miesiecy po zamknieciu PFO
1 pojedyncza terapie przeciwplytkowa przez okres
5 lat [23]. Wydaje sie, iz za wyjatkiem chorych
z zespolem antyfosfolipidowym, chorych z wro-
dzong trombofilig po zamknieciu PFO obowigzuja
powyzsze ogblne zasady postepowania.

Pojawia sie istotne pytanie o wskazania do
diagnostyki w kierunku wrodzonej trombofilii
u chorych, ktorzy przebyli udar i u ktérych wy-
kryto obecno$¢ PFO. Dane z codziennej praktyki
wskazuja, iz u okoto 2/3 tych chorych nie wyko-
nuje sie diagnostyki w kierunku trombofilii [24].
Wspoibrzmia z tym obecne w Europie poglady,
iz rutynowa diagnostyka w kierunku trombofilii
u chorych po przebytym niedokrwiennym epizo-
dzie mézgowym, u ktorych potwierdzono obecnos$c
PFO, nie jest potrzebna [14, 23]. Przyjmuje sie, iz
trombofilie wrodzong nalezy uwzgledniaé¢ w planie

postepowania, jedynie jesli zostala juz ona uprzed-
nio stwierdzona [14]. Przedstawione powyzej dane
wskazujg jednak, iz taka diagnostyka powinna by¢
jednak wskazana zaro6wno w odniesieniu do trom-
bofilii wrodzonej, jak i przede wszystkim pod katem
wspolwystepowania zespotu antyfosfolipidowego.
Stwierdzenie trombofilii moze wplywac na decyzje
o zabiegowym zamknieciu PFO, a takze na wyhor
leczenia przeciwzakrzepowego.

Zasady postepowania u chorych po przebytym
udarze mozgu i z przetrwalym otworem owalnym
przedstawiono na rycinie 1.

Zespot antyfosfolipidowy

Zespol antyfosfolipidowy (APS, antiphospho-
lipid syndrome) charakteryzuje sie wspolwystepo-
waniem obecnoSci przeciwcial antyfosfolipidowych
(aPL, antiphospholipid antibodies) we krwi chorego
z objawami klinicznymi, gléwnie pod postacia za-
krzepicy zylnej, tetniczej oraz zakrzepicy drobnych
naczyn, a u kobiet takze powiklan potozniczych.
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Opublikowane w 2023 roku nowe kryteria klasyfi-
kacyjne APS [25] pozwalaja zakwalifikowac chorego
do grupy APS, jesli zostanie potwierdzona u niego
trwalta obecno§¢ przeciwcial antyfosfolipidowych
w umiarkowanych lub wysokich mianach wraz
z wieloma objawami klinicznymi, spo$rod ktorych
wymienia sie zakrzepice tetnicza. Laboratoryjne
kryteria klasyfikacyjne obejmuja obecno$¢ antyko-
agulantu tocznia (LA, lupus anticoagulant), mierzo-
nego metodami koagulometrycznymi i/lub przeciw-
cial antykardiolipinowych (aCL, anticardiolipin an-
tibodies) i/lub przeciwcial skierowanych przeciwko
beta2-glikoproteinie I (aB,-GPI) w klasach IgG oraz
IgM. Zakrzepica tetnicza jako kryterium kliniczne
musi speinia¢ warunek wykluczenia innych row-
nie lub bardziej prawdopodobnych przyczyny jej
wystapienia. Szersze omowienie tych zagadnien
znajdzie Czytelnik w artykule , Nowe kryteria kla-
syfikacyjne zespotu antyfosfolipidowego — 2023”,
opublikowanego w Journal of Transfusion Medicine
2023, tom 16, nr 3, 110-116 (https://journals.via-
medica.pl/journal_of transfusion_medicine/article/
view/97598).

Objawy niedokrwienia centralnego systemu
nerwowego wigzane z zespolem antyfosfolipido-
wym obejmuja: niedokrwienny udar mozgu, epi-
zody przejSciowego niedokrwienia mozgu (TIA,
transient ischaemic attack), a takze stwierdzane
w badaniach obrazowych (rezonans magnetyczny)
hiperintensywne ogniska istoty bialej o przypusz-
czalnej etiologii niedokrwiennej [26]. Biezacy prze-
glad systematyczny dostepnych badan wskazuje, iz
wsrod osob ponizej 50. roku zycia, ktore przebyly
niedokrwienny udar moézgu lub TIA, przeciwciala
antyfosfolipidowe stwierdza sie w okolo 17% przy-
padkow [27].

Tak jak w przypadku wiekszo$ci objawow
klinicznych APS, trudno ustali¢ Scisty, szczegdlny
zwigzek pomiedzy pojedynczymi typami przeciw-
cial antyfosfolipidowych a udarem mozgu [28].
Obecno$¢ antykoagulantu tocznia najsilniej wigze
sie ze wszystkimi powiklaniami zakrzepowymi. Dla
okreslenia ryzyka wystgpienia powiklan zakrze-
powych nalezy sie postuzy¢ obecnie tak zwanym
profilem przeciwcial. Profil wysokiego ryzyka,
zarowno dla wystapienia epizodu zakrzepowego
(w tym udaru mozgu), jak 1 jego nawrotu, wigze sie
z trwala obecno$cia wszystkich trzech typow prze-
ciwcial (triple positivity; trojpozytywnosé) [29, 30].
Podobnie wysoki profil ryzyka wiaze sie z obecno$-
cig dwoch typow przeciwcial, w tym antykoagulantu
toczniaiaCL lub af,-GPI, szczegolnie w klasie IgG
1 w wysokich mianach. Natomiast niskie ryzyko
zakrzepowe wiaze sie z przejSciowa obecnoscig

pojedynczych aPL w niskich/umiarkowanych mia-
nach [31]. Istnieja przestanki wskazujace, iz ryzyko
zakrzepowe moze rosnac takze u chorych z APS
1 wspolwystepujacym kryterium klinicznym, jakim
jest umiarkowana maloplytkowosc [32].

Poniewaz udar mozgu wystepuje najczescie]
w kontekscie miazdzycy tetnic u osob starszych,
pojawia sie pytanie, u kogo nalezy prowadzi¢ diag-
nostyke w kierunku zespotu antyfosfolipidowego.
Badania takie sg szczeg6lnie wskazane w przy-
padku kryptogennego udaru mozgu oraz u osob
mtlodszych; niektore zalecenia sugeruja granice
wieku < 50 roku zycia [33]. Wspobliczesne badanie
ankietowe wskazuje, iz jakakolwiek granice wieku
w diagnostyce zespolu antyfosfolipidowego u cho-
rych z udarem mozgu stosuje jedynie okolo 30% ba-
daczy [26]. Wiaze sie to z mozliwoScig wystapienia
zespolu antyfosfolipidowego takze u 0sob starszych
[34]. Tu jednak nalezaloby indywidualizowac¢ podej-
Scie diagnostyczne ze wzgledu na czeste wspolwy-
stepowanie wielu innych, klasycznych czynnikow
ryzyka sercowo-naczyniowego. Patogenetyczna
rola wykrytych przeciwcial antyfosfolipidowych
moze tu by¢ watpliwa, a ich obecno$¢ przypadkowa.
Odwrotnie, stwierdzenie aPL o wysokim profilu
ryzyka u starszej osoby nieobciazonej klasyczny-
mi czynnikami ryzyka bedzie za taka rola silniej
przemawiac.

Dotychczas nie okreS§lono optymalnego mo-
mentu po udarze moézgu dla wykonania badan
laboratoryjnych w kierunku aPL. Wplyw lekow
przeciwzakrzepowych lub bialek ostrej fazy na
wynik oznaczenia antykoagulantu tocznia [33] na-
kazuje odsuniecie oznaczen poza ostra faze udaru.
Badania nalezy jednak wykonaé w miare szybko,
poniewaz ich wynik moze wplynaé na zasadnicza
zmiane sposobu leczenia.

W leczeniu zespolu antyfosfolipidowego po
niedokrwiennym udarze moézgu nalezy przede
wszystkim zidentyfikowaé wszystkie klasyczne
czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego i energicz-
ne zwalczac wszelkie czynniki modyfikowalne [30].
Wtorna profilaktyka przeciwzakrzepowa opiera
sie na bezterminowym podawaniu doustnych pre-
paratow antywitamin K (AWK) z utrzymywaniem
wskaznika znormalizowanego czasu protrombino-
wego (INR, international normalized ratio) — po-
miedzy 2,0 a 3,0 [31]. W przypadku nieskutecznosSci
zaleca sie zwiekszenie intensywnoSci antykoagu-
lacji przy uzyciu doustnych antywitamin K (AWK)
do INR 3,0+4,0, albo podawanie AWK w dawkach
utrzymujacych INR w przedziale 2,0+3,0 i doda-
nie kwasu acetylosalicylowego (ASA) w niskich
dawkach — 75-100 mg [31]. W tym miejscu trzeba
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zaznaczyC, iz w przypadku innych epizodow zwig-
zanych z niedokrwieniem centralnego systemu
nerwowego (TIA, prawdopodobnie naczyniopo-
chodne zmiany w istocie bialej) postepowanie
w codziennej praktyce obejmuje takze podawanie
kwasu acetylosalicylowego (ASA, acetylsalicylic
acid) w niskich dawkach, stosowanie podwojnej
terapii przeciwplytkowej (ASA + clopidogrel) lub
podawanie innych lekow przeciwplytkowych.
Wprowadzenie do leczenia i profilaktyki prze-
ciwzakrzepowej DOAC stworzylo potencjalnie
atrakcyjna alternatywe dla kiopotliwych w stosowa-
niu AWK w leczeniu chorych z APS. W 2018 roku
ukazalo sie pierwsze badanie poréwnujace leczenie
rywaroksabanem w dawce 20 mg na dobe z warfary-
ng (INR 2,0-3,0) u chorych z trojpozytywnym APS
[35]. W badaniu wykazano mniejsza skuteczno$¢
rywaroksabanu, objawiajaca sie wyzsza czestoScia
tetniczych epizodow zakrzepowych. Miedzyna-
rodowe zalecenia, opublikowane juz rok po6zniej,
zawieraly zalecenie, aby u chorych z zakrzepica
tetnicza, obarczonych przeciwcialami antyfosfoli-
pidowymi o wysokim profilu ryzyka, nie stosowac
DOAC [31, 36]. Dopuszczano jednak mozliwosc
ich stosowania u chorych z objawami zakrzepicy
zylnej oraz u chorych bez obecnos$ci aPL o wysokim
profilu ryzyka. Aktualnie ukazaly sie jednak dwie
metaanalizy obejmujace dalsze badania kliniczne
efektow DOAC w porownaniu z AWK u chorych na
APS, obejmujace takze chorych po epizodach zyl-
nej choroby zakrzepowo-zatorowej, oraz chorych
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z aPL o nizszym profilu ryzyka, w tym z obecnoScia
dwoch typow przeciwcial (double positivity) [37, 38].
W analizie ujeto badania prowadzone w Stanach
Zjednoczonych, Wielkiej Brytanii, Hiszpanii oraz
we Wloszech, ktore objely tacznie 472 osoby.
W trzech badaniach stosowano rywaroksaban,
a w jednym apiksaban. Analiza wskazala, iz stoso-
wanie DOAC w poréwnaniu z warfaryna zwieksza
okolo 3-5-krotnie ryzyko wystapienia nawrotu
zakrzepicy tetniczej przy braku wplywu na ryzyko
nawrotu zakrzepicy zylnej. Wérod zwiekszonej
iloSci epizoddéw zakrzepicy tetniczej dominowat
niedokrwienny udar mozgu. Jego ryzyko nawrotu
w przypadku stosowania DOAC w poréwnaniu
z warfaryna roslo az kilkunastokrotnie (10-13 razy)
[37, 38]. Wyniki te powinny doprowadzi¢ do zmian
w zaleceniach dotyczacych wtornej profilaktyki
przeciwzakrzepowej u chorych z zakrzepowsa po-
stacig zespolu antyfosfolipidowego [39]. Warfaryna
powinna by¢ stosowana nie tylko u oséb z aPL
o wysokim profilu ryzyka i1 przebytym epizodzie
zakrzepicy tetniczej, lecz takze u chorych po prze-
bytym epizodzie zakrzepicy zylnej i tych, ktorzy
sg potencjalnie zagrozeni nizszym ryzykiem za-
krzepowym (obecno$§é dwoch typow aPL lub tylko
trwala obecno$¢ jednego typu przeciwcial w wyz-
szych mianach) [39]. U oso6b z niedokrwiennym
udarem mozgu obecno$¢ APS nalezy przeprowadzié
na podstawie Scistych kryteriow [25] ze wzgledu
na istotne nastepstwa rozpoznania tego zespolu
dla sposobu profilaktyki przeciwzakrzepowe;j.

Tabela 1. Diagnostyka i postepowanie w zespole antyfosfolipidowym u chorych po niedokrwiennym udarze moézgu

Wskazania do diagnostyki w kierunku zespotu antyfosfolipidowego u oséb po niedokrwiennym udarze mézgu

¢ Chorzy po niedokrwiennym udarze médzgu/przejsciowym epizodzie niedokrwienia mézgu < 50. roku zycia

* Chorzy po udarze kryptogennym/zatorowym udarze mézgu o nieznanym zrédle (ESUS')

* Chorzy po niedokrwiennym udarze mézgu z towarzyszacq ogdlnoustrojowa chorobg autoimmunologiczng (gtéwnie

toczen rumieniowaty uktadowy)

* Chorzy po niedokrwiennym udarze moézgu, ktorzy przebyli uprzednio zakrzepice zylng

* Kobiety po niedokrwiennym udarze mdzgu, u ktérych uprzednio wystapity powiktania cigzy

Zalecane badania diagnostyczne

¢ Antykoagulant tocznia — metody koagulometryczne, procedura tréjstopniowa

* aCL, klasy IgG i/lub IgM (metoda ELISA2)
* ap2-GPI klasy IgG i/lub IgM (metoda ELISA?)

Leczenie zespotu antyfosfolipidowego u oséb po przebytym udarze mézgu

* Doustne antywitaminy K (INR 2,0+3,0) lub

* Doustne antywitaminy K (INR 2,0+3,0) + kwas acetylosalicylowy w niskich dawkach (75-100 mg), lub

* Doustne antywitaminy K (INR 3,0+4,0)

* Eliminacja/leczenie klasycznych modyfikowalnych czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego

TESUS — udar mézgu o nieznanym zrédle, patrz tez: [40]

2ELISA — metoda immunoenzymatyczna jest zalecana dla okreslania umiarkowanych/wysokich pozioméw przeciwciat antyfosfolipidowych (aPL); do oznaczania
aPL mozna takze uzywa¢ platform automatycznych, dla ktérych jednak brakuje zdefiniowanych pozioméw umiarkowanych/wysokich pozioméw aPL
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Doustne antywitaminy K po niedokrwiennym uda-
rze mozgu powinny by¢ najpewniej zastosowane
juz w momencie uzyskania pierwszego dodatniego
wyniku oznaczenia aPL, wskazujacego na zwiek-
szone ryzyko zakrzepowe, jeszcze przed uzyska-
niem potwierdzenia ich trwalego wystepowania, po
okresie nastepnych 3 miesiecy [28]. Diagnostyke
1 postepowanie w APS u chorych po niedokrwien-
nym udarze mozgu przedstawiono w tabeli 1.
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Summary

The introduction of long-acting, subcutaneously administered mimetics mimicking active
factor VIII (FVIIla) is undoubtedly a breakthrough in the prophylactic treatment of haemo-
philia A patients. The innovative nature and mode of action of FVIIla mimetic molecules has
significant impact on the current algorithms for laboratory monitoring of haemophilia treat-
ment. Drug level monitoring for dose adjustment is not required; in clinical practice however,
laboratory monitoring of haemostasis may be useful, if surgical intervention is required or
bleeding occurs despite prophylaxis. In such cases, awareness of the impact of FVIIa mimetic
therapy on laboratory tests of haemostasis is a necessary condition for efficient utilization and

interpretation of results.

Keywords: haemophilia A; haemostasis tests; factor VIII; FVIII mimetics; emicizumab;
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Introduction

Haemophilia A (HA) is one of the most com-
mon congenital bleeding disorders. It is caused
by the absence or impaired synthesis of plasma
coagulation factor VIII (FVIII, Factor VIII). It is
a genetically determined monogenic disease, in-
herited in a sex-linked recessive manner, which
makes FVIII deficiency and the accompanying he-
morrhagic diathesis manifest mainly in men, while
women are carriers of a mutated variant of the
gene encoding FVIII (F8, Xq28) [1]. The disease
manifests as an excessive bleeding tendency and
the severity of bleeding depends on the degree of
FVII deficiency. HA is diagnosed by measuring
plasma FVIII activity. Depending on the degree of
FVIII deficiency, there are 3 forms of HA:

J. Transf. Med. 2023; 16: 260-268

— severe, when FVIII is less than one Interna-
tional Unit (IU)/dl;

— moderate, when FVIII is between 1-5 IU/dl;

— mild, when FVIII is > 5-50 TU/dl [1].

The severe form of Haemophilia A is a life-
-threatening bleeding disorder (FVIII < 1 IU/dl)
which manifests with spontaneous bleeding, pri-
marily into joints and muscles, typically beginning
around 2-3 years of age [2]. The mainstay of tre-
atment for severe HA is the use of deficient blood
clotting factor concentrates (known as replacement
therapy). Both the treatment of active bleeding and
long-term prophylaxis of bleeding in this group of
patients rely on intravenous injections of FVIII
concentrate, the number of which can reach more
than 150 per year if performed regularly. Moreo-
ver, the most serious complication of substitution
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Table 1. Bispecific antibodies mimicking FVIlla used in hemophilia A, with or without inhibitors (adapted from [1])

Route
of administration

FVilla mimetic Drug dosage

Application/clinical research

Emicizumab Subcutaneously 1 % per week,
1 X every 2 weeks or
1 x every 4 weeks
Mim8 Subcutaneously 1 X per week or

1 X per month

FDA and EMA approved;

Adults, adolescents, and children with severe
or moderate haemophilia A, with or without
inhibitors

Phase Il clinical trial: FRONTIER 4/5

FDA — Food and Drug Administration, EMA — European Medicines Agency

therapy (affecting about 20-40% of patients with
severe and 3-13% with non-severe HA) is the
occurrence of alloantibodies that neutralize FVIII
activity (the so-called FVIII inhibitor), as a result
of which prophylaxis and inhibition of bleeding in
this group of patients do not lend themselves to
FVIII substitution therapy [3-5]. In addition, the
burden on the patient of having to administer FVIII
concentrate 3—4 times a week can lead to variable
clinician adherence and poorer treatment outcomes
[6]. It should also be added that, as a consequence,
suboptimal HA treatment can lead to an increased
number of complications, such as recurrent joint
bleeding, hemophilic arthropathy and reduced
quality of life [6].

For the above reasons, the last few years
have witnessed significant advances in innovati-
ve treatments for hemophilia, among which the
development and introduction of molecules that
mimic active FVIII, the so-called FVIIIa mimetics
(FVIIIa mimetics), into the prophylactic treatment
of HA is groundbreaking [1, 7] (Table 1). The deve-
lopment of such novel monoclonal antibodies has
revolutionized the treatment of HA, expanding the
therapeutic options for this hemorrhagic diathesis
with so-called non-replacement therapy [7]. These
drugs are characterized primarily by their long du-
ration of action, lack of neutralization by the FVIII
inhibitor and subcutaneous route of administration,
which significantly improves the quality of life of
HA patients and the effectiveness of prophylactic
treatment [7].

The first FVIIIa mimetic introduced for the
prophylactic treatment of bleeding in HA is emi-
cizumab (Hemlibra®, Roche Switzerland) [3, 6].
This drug is a humanized, bispecific, monoclonal
immunoglobulin G4 (IgG4) that, to restore he-
mostasis, replaces FVIIIa in the tenase complex
by binding human coagulation factors IXa and X
[8-11]. Emicizumab is an antibody that has no
structural similarity to FVIII, making it non-neu-
tralizable by alloantibodies (inhibitor) to FVIII [9,

12]. In November 2017, the U.S. Food and Drug
Administration (FDA, Food and Drug Administra-
tion), followed by the European Medicines Agency
(EMA, European Medicines Agency) in February
2018, approved the use of emicizumab in patients
with HA complicated by FVIII inhibitor, and in
subsequent years its use for prophylaxis in patients
with severe and moderate HA without inhibitor, as
it has been shown to significantly reduce bleeding
rates in this group of patients as well [1, 3, 10, 13,
14]. Emicizumab was very quickly recognized as a
drug signaling a new era of HA treatment, as in all
phase III clinical trials, emicizumab prophylaxis led
to a spectacular reduction in annualized bleeding
rate (ABR, annualized bleeding rate), with a median
ABR of 2.6 for all dosing regimens in patients in
HAVEN trials 1 through 4, and more than 80% of
participants had no bleeding after week 24 of thera-
py [11]. Emicizumab has a prolonged half-life in the
bloodstream (4-5 weeks), which allows the drug
to be dosed once every one, two or four weeks,
compared to conventional replacement therapy
[3, 8]. A second invaluable benefit of using Hemli-
bra® in HA patients is, unlike the use of standard
FVIII concentrates, the subcutaneous route of
administration and the associated increase in
comfort and quality of life for this group of patients.
For the above reasons, but primarily because of
its effectiveness in inhibiting bleeding, the use
of emicizumab is growing rapidly worldwide. The
drug is currently approved for clinical use in many
countries, with the understanding that in Poland, as
of 06/01/2024. it can only be available for patients
with severe HA complicated by an inhibitor and in
exceptional cases in patients with severe hemop-
hilia A without an inhibitor.

The search for an ideal HA treatment and the
successful development of FVIIIa mimetic therapy
using emicizumab has driven the development
of further next-generation bispecific antibodies
based on this concept of action and designed for
subcutaneous prophylactic HA treatment with and
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without inhibitors. In 2021, literature reported the
development by Novo Nordisk of a molecule called
denecimig (Mim8), which is a human next-gene-
ration bispecific antibody that, like emicizumab,
mimics the action of FVIIIa by forming a complex
with FX and FIXa on the phospholipid surface of
activated platelets to accelerate FX activation [4, 7,
11, 15, 16]. Data from in vitro studies using human
blood, as well as animal models of HA, indicate that
Mim8 increases thrombin generation approxima-
tely 15-fold compared to the emicizumab analog [6,
15-17]. What differentiates Mim8 from emicizu-
mab is the construction of a monovalent anti-FIX
arm that more potently stimulates the proteolytic
activity of FIX to activate FX [6, 15]. The drug is
intended for subcutaneous prophylactic treatment
of patients with HA with or without inhibitors, and
its efficacy, safety, pharmacokinetics and pharmaco-
dynamics are currently being evaluated in clinical
trials. Current data from clinical trials showed that
the half-life (t1/2) of Mim8 was approximately 30
days, confirming the possibility of dosing the drug
weekly or monthly [1, 6].

Other next-generation bispecific FVIII mi-
metics in development include NXT007 (Chugai
Pharmaceutical Co, Roche) and BS-027125 (Bio-
verativ, Sanofi), currently in preclinical evaluation
[1,3,7,11, 18, 19].

The so far published clinical data indicate
that the treatment regimen with FVIIIa mimetics
ensures the achievement of a stable and lasting
response, making dose adjustment unnecessary.
Adhering to the prescribed regimen ensures the
attainment of the desired drug concentration and
its persistence in the circulation, even for several
months after the last dose injection [14]. Clinical
situations in which experts currently agree that
laboratory monitoring and haemostasis control
can be useful include: surgeries and surgical pro-
cedures, breakthrough bleeding despite prophyla-
xis, bleeding following injuries, and verifying the
effectiveness of ongoing treatment [10, 20, 21].

It should be emphasized that the innovati-
ve nature and mode of action of FVIIIa mimetic
molecules bring significant implications for exis-
ting algorithms in the laboratory monitoring of
haemophilia treatment. The half-life of a mimetic
molecule, such as emicizumab, is approximately 4
to 5 weeks, which means that this therapy can im-
pact laboratory test results for up to 6 months after
administration [12, 22]. Awareness of the impact
of the use of the aforementioned mimetic therapy
on laboratory tests of hemostasis is a prerequisite
for their efficient use and proper interpretation of

their results. This article discusses the effect of
FVIIIa mimetic drugs on individual hemostasis
tests, with a particular focus on the monitoring of
combined FVIII replacement therapy with FVIII
concentrates.

Effects of FVIIIa mimetics on baseline
and specialized tests of hemostasis

As mentioned, the mimetics in question are
molecules that mimic activated FVIII and, unlike
the FVIII protein, do not require thrombin-media-
ted feedback activation [12, 23, 24]. This feature of
mimetic molecules significantly affects especially
the routine test of hemostasis, which is the acti-
vated partial thromboplastin time (aPTT) and all
tests derived from it (Table 2) [8, 12, 14-16, 20].
aPTT is indeed excessively shortened to varying
degrees depending on the reagent used, usually
below the normal reference range [8, 13, 14, 25].
Importantly, because FVIIla mimetics are long-
-acting drugs, this shortening occurs after the first
dose of the drug, even at very low concentrations,
and may persist for several months after treatment
1s discontinued [12, 14, 22]. In addition, it is worth
noting that the measurement of aPTT in a patient
treated with FVIIIa mimetics is not suitable for
monitoring this therapy, but its prolongation may
indicate the patient’s noncompliance with the drug
regimen or the development of so-called Anti-Drug
Antibody (ADA) [9, 13].

In the case of other routine haemostasis tests,
a clinically insignificant impact of emicizumab and
mim8 on prothrombin time (PT) measurements
has been observed, depending on the reagent used.
Associated determinations of factors II, V, VII, and
X also remain without significant changes [8, 9, 14,
22, 27, 28]. Similarly, measurement of thrombin
time (TT) and determination of fibrinogen concen-
tration using the Clauss method remain without
clinically significant impact from the action of the
discussed drug [8, 27].

Specialized tests based on aPTT measure-
ment, used, among other things, to examine the
activity of factors in the intrinsic pathway of the
coagulation system (VIII, IX, XI, and XII), show
falsely elevated values [14, 20, 25]. This effect
also applies to the measurement of protein C
and S activity with the coagulation assay and the
activated protein C resistance test (APCR), when
performed based on aPTT measurement [8, 14, 22,
28, 29]. In all HA patients treated with emicizumab
who require heparin therapy, a chromogenic anti-Xa
test should be used to measure drug levels [8, 14].
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Table 2. Effect of FVIlla mimetics on the results of selected coagulation tests (adapted from [8, 9, 22, 26, 27])

Type of haemostasis laboratory test. False result  Reliable result Comment

Routine tests

aPTT v
aPTT correction test v
PT

Fibrinogen (Clauss method)

T

False-shortened result
(even < 20 s)

Effect already seen at minimal
drug concentration (> 5 ug/ml)

False negative result

4 The result is normal or slightly
prolonged

v Not affected

v Not affected

Specialized tests

Determination of FVIII activity by a one-stage v
coagulation assay

Determination of FIX, FXI and FXII activity using v
a one-step coagulation test

Determination of the activity of Fll, FV, FVII, and
FX by a one-stage coagulation assay

Determination of inhibitor titer against human v
FVIII by the Bethesda assay with FVIII measure-
ment using a coagulation method

Determination of FVIII activity by a chromogenic Vv
assay using a reagent of human origin (FX, FIX)

Determination of FVIII activity by a chromogenic
assay using a reagent of bovine origin (FX)

Determination of inhibitor titer against human
FVIII by the Bethesda assay with FVIII measure-
ment using a chromogenic method with a rea-
gent of bovine origin (FX)

Determination using an immunological test (Eli-
sa)

Determination of anti-Xa using a chromogenic
assay

False high result. Value from seve-
ral hundred to even several thou-
sand 1U/dl [%]

False high result. Measurement
based on aPTT

v Not affected
Measurement based on PT
False negative result
Indicates lack of inhibitor

False high result

It serves as a “surrogate” for the
drug’s activity in a patient wit-
hout FVIII treatment

v Not affected
4 Not affected
4 Not affected
v Not affected

aPTT — activated partial thromboplastin time; PT — prothrombin time; TT — thrombin time; FVIIl — factor VIII; FX — factor X

In addition, tests to detect FVIII inhibitors, i.e.,
a screening test based on aPTT measurement of
a mixture of test plasma and normal plasma (the
so-called “correction test”) and the Bethesda test
with measurement of FVIII with a one-step coa-
gulation test show false-negative results [8, 14].

The impact of FVIIIa mimetics on the
Measurement of FVIII in Plasma

Based on global experiences with the use of
emicizumab in HA patients, it is known that long-
-term bleeding prophylaxis with this group of drugs
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significantly reduces the risk of bleeding events.
However, when bleeds identified as breakthrough
bleeds, or those resulting from trauma, or the need
for invasive surgery, or the deployment of ITI, need
to be treated, the concomitant use of an FVIIIa
mimetic and FVIII concentrate may be necessary,
in which case the appropriate choice of tests to
reliably monitor such therapy is important [8, 10,
14, 21]. It should be noted, however, that in a joined
analysis of the HAVEN 1-4 study, breakthrough
bleeds, both spontaneous and post-traumatic, were
very rare during emicizumab prophylaxis [3].

In the diagnosis and monitoring of haemophi-
lia A treatment, two main strategies are used to
measure the activity of FVIII in plasma: the one-
-stage coagulation test (FVIII:C, FVIII coagulation
activity) and the chromogenic test [4, 21, 25]. Cur-
rently, in the treatment of haemophilia A, there is a
fairly wide range of plasma-derived or recombinant
(rFVIII, recombinant Factor VIII) Factor VIII con-
centrates with standard (SHL, standard half-life) or
extended half-life (EHL) [12, 30]. Discrepancies in
the results of FVIII activity measured by the coagu-
lation and chromogenic tests have been described
in the literature for many years [4, 12, 25]. Initially,
these discrepancies pertained to the classification
of non-severe haemophilia A, and later emerged as
a consequence of introducing structurally modified
FVIII molecules (rFVIII, EHL) to the market, as
well as gene therapy for haemophilia A [4, 14].

The impact of FVIIIa mimetics on FVIII
coagulation tests

The most common test used worldwide for
determining FVIII activity is the one-stage coagu-
lation test based on aPTT measurement. This test
is used to assess the coagulation activity of FVIII:C
in the diagnosis, classification, and monitoring of
replacement therapy for Haemophilia A. Due to the
significant shortening of aPTT caused by Hemli-
bra® and Mim8, the FVIII:C activity in this test
is falsely elevated [14]. The results of conducted
studies suggest that the degree of overestimation
of the FVIII:C result is to some extent dependent
on the applied aPTT reagents, which differ from
each other in the content of activator or phosp-
holipids [4, 12]. For this reason, in patients using
FVIIIa mimetics, the FVIIL:C test is unreliable, and
its performance is not recommended [8, 22, 25, 31].

It is worth noting that a certain modification of
the FVIII:C test has found application in laboratory
practice, involving the use of a specific calibrator
for the drug. This has been validated for the emi-
cizumab molecule, enabling quantitative determi-

nation of the drug concentration in the patient’s
plasma (see below) [12, 14].

Impact of FVIIIa mimetics on FVIII
chromogenic assays

To monitor FVIII activity in HA patients,
a chromogenic test is also used, but this test is
usually less available and its use is limited to
hemophilia treatment centers [14]. Studies con-
ducted to date have shown that due to the false
overestimation of FVIII in the coagulation test,
the chromogenic test should be used to monitor
FVIII replacement therapy in patients using FVIIIa
mimetics (emicizumab, Mim8) [9, 10, 14, 15, 25].
Commercially available chromogenic assays differ
in the source of the coagulation response activa-
ting agents: FIXa and FX, which can be of human
(h, human) or bovine (b, bovine) origin [4]. Since
FVIIla mimetics bind only human FIXa and FX,
chromogenic assays containing bovine-derived
FIXa and FX do not present interference and aPTT
shortening, as this bispecific molecule does not
interact with them [4, 12, 21]. That’s why, accor-
ding to current recommendations, patients treated
with emicizumab should have infused FVIII activity
using a chromogenic test with reagents of bovine
origin [e.g., Coamatic FVIII test (Chromogenix),
Coatest SP (Chromogenix), or FVIII Chromoge-
nic FVIII (Siemens)], Electrachrome FVIII (IL
Werfen), TriniCHROM FVIII:C (Stago) [4, 8, 9,
14, 22, 25]. When using hybrid laboratory kits con-
taining bFX and hFIX [e.g., Technochrome FVIII:C
(Technoclone), Rossix FVIII (Rossix), BIOPHEN
FVIIL:C (Hyphen-Biomed)], initial validation and
local verification of the reliability of FVIII assays
is recommended [4, 8, 9, 15, 25].

It is important to note that chromogenic tests
containing hFIXa and hFX are sensitive to the
presence of FVIIla mimetics in a concentration-
-dependent manner. However, they are not specific
solely to the medication, as they also measure the
presence of endogenous or infused FVIII in the
tested plasma [10, 12, 14, 32].

Effect of FVIIIa mimetics on the
determination of FVIII inhibitor
(anti-hFVIII)

In any patient with HA complicated by an in-
hibitor, regular monitoring of FVIII inhibitor titer
(concentration) is recommended as part of routine
care [14]. This requirement also applies to the
group of patients treated with prophylactic FVIIIa
mimetics with a positive history of the inhibitor.
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Determination of inhibitor titers (antibodies) to
human FVIII (anti-hFVIII) in the laboratory is
most often performed, as recommended, using the
Bethesda test with Nijmegen modification (NBA,
Nijmegen Bethesda Assay) [4, 25]. This test is a
multi-step test that, among other things, includes
measurement of residual FVIII activity performed
routinely by a single-step coagulation method [8,
14]. Because it is dependent on the measurement
of aPTT, the result of the FVIII inhibitor titer in
this case is also unreliable, as it indicates the false
absence or significantly reduced content of FVIII
[12, 14, 20]. The initial laboratory procedure, in
the form of heating the test plasma sample at 56°C
before performing the Bethesda test, does not eli-
minate drug interference [4, 8, 12, 14]. Therefore,
in order to determine the FVIII inhibitor titer in
a patient receiving an FVIIla mimetic, chromoge-
nic measurement using bovine reagents should
be used to assess residual FVIII activity in the
Bethesda test [8-10, 25, 31]. According to expert
recommendations, it is believed that appropriate
tests for monitoring FVIII inhibitor should be ava-
ilable in every HA center, including a modification
with chromogenic measurement of FVIII with
bovine FXa [22, 25]. Importantly, in practice, to
ensure consistency in FVIII inhibitor diagnosis,
it is recommended that FVIII inhibitor titers be
determined prior to initiation of therapy with He-
milibra® using the same chromogenic assay that
will be used during emicizumab therapy [8, 9, 26].

Measurement of drug concentration
in plasma

As mentioned above, routine determination
of FVIIIa mimetic concentration for the purpose
of dose adjustment is not considered necessary,
but this test can be very useful in some situations
(eg. when anti-drug antibodies are suspected) [3,
8, 9]. Moreover, currently experts recommend that
tests that also monitor emicizumab concentration
should be available in hemophilia treatment centers
[14, 22, 25]. In addition, German recommendations
published in 2020 specified the frequency of moni-
toring emicizumah concentrations 1 week after the
last saturating dose, then every 3 months for a year,
and successively every 6 to 12 months or in the
absence of efficacy [22, 31]. Currently, most data
are available in the literature for emicizumab, but
it can be assumed that the principles of measuring
the concentration of each FVIII mimetic will be
performed in an analogous manner.

For the determination of FVIII mimetics,
a modified assay based on the measurement of
FVIII activity by single-step coagulation in diluted
patient plasma against a drug-specific calibrator
is most commonly used (mainly for emicizumab)
[8, 9, 12, 14, 25, 31]. At the moment, a calibrator
for emicizumab is commercially available, manu-
factured in a kit with assay controls (R2 Diagno-
stics, Enzyme Research Laboratories, https://
r2diagnostics.com/), which contains 100 ug/mL of
emicizumab and can be used on various analyzer
platforms [8, 12, 13]. Studies conducted to date
have used a portion of the drug, with an appropria-
tely adjusted concentration, as reference material
when determining Mim8 concentration [15]. When
measuring emicizumab concentrations, a higher
sample dilution was used compared to the one-
-step FVIII assay (pre-dilution of the sample in the
analyzer 1:8), which allows measuring the range
of emicizumab (10-100 ug) in the plasma sample
[4, 12]. Emicizumab concentrations obtained with
the modified one-step FVIII assay have been shown
to correlate significantly with concentrations de-
termined with the enzyme-linked immunosorhent
assay (ELISA) previously used in HAVEN clini-
cal trials. In addition, verification of the method
with locally used reagents is recommended in
each laboratory; studies have shown satisfactory
reproducibility of the test despite the use of dif-
ferent measurement systems (APTT reagents,
FVIII-deficient plasma and analyzers) [8, 13]. For
the determination of drug concentration, it is also
possible to use the chromogenic method to measu-
re FVIII with reference to the calibrator described
above [8, 12, 22, 24]. When interpreting the result
of emicizumab concentration measurements, it
should be taken into account that the possible con-
comitant use of FVIII concentrate and/or inhibitor
bypass preparations may overestimate the drug
concentration [20]. When it becomes necessary
to determine the concentration of emicizumab in
plasma in the presence of FVIII, thermal inactiva-
tion of the plasma sample may be considered [4].

Currently, for patients with suspected anti-
-emicizumab neutralizing antibodies, the World
Federation of Hemophilia (WFH) recommends
measuring emicizumab levels using a modified
one-step assay that includes the aforementioned
additional step of pre-diluting the test plasma and
calibrating the assay using specific emicizumab
calibrators [25]. Validated assays that directly
measure the presence of anti-drug antibodies may
also be used for this purpose, if available.
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Table 3. Summary of the application of selected haemostasis tests in the presence of FVllla mimetic (modified from

[8,9,12, 14, 25])

Purpose of the study Laboratory test

Presence of the drug

Chromogenic test for measurement of FVIII with factors of human origin (hFIXa and hFX)

Measurement of drug concentration using a modified coagulation test for FVIII calibrated aga-

inst a specific calibrator

FVIII activity after

infusion hFIXa)

Inhibitor against FVIII
human FIXa (bFIXa/hFIXa)

Drug concentration

Chromogenic test for measuring FVIII with bovine FXa (bFX) and bovine/human FIXa (bFIXa/

Bethesda assay with chromogenic measurement of FVIIl using bovine FXa (bFX) and bovine/

Modified coagulation assay for measuring FVIII calibrated against a specific calibrator

Infusion of FVIII concentrate increases the result

ADA No direct test

Prolongation of aPTT may indicate the presence of ADA (Anti-Drug Antibody)

Modified coagulation assay for measuring the drug concentration of FVIII

h — human; b — bovine, FIXa — activated factor IX; FX — factor X

Measurement of anti-drug antibodies
(anti-emicizumab)

It is worth noting that with any drug therapy,
there is a small risk of developing anti-drug antibo-
dies (ADA). The suspicion of ADA formation arises
when a patient’s rate of breakthrough bleeding
increases and aPTT prolongs. The use of emici-
zumab was associated with the development of
ADA in 5.1% of patients (34/668) who participated
in HAVEN clinical trials 1-4 [3]. In most of these
patients, no significant change in plasma emicizu-
mab levels or increase in bleeding incidence was
observed, and antibodies neutralizing the drug
were detected in < 1% of cases [3, 8]. Moreover,
the appearance of ADA does not affect the efficacy
of FVIII replacement therapy or inhibitor bypass
therapy [3]. Since no commercially available labo-
ratory kits for direct detection of ADA have been
developed to date, determination of the drug con-
centration in the patient’s blood is recommended
when antibodies to emicizumab are suspected [8,
9, 14, 22].

A summary of the use of the laboratory tests
discussed above for monitoring FVIIIa mimetics is
summarized in Table 3.

Measurement of thrombin generation

To date, the role of global tests assessing hemo-
stasis, including measurement of thrombin genera-
tion, in monitoring patients using FVIIIla mimetics
has not been established [8, 9]. Despite the fact
that the thrombin generation assay (TGA, throm-

bin generation assay) is not a routinely used test
of hemostasis in clinical practice, mainly due to
difficulties in interpretation, low reproducibility
and low availability, its usefulness with regard
to assessing the hemostatic potential of FVIIIa
mimetics, especially emicizumab, has been repor-
ted more than once in the literature. Attempts to
use this assay to assess thrombin generation in
patient-derived or in vitro-prepared samples in a
model with combined treatment of FVIII, rVIIa and
aPCC appear to be particularly interesting [3, 24,
33]. The main idea of these studies is to analyze in
vitro the effect of BPA therapy (by-passing agents
therapy) in a patient treated with FVIIIa mimetics,
prior to their administration to the patient. There
are also attempts to use TGA for perioperative
bleeding control to minimize the potential risk of
thrombotic events [20].

Summary

The introduction of non-substitutive therapy
with long-acting, subcutaneous FVIIIa mimetics
into the treatment of hemophilia A represents a
significant advancement in the treatment of this
group of patients. The use of these modern mole-
cules in HA patients and their novel mode of action
require ongoing education of medical personnel,
including laboratory personnel, for awareness of
the impact of new-generation drugs on laboratory
tests of hemostasis is a key component of the
diagnostic process. The availability of appropriate
laboratory tests and the continuous improvement
of knowledge regarding new-generation drugs is
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particularly important in hemophilia centers, as in
the future mimetic therapy is likely to become the
dominant paradigm in HA treatment. Monitoring
these novel HA treatment options may therefore
require ongoing adaptation of appropriate tests to
provide clinicians with reliable results. In addition,
it is not unlikely that FVIIIa mimetics will also
find application in the prophylactic treatment of
bleeding in von Willebrand’s disease and acquired
hemophilia A (an indication for emicizumab in
clinical trials) [3, 7].
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Streszczenie

Wprowadzenie do leczenia hemofilii A dlugodzialajgcych, podskornie podawanych mimetykow
nasladujgcych aktywny czynnik VIII (FVIIla) jest bez wagtpienia przelomem w leczeniu profi-
laktycznym tej grupy chorych. Nowatorski charakter i sposob dzialania czgsteczek mimetykow
FVIIla wigze sig ze znaczqcymi implikacjami w dotychczasowych algorytmach laboratoryjnych
monitorowania leczenia hemofilii. Monitorowanie stezenia leku w celu dostosowania dawki
nie jest wymagane, jednak w praktyce klinicznej kontrolowanie laboratoryjne hemostazy moze
byc przydatne na przykiad w przypadku koniecznosci przeprowadzenia interwencyi chirurgicz-
nej lub wystgpienia krwawien mimo stosowanej profilaktyki. Wowczas swiadomosc wplywu
stosowania terapii mimetykami FVIIIa na testy laboratoryjne hemostazy jest warunkiem ko-
niecznym do sprawnego postugiwania sig nimi i interpretowania uzyskanych wynikow.

Stowa kluczowe: hemofilia A; testy hemostazy; czynnik VIII; mimetyki FVIII;

emicizumab; mim8

Wstep

Hemofilia A (HA, hemophilia A) to jedna
z najlepiej poznanych wrodzonych osoczowych
skaz krwotocznych. U jej podioza lezy brak lub
upoSledzenie syntezy osoczowego czynnika krzep-
niecia VIII (FVIII, factor VIII). Jest to genetycznie
uwarunkowana choroba monogenowa, dziedzi-
czona w sposoOb recesywny sprzezony z plcig, co
sprawia, ze niedobor FVIII i1 towarzyszaca temu
skaza krwotoczna objawia sie glownie u mezczyzn,
natomiast kobiety sg nosicielkami zmutowanego
wariantu genu kodujacego FVIII (8, Xq28) [1].

J. Transf. Med. 2023; 16: 269-277

Jak wspomniano, choroba ta objawia sie nadmierng
sktonno$cig do krwawien, za$ ich nasilenie w du-
zej mierze jest podyktowane stopniem niedoboru
FVIII. Hemofilie A rozpoznaje sie na podstawie
wynikow pomiaru aktywnosSci FVIII w osoczu.
W zaleznoSci od stopnia niedoboru FVIII wyr6znia
sie 3 postacie HA:

— ciezka, gdy FVIII wynosi mniej niz jedna
jednostka miedzynarodowa (IU, International
Unit)/dl;

— umiarkowana, gdy FVIII mieSci sie w prze-
dziale 1-5 IU/dl;

— lagodna, gdy FVIII wynosi > 5-50 IU/dl [1].
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Tabela 1. Bispecyficzne przeciwciata nasladujgce FVllla stosowane w hemofilii A z inhibitorem lub bez (zmodyfiko-

wano za: [1])

Mimetyk FVIlla  Droga podania

Dawkowanie leku

Zastosowanie/badania kliniczne

Emicizumab Podskornie 1 X na tydzien,
1 X co 2 tygodnie lub
1 X co 4 tygodnie
Mim8 Podskornie 1 X na tydzien lub

1 X na miesiac

Zatwierdzone przez FDA i EMA

Dorosli, mtodziez i dzieci z ciezka, umiarkowang
hemofilig A, z inhibitorem lub bez

Badanie kliniczne fazy Ill: FRONTIER 4/5

FDA (Food and Drug Administration) — Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow; EMA (European Medicines Agency) — Europejska Agencja Lekow

Hemofilia A jest zagrazajaca zyciu skaza krwo-
toczng, w ktorej ciezka postac¢ choroby (FVIII <
1 IU/dl) objawia sie samoistnymi krwawieniami,
glownie do stawow 1 miesni, a ich poczatek przy-
pada zazwyczaj na 2-3 rok zycia [2]. Podstawg
leczenia ciezkiej HA jest stosowanie koncentratow
niedoborowego czynnika krzepniecia krwi (tzw. te-
rapia substytucyjna). Zaréwno leczenie aktywnych
krwawien oraz diugoterminowa profilaktyka krwa-
wien w tej grupie chorych polega na wykonywaniu
dozylnych wstrzyknie¢ koncentratu FVIII, ktorych
liczba w przypadku regularnego ich wykonywania
moze siegna¢ ponad 150 w ciagu roku. Ponadto naj-
powazniejszym powiklaniem terapii substytucyjnej
(dotyczy ok. 20-40% chorych z ciezka 1 3-13%
z nieciezka HA) jest wystepowanie alloprzeciwciat
neutralizujacych aktywnos¢ FVIII (tzw. inhibitora
FVIII), wskutek czego profilaktyka 1 hamowanie
krwawien w tej grupie chorych nie poddaja sie
leczeniu substytucyjnemu FVIII [3-5]. Dodatkowo
obcigzenie chorego konieczno$cig 3—4-krotnego
cotygodniowego podania koncentratu FVIII moze
prowadzi¢ do zmiennego przestrzegania zalecen
Kklinicysty i gorszych wynikow leczenia [6]. Nalezy
takze dodad, iz w konsekwencji suboptymalne le-
czenie HA moze prowadzi¢ do zwiekszonej liczby
powiklan, takich jak nawracajace krwawienia do
stawow, artropatia hemofilowa 1 obnizona jako$¢
zycia [6].

Z powyzszych wzgledow w ciggu ostatnich
kilku lat nastapil znaczny postep w zakresie inno-
wacyjnych metod leczenia hemofilii, wSrod ktorych
przelomowe jest opracowanie 1 wprowadzenie do
leczenia profilaktycznego HA czasteczek naSla-
dujacych aktywny FVIII, tzw. mimetykow FVIIIa
(mimetisc FVIIa) [1, 7] (tab. 1). Pojawienie sie
tego rodzaju nowatorskich przeciwcial monoklo-
nalnych zrewolucjonizowalo sposob leczenia HA,
poszerzajac mozliwosci terapeutyczne tej skazy
krwotocznej o tak zwang terapie niesubstytucyjna
(non-replacement therapy) [7]. Leki te charaktery-
zuje przede wszystkim diugi okres dzialania, brak
neutralizacji przez inhibitor FVIII oraz podskorna

droga ich podawania, co istotnie podnosi jako$¢
zycia chorych na HA i skuteczno$c leczenia profi-
laktycznego [7].

Pierwszym, wprowadzonym do profilaktyczne-
go leczenia krwawien w HA mimetykiem FVIIIa
jest emicizumab (Hemlibra®, Roche Szwajcaria)
[3, 6]. To lek bedacy humanizowana, bispecyficzna,
monoklonalng immunoglobuling G4 (IgG4), ktora
by przywréci¢ prawidlowy przebieg hemostazy,
zastepuje FVIIIa w kompleksie tenazy, wiazac
ludzkie czynniki krzepniecia [Xa 1 X [8-11]. Emi-
cizumab jest przeciwcialem, ktore nie wykazuje
podobienstwa strukturalnego do FVIII, co sprawia,
ze nie jest on neutralizowany przez alloprzeciw-
ciata (inhibitor) wobec FVIII [9, 12]. W listopadzie
2017 roku Amerykanska Agencja ds. ZywnoSci
1 Lekow (FDA, Food and Drug Administration),
a nastepnie w lutym 2018 roku Europejska Agen-
cja Lekow (EMA, European Medicines Agency)
zatwierdzily stosowanie emicizumabu u pacjen-
tow z HA powiklang inhibitorem FVIII, natomiast
w kolejnych latach jego stosowanie w profilaktyce
u pacjentow z ciezka 1 umiarkowang HA bez inhi-
bitora, poniewaz wykazano znaczne zmniejszenie
czesto$ci krwawien takze w tej grupie pacjentow
[1, 3, 10, 13, 14]. Bardzo szybko uznano emicizu-
mab za lek sygnalizujacy nowa ere leczenia HA,
gdyz we wszystkich badaniach klinicznych III
fazy profilaktyka emicizumabem doprowadzita do
spektakularnego zmniejszenia czestoSci krwawien
w ujeciu rocznym (ABR, annualized bleeding rate),
przy medianie ABR wynoszacej 2,6 dla wszystkich
schematow dawkowania u pacjentow w badaniach
HAVEN od 1 do 4, a u ponad 80% uczestnikow
nie wystagpilo zadne krwawienie po 24. tygodniu
terapii [11]. Emicizumab cechuje sie wydiuzonym
okresem poéttrwania w krwiobiegu (4-5 tygodni), co
pozwala na dawkowanie tego leku raz na tydzien,
2 lub 4 tygodnie, w porownaniu z konwencjonalng
terapig substytucyjna [3, 8]. Druga nieoceniong
korzy$cig stosowania Hemlibra® u chorych na HA
jest, w przeciwienstwie do stosowania standardo-
wych koncentratow FVIII, podskorna droga jego
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podania i zwiazany z tym wzrost komfortu i jako$ci
zycia tej grupy pacjentow. Z powyzszych powo-
dow, lecz przede wszystkim ze wzgledu na jego
skuteczno$¢ w hamowaniu krwawien, stosowanie
emicizumabu szybko ro$nie na calym $wiecie. Lek
ten obecnie jest dopuszczony do uzytku kliniczne-
go w wielu krajach, przy czym w Polsce na dzien
06.01.2024 roku moze by¢ zastosowany jedynie
u pacjentow z ciezka HA powiklang inhibitorem
1w wyjatkowych przypadkach u pacjentow z ciezka
postacig hemofilii A bez inhibitora.

Poszukiwania idealnego sposobu leczenia HA
1 pomyS$lny rozwdj terapii mimetycznej FVIIla
z wykorzystaniem emicizumabu stal sie napedem
do opracowania kolejnych bispecyficznych prze-
ciwcial nowej generacji opartych na tym koncep-
cie dzialania i przeznaczonych do podskérnego
profilaktycznego leczenia HA z inhibitorami i bez
nich. W literaturze w 2021 roku pojawily sie donie-
sienia dotyczace opracowania przez Novo Nordisk
czasteczki o nazwie denecimig (Mim8), bedace;j
ludzkim, bispecyficznym przeciwcialem nowej
generacji, ktore podobnie jak emicizumab nasladuje
dziatanie FVIIIa, tworzac kompleks z FX 1 FIXa na
fosfolipidowej powierzchni aktywowanych plytek
krwi w celu przyspieszenia aktywacji FX [4, 7, 11,
15, 16]. Dane z badan i vitro z uzyciem ludzkiej
krwi, jak rowniez zwierzecych modeli HA, wskazu-
ja, ze Mim8 okolo 15-krotnie zwieksza wytwarzanie
trombiny w poréwnaniu z analogem emicizumabu
[6, 15-17]. To, co rozni Mim8 od emicizumabu, to
skonstruowanie monowalentnego ramienia anty-
-FIXa, ktore silniej stymuluje aktywno§¢ proteoli-
tyczng FIXa w celu aktywacji FX [6, 15]. Lek ten
przeznaczony jest do podskornego profilaktycznego
leczenia pacjentow z HA z inhibitorami lub bez,
a jego skuteczno$é, bezpieczenstwo, farmakoki-
netyka 1 farmakodynamika aktualnie oceniania jest
w badaniach klinicznych. Biezace dane z badan
klinicznych wykazaly, ze czas poéltrwania (t1/2)
Mim8 wynosil okofo 30 dni, co potwierdza moz-
liwo$¢ dawkowania leku raz na tydzien lub raz na
miesiac [1, 6].

Inne bispecyficzne mimetyki FVIII nowej gene-
racji, bedace w opracowywaniu, to NXT007 (Chugai
Pharmaceutical Co, Roche) oraz BS-027125 (Bio-
verativ, Sanofi), znajdujace sie obecnie w fazie
oceny przedklinicznej [1, 3, 7, 11, 18, 19].

Opublikowane dotychczas dane kliniczne
wskazuja, ze schemat leczenia mimetykami FVIIIa
zapewnia osiggniecie stabilnej i trwalej odpowiedzi,
dlatego monitorowanie leku w celu dostosowania
dawki nie jest wymagane. Stosowanie leku zgodnie
z ustalonym schematem zapewnia osiggniecie po-

zadanego stezenia leku 1jego pozostawanie w kra-
zeniu nawet przez kilka miesiecy po wstrzyknieciu
ostatniej dawki [14]. Sytuacje kliniczne, w ktorych
aktualnie eksperci zgadzajg sie, ze monitorowanie
laboratoryjne i kontrolowanie hemostazy moga by¢
przydatne, to: zabiegi chirurgiczne, krwawienia
przebijajace mimo stosowanej profilaktyki, krwa-
wienia w nastepstwie urazow oraz weryfikacja
skuteczno$ci prowadzonego leczenia [10, 20, 21].
Nalezy podkresli¢, ze nowatorski charakter
1 sposob dzialania czasteczek mimetykow FVIIIa
niesie ze sobg znaczace implikacje w dotychcza-
sowe algorytmy laboratoryjnego monitorowania
leczenia hemofilii. Okres poéltrwania czgsteczki
mimetyku, na przykiad emicizumabu, wynosi
4-5 tygodni, co sprawia, zZe terapia ta moze wply-
wac na wyniki badan laboratoryjnych przez okres
do 6 miesiecy po podaniu [12, 22]. Swiadomo§¢
wplywu stosowania wspomnianej powyzej terapii
mimetycznej na testy laboratoryjne hemostazy
jest warunkiem niezbednym do sprawnego posiu-
giwania sie nimi i wla§ciwego interpretowania ich
wynikow. W niniejszym artykule omowiono wplyw
dziatania lekdw bedacych mimetykami FVIIIa na
poszczeg6lne testy hemostazy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem monitorowania skojarzonej terapii
substytucyjnej koncentratami FVIIL.

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
podstawowe 1 specjalistyczne hemostazy

Jak wspomniano, omawiane mimetyki to czg-
steczki nasladujace aktywowany FVIII, ktore w od-
roznieniu od biatka FVIII, nie wymagaja aktywacji
ze sprzezeniem zwrotnym za poSrednictwem trom-
biny [12, 23, 24]. Ta cecha czgsteczek mimetykow
istotnie wplywa przede wszystkim na rutynowy
test hemostazy, jakim jest czas czeSciowej trom-
boplastyny po aktywacji (aPTT, activated partial
thromboplastin time) oraz wszystkie testy jemu po-
chodne (tab. 2) [8, 12, 14-16, 20]. Test aPTT ulega
bowiem nadmiernemu skroceniu w r6znym stopniu
zaleznie od stosowanego odczynnika, zwykle po-
nizej prawidiowego zakresu referencyjnego [8, 13,
14, 25]. Co wazne, ze wzgledu na to, iz mimetyki
FVIlIa sa lekami diugodzialajagcymi, skrocenie to
wystepuje juz po podaniu pierwszej dawki leku, na-
wet przy bardzo matych jego stezeniach i moze sie
utrzymywac przez kilka miesiecy po odstawieniu
leczenia [12, 14, 22]. Dodatkowo warto zauwazyc,
ze pomiar aPTT u pacjenta leczonego mimetykami
FVIIIa nie nadaje sie do monitorowaniu tej terapii,
ale jego wydluzenie moze wskazywac na nieprze-
strzeganie przez pacjenta zalecen lekarskich lub na
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Tabela 2. Wptyw mimetykéw FVIII na wyniki wybranych testow krzepniecia (zmodyfikowano za: [8, 9, 22, 26, 27])

Rodzaj testu laboratoryjnego hemostazy Wynik Wynik Komentarz
fatszywy wiarygodny

Testy rutynowe

aPTT 4 Wynik fatszywie skrécony (nawet
< 205s)
Efekt widoczny juz przy minimal-
nym stezeniu leku (> 5 ug/ml)

Test korekcji aPTT v Wynik fatszywie ujemny

PT v Wynik prawidtowy lub nieznacz-
nie wydtuzony

Fibrynogen (metoda Claussa) 4 Brak wptywu

T v Brak wptywu

Testy specjalistyczne

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem koagulacyj- Vv Wynik fatszywie zawyzony. War-

nym jednostopniowym tos¢ od kilkuset do nawet kilku
tysiecy 1U/dI (%)

Oznaczenie aktywnosci FIX, FXI i FXII testem koa- Vv Wynik fatszywie zawyzony. Pomiar

gulacyjnym jednostopniowym oparty na aPTT

Oznaczenie aktywnosci FlI, FV, FVII i FX testem v Brak wptywu

koagulacyjnym jednostopniowym Pomiar oparty na PT

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego v Wynik fatszywie ujemny. Wskazuje

FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metoda na brak inhibitora

koagulacyjna

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem chromogen- Vv Wynik fatszywie zawyzony. Sta-

nym z uzyciem odczynnika pochodzenia ludzkie- nowi ,surogat” dziatania leku u

go (FX, FIX) pacjenta bez leczenia FVIII

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem chromogen- v Brak wptywu

nym z uzyciem odczynnika pochodzenia woto-

wego (FX)

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego 4 Brak wptywu

FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metoda

chromogenng z uzyciem odczynnika pochodze-

nia wotowego (FX)

Oznaczenia testem immunologicznym (Elisa) v Brak wptywu

Oznaczenie anty-Xa testem chromogennym v Brak wptywu

aPTT (activated partial thromboplastin time) — czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji; PT (prothrombin time) — czas protrombinowy; TT (thrombin time)

— czas trombinowy, FVIII (factor VIll) — czynnik VIII; FX (factor X) — czynnik X

wytworzenie tak zwanych przeciwcial przeciwle-
kowych (ADA, anti-drug antibody) [9, 13].

W przypadku pozostatych rutynowych testow
hemostazy odnotowano klinicznie nieistotny wptyw
emicizumabu i mim8 na pomiar czasu protrombi-
nowego (PT, prothrombin time) zaleznie od stoso-
wanego odczynnika, a zwigzane z nim oznaczenia
czynnikéw II, V, VII, X réowniez pozostaja bez

istotnych zmian [8, 9, 14, 22, 27, 28]. Pomiar czasu
trombinowego (T'T, thrombin time) oraz oznaczenie
stezenia fibrynogenu metoda Claussa pozostajg
takze bez istotnego klinicznie wptywu dziatania
omawianego leku [8, 27].

Testy specjalistyczne oparte na pomiarze
aPTT, sluzace miedzy innymi badaniu aktywnosci
czynnikow szlaku wewnatrzpochodnego uktadu
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krzepniecia VIII, IX, XI i XII, wykazuja fatszy-
wie podwyzszona warto$S¢ [14, 20, 25]. Efekt ten
dotyczy takze pomiaru aktywno$ci biatka C 1 S
testem koagulacyjnym oraz testu odpornosSci na
aktywowane bialko C (APCR), jezeli sa one wy-
konywane na podstawie pomiaru aPTT [8, 14, 22,
28, 29]. U wszystkich pacjentow z HA leczonych
emicizumabem, ktérzy wymagaja leczenia hepa-
ryna, do pomiaru stezenia leku nalezy stosowac
chromogenny test anty-Xa [8, 14]. Ponadto testy
stuzace wykrywaniu inhibitorow FVIII, tj. test
przesiewowy oparty na pomiarze aPTT mieszaniny
osocza badanego z osoczem prawidlowym (tzw.
test korekcji) oraz test Bethesda z pomiarem FVIII
testem koagulacyjnym jednostopniowym wykazuja
falszywie ujemny wynik [8, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na oznaczanie
FVIII w osoczu

Na podstawie og6lno§wiatowych do§wiadczen
ze stosowania u pacjentow z HA emicizumabu,
wiadomo, ze diugoterminowa profilaktyka krwa-
wien z zastosowaniem tej grupy lekow istotnie
zmniejsza ryzyko ich wystepowania. Jednakze
w przypadku konieczno$ci leczenia krwawien
zidentyfikowanych jako krwawienia przebijajace,
badz bedace skutkiem urazu lub tez koniecznoSci
wykonania zabiegu inwazyjnego, lub wdrozenia
ITI, moze zaistnie¢ konieczno$¢ rownoczesnego
zastosowania mimetyku FVIIIa i koncentratu FVIII,
a woweczas istotny jest wlasciwy dobor testow po-
zwalajacych na wiarygodne monitorowanie takiej
terapii [8, 10, 14, 21]. Nalezy jednak podkreslic, ze
w zbiorczej analizie badania HAVEN 1-4 podczas
stosowania profilaktyki emicizumabem krwawienia
przelomowe, zaré6wno samoistne, jak i pourazowe,
wystepowaly bardzo rzadko [3].

W rozpoznawaniu i monitorowaniu leczenia
HA s3 wykorzystywane dwie glowne strategie
pomiaru aktywnos$ci FVIII w osoczu: jednoetapo-
wy test koagulacyjny (FVIIIL:C, FVIII coagulation
activity) 1 test chromogenny [4, 21, 25]. Aktualnie
w leczeniu HA dostepna jest do$¢ szeroka gama
osoczopochodnych lub rekombinowanych (rFVIII,
recombinant factor VIII) koncentratow czynnika
VIII o standardowym (SHL, standard half life) lub
przedluzonym okresie pottrwania (EHL, extended
half life) [12, 30]. W literaturze juz od lat sg opisy-
wane rozbieznosci w wynikach aktywnosci FVIII
mierzonej testem koagulacyjnym i chromogennym
[4, 12, 25]. Poczatkowo dotyczyly one klasyfikacji
nieciezkiej HA, potem za$ jako nastepstwo wpro-
wadzania na rynek zmodyfikowanych strukturalnie

czasteczek FVIII (rFVIII, EHL), a takze terapii
genowej HA [4, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
koagulacyjne FVIII

NajczesSciej stosowanym na Swiecie testem do
oznaczania aktywno$ci FVIII jest test koagulacyjny
jednostopniowy, oparty na pomiarze aPTT. Test ten
stuzy badaniu aktywnos$ci koagulacyjnej FVIII:C
w diagnostyce, klasyfikacji oraz monitorowaniu
leczenia substytucyjnego HA. Z uwagi na to, ze
Hemlibra® 1 Mim8 powoduja znaczne skrocenie
aPTT, aktywnos$¢ FVIIL:C w tym teScie jest fal-
szywie zawyzona [14]. Wyniki przeprowadzonych
dotychczas badan sugeruja, ze stopien przeszaco-
wania wyniku FVIII:C jest w pewnym stopniu za-
lezny od zastosowanych odczynnikow aPTT, ktore
roznig sie miedzy sobg zawartym aktywatorem lub
fosfolipidami [4, 12]. Z tego powodu u pacjentow
stosujacych mimetyki FVIIIa test FVIIL:C jest
niemiarodajny i w tym przypadku nie zaleca sie
jego wykonywania [8, 22, 25, 31].

Warto nadmienic, ze w praktyce laboratoryjne;j
znalazla zastosowanie pewna modyfikacja testu
FVIII:C polegajaca na zastosowaniu swoistego dla
leku kalibratora. Ten zmodyfikowany test zostal
zwalidowany dla czasteczki emicizumabu, umozli-
wiajac w ten sposob iloSciowe okreslenie stezenia
leku w osoczu pacjenta (patrz ponizej) [12, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
chromogenne FVIII

Do monitorowania aktywnosci FVIII u pacjen-
tow z HA stosowany jest takze test chromogenny,
przy czym badanie to jest zwykle trudniej dostepne
1 ograniczone do o$rodkow leczenia hemofilii [14].
Przeprowadzone dotychczas badania dowiodty,
ze z uwagi na falszywie zawyzong wartoS¢ FVIII
w teScie koagulacyjnym, do monitorowania tera-
pii substytucyjnej FVIII u pacjentéw stosujacych
mimetyki FVIIIa (emicizumab, Mim8) powinno
sie stosowac test chromogenny [9, 10, 14, 15, 25].
Dostepne na rynku testy chromogenne réznia sie
miedzy sobg zrodiem wchodzacych w jego skiad
czynnikow aktywujacych reakcje krzepniecia: FIXa
1 FX, ktore moga by¢ pochodzenia ludzkiego (%,
human) lub wolowego (b, bovine) [4]. Poniewaz
mimetyki FVIIIa wiaza tylko ludzkie FIXa i FX,
w testach chromogennych zawierajacych FIXa
1 FX pochodzenia wolowego nie obserwuje sie
interferencji i skrocenia aPTT, gdyz ta bispecy-
ficzna czgsteczka nie wchodzi z nimi w reakcje
[4, 12, 21]. Dlatego wias$nie, zgodnie z aktualnymi
zaleceniami, u pacjentdéw leczonych emicizumabem
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nalezy wykonywac pomiar aktywnoSci infuzyjne-
go FVIII testem chromogennym z odczynnikami
pochodzenia wolowego [np. zestawami Coamatic
FVIII test (Chromogenix), Coatest SP (Chromo-
genix) lub FVIII Chromogenic FVIII (Siemens)],
Electrachrome FVIII (IL Werfen), TriniCHROM
FVIIL:C (Stago) [4, 8, 9, 14, 22, 25]. W przypadku
stosowania hybrydowych zestawow laboratoryj-
nych zawierajacych bFX i hFIXa [np. Technochrom
FVIII:C (Technoclone), Rossix FVIII (Rossix),
BIOPHEN FVIII:C (Hyphen-Biomed)] zaleca sie
wstepng walidacje 1 lokalng weryfikacje wiarygod-
nosSci oznaczen FVIII [4, 8, 9, 15, 25].

Warto pamietaé, ze testy chromogenne, ktore
zawierajag hFIXa i hFX, sa w sposob zalezny od
stezenia wrazliwe na obecno$¢ mimetyku FVIIIa,
przy czym nie sg one specyficzne tylko i wylgcznie
dla leku, gdyz mierza takze obecno$§é endogennego
lub infuzyjnego FVIII w badanym osoczu [10, 12,
14, 32].

Wplyw mimetykow FVIIIa na oznaczanie
inhibitora FVIII (anty-hFVIII)

U kazdego pacjenta z HA powiklang inhibito-
rem w ramach rutynowej opieki zaleca sie regu-
larng kontrole miana (stezenia) inhibitora FVIII
[14]. Wymaganie to dotyczy takze grupy pacjentow
leczonych profilaktycznie mimetykami FVIIIa
z pozytywnym wywiadem na obecno$§¢ inhibitora.
Oznaczenie miana inhibitora (przeciwcial) wobec
ludzkiego FVIII (anty-hFVIII) w laboratorium naj-
czesciej wykonuje sie, zgodnie z rekomendacjami,
z uzyciem testu Bethesda w modyfikacji Nijmegen
(NBA, Nijmegen Bethesda Assay) [4, 25]. Test ten
jest testem wieloetapowym, ktory miedzy innymi
obejmuje pomiar aktywnosSci resztkowej FVIII
wykonywany rutynowo metodg koagulacyjna jedno-
stopniowa [8, 14]. Z uwagi na to, ze jest on zalezny
od pomiaru aPTT, wynik miana inhibitora FVIII
w tym przypadku takze nie jest wiarygodny, gdyz
wskazuje na falszywa jego nieobecno$¢ lub znacz-
nie zmniejszong zawartoSc [12, 14, 20]. Wstepna
procedura laboratoryjna, w postaci ogrzewania
probki osocza badanego w 56°C przed wykonaniem
testu Bethesda, nie eliminuje interferencji leku [4,
8,12, 14]. Dlatego tez, aby okresli¢ miano inhibito-
ra FVIII u pacjenta otrzymujacego mimetyk FVIIIa,
do oceny aktywnos$ci resztkowej FVIII w teScie
Bethesda nalezy wykorzystywaé pomiar chromo-
genny z uzyciem odczynnikow wotowych [8-10, 25,
31]. Zgodnie z zaleceniami ekspertow uwaza sie,
ze w kazdym os$rodku leczenia HA powinny by¢
dostepne odpowiednie testy do monitorowania in-

hibitora FVIII, w tym takze modyfikacja z pomiarem
chromogennym FVIII z wotowym FXa [22, 25]. Co
wazne, w praktyce w celu zapewnienia spojnoSci
diagnostyki inhibitora FVIII rekomendowane jest
oznaczenie miana inhibitora FVIII przed rozpocze-
ciem terapii lekiem Hemilibra® przy uzyciu tego
samego testu chromogennego, ktéry bedzie sto-
sowany podczas terapii emicizumabem [8, 9, 26].

Pomiar stezenia leku w osoczu

Jak wspomniano powyzej rutynowe oznaczanie
stezenia mimetyku FVIIIa w celu dostosowania
dawki nie jest uwazane za konieczne, jednak ba-
danie to w pewnych sytuacjach moze by¢ bardzo
przydatne (m.in. w sytuacji podejrzenia wytwo-
rzenia przeciwcial przeciwlekowych) [3, 8, 9]. Co
wiecej aktualnie eksperci zalecajg, aby w oSrodkach
leczenia hemofilii dostepne byly testy monitorujace
takze stezenie emicizumabu [14, 22, 25]. Ponad-
to w zaleceniach niemieckich opublikowanych
w 2020 roku okreslono czestotliwo$¢ monitoro-
wania stezenia emicizumabu po 1 tygodniu od
ostatniej dawki nasycajacej, nastepnie co 3 mie-
sigce przez rok i kolejno co 6 do 12 miesiecy lub
w przypadku braku skutecznosci [22, 31]. Obecnie
w literaturze dostepnych jest najwiecej danych
dotyczacych emicizumabu, mozna jednak zalozy¢,
ze zasady wykonywania pomiaru stezenia kazdego
mimetyku FVIII beda wykonywane w analogiczny
sposob.

W celu oznaczenia stezenia mimetyku FVIII
najczesciej (glownie dla emicizumabu) korzysta sie
ze zmodyfikowanego testu opartego na pomiarze
aktywno$ci FVIII metodg koagulacyjng jednostop-
niowa w rozcienczonym osoczu pacjenta, w odnie-
sieniu do swoistego dla leku kalibratora [8, 9, 12,
14, 25, 31]. Obecnie komercyjnie jest dostepny
kalibrator dla emicizumabu, wyprodukowany w ze-
stawie wraz z kontrolami testu (R2 Diagnostics,
Enzyme Research Laboratories, https://r2diagno-
stics.com/), ktory zawiera 100 ug/ml emicizumabu
1 moze by¢ zastosowany na roznych platformach
analizatorow [8, 12, 13]. W dotychczas przepro-
wadzonych badaniach przy oznaczeniach stezenia
Mim8 wykorzystywano jako material referencyjny
porcje leku, o odpowiednio dostosowanym stezeniu
[15]. W przypadku pomiaru stezenia emicizumabu
stosowano wieksze rozcienczenie probki w porow-
naniu z jednoetapowym testem FVIII (wstepne
rozcienczenie probki w analizatorze 1:8), co umoz-
liwia pomiar zakresu emicizumabu (10-100 ug)
w badanej probce osocza [4, 12]. Wykazano, ze
stezenia emicizumabu uzyskane za pomocg zmo-
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dyfikowanego jednoetapowego testu FVIII koreluja
istotnie ze stezeniami okreSlonymi za pomocg
testu immunoenzymatycznego (ELISA) stosowa-
nego wczesniej w badaniach klinicznych HAVEN.
Ponadto w kazdym laboratorium rekomendowana
jest weryfikacja metody z uzyciem odczynnikow
stosowanych lokalnie; w badaniach wykazano zado-
walajaca powtarzalno$¢ testu pomimo stosowania
roznych systemow pomiarowych (odczynnikow
APTT, osocza deficytowego FVIII 1 analizatorow)
[8, 13]. Do oznaczenia stezenia leku mozliwe jest
takze wykorzystanie metody chromogennej do
pomiaru FVIII w odniesieniu do opisanego powyzej
kalibratora [8, 12, 22, 24]. Przy interpretacji wyniku
oznaczen stezenia emicizumabu nalez wzig¢ pod
uwage fakt, ze ewentualne rownolegle stosowanie
koncentratu FVIII i/lub preparatéw omijajacych
inhibitor moze powodowac zawyzenie stezenia leku
[20]. Wowczas gdy zajdzie konieczno$¢ oznaczenia
stezenia emicizumabu w osoczu w obecno$ci FVIII,
mozna rozwazy¢ inaktywacje termiczng probki
osocza [4].

W przypadku pacjentow z podejrzeniem obec-
noSci przeciwcial neutralizujacych anty-emicizu-
mab, Swiatowa Organizacja Hemofili (WFH, World
Federation of Hemophilia) zaleca pomiar stezenia
emicizumabu przy uzyciu zmodyfikowanego jed-
nostopniowego testu obejmujacego wspomniany
dodatkowy etap wstepnego rozcienczenia osocza
badanego oraz kalibracje testu przy uzyciu specy-
ficznych kalibratoréw emicizumabu [25]. W tym
celu moga by¢ rowniez stosowane zatwierdzone

testy mierzace w sposob bezposredni obecnosé
przeciwcial przeciwlekowych, jesli sa one do-
stepne.

Pomiar przeciwcial przeciwlekowych
(anty-emicizumab)

Warto podkresli¢, ze w przypadku kazdej te-
rapii farmakologicznej istnieje niewielkie ryzyko
rozwoju przeciwcial przeciwlekowych (ADA). Po-
dejrzenie wytworzenia ADA pojawia sie w chwili,
gdy u pacjenta zwieksza sie czesto$¢ krwawien
przetomowych i dochodzi do wydiuzenia aPTT.
Stosowanie emicizumabu wigzalo sie z rozwojem
ADA u 5,1% pacjentow (34/668), ktorzy uczest-
niczyli w badaniach klinicznych HAVEN 1-4 [3].
U wiekszosSci z nich nie zaobserwowano istotnej
zmiany stezenia emicizumabu w osoczu oraz
zwiekszenia czestoSci wystepowania krwawien, zas
przeciwciala neutralizujace lek wykryto w < 1%
przypadkow [3, 8]. Ponadto pojawienie sie ADA nie
wplywa na skuteczno§¢ leczenia substytucyjnego
FVIII lub terapii omijajacej inhibitor [3]. Z uwagi
na to, ze dotychczas nie opracowano komercyjnie
dostepnych zestawow laboratoryjnych stuzacych
bezpos$redniemu wykrywaniu ADA, w przypadku
podejrzenia wytworzenia przeciwcial przeciwko
emicizumabowi zalecane jest oznaczenie stezenia
leku we krwi pacjenta [8, 9, 14, 22].

Podsumowanie wykorzystania omowionych
powyzej testow laboratoryjnych do monitorowania
mimetyku FVIIIa zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Podsumowanie zastosowania wybranych testéw hemostazy w obecnosci mimetyku FVilla (zmodyfikowa-

no za: [8, 9, 12, 14, 25])

Cel badania Test laboratoryjny

Obecnos¢ leku

Test chromogenny do pomiaru FVIIl z czynnikami pochodzenia ludzkiego (hFIXa i hFX)

Pomiar stezenia leku zmodyfikowanym testem koagulacyjnym do pomiaru FVIII skalibrowa-
nym wobec specyficznego kalibratora

Aktywnos¢ FVIII po infuzji Test chromogenny do pomiaru FVIII z FXa pochodzenia wotowego (bFX) i FIXa pochodzenia
wotowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Inhibitor wobec FVIII

Test Bethesda z pomiarem FVIII testem chromogennym z FXa pochodzenia wotowego (bFX)

i FIXa pochodzenia wotowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Stezenie leku
bratora

Zmodyfikowany test koagulacyjny do pomiaru FVIII skalibrowany wobec specyficznego kali-

Infuzja koncentratu FVIII zawyza wynik

ADA Brak testu bezposredniego

Wydtuzenie aPTT moze wskazywac na obecnos¢ ADA

Zmodyfikowany test koagulacyjny FVIII do pomiaru stezenia leku

h (human) — ludzki; b (bovine) — wotowy, FIXa (activated Factor IX) — aktywnowany czynnik IX; FX (Factor X) — czynnik X
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Pomiar generacji trombiny

Dotychczas nie ustalono roli globalnych testow
oceniajacych hemostaze, w tym pomiaru generacji
trombiny, w monitorowaniu pacjentow stosujacych
mimetyk FVIIIa [8, 9]. Mimo tego, ze test gene-
racji trombiny (TGA, thrombin generation assay)
nie jest rutynowo stosowanym testem hemostazy
w praktyce klinicznej, glownie ze wzgledu na trud-
noSci w interpretacji, niska powtarzalnos$c i mata
dostepnosé, to niejednokrotnie w literaturze dono-
szono o jego przydatno$ci w odniesieniu do oceny
potencjalu hemostazycznego mimetykoéw FVIIla,
zwlaszcza emicizumabu. Szczegolnie ciekawe wy-
daja sie proby wykorzystywania tego testu do oceny
wytwarzania trombiny w probkach pochodzacych
od pacjentow lub przygotowanych iz vitro w modelu
ze skojarzonym leczeniem FVIII, rVIIa i aPCC [3,
24, 33]. Gtownym zamyslem tych badan jest analiza
in vitro wplywu terapii BPA u pacjenta leczonego
mimetykami FVIIIa przed ich podaniem pacjentowi.
Probuje sie takze wykorzysta¢ TGA do okoloope-
racyjnej kontroli krwawien, aby zminimalizowac
potencjalne ryzyko zdarzen zakrzepowych [20].

Podsumowanie

Wprowadzenie do leczenia hemofilii A terapii
niesubstytucyjnej z uzyciem dlugodzialajacych,
podskornych mimetykow FVIIIa stanowi znaczny
postep w leczeniu tej grupy chorych. Stosowanie
u pacjentow z HA tych nowoczesnych czgsteczek
1 ich nowatorski sposob dzialania wymagaja stalej
edukacji personelu medycznego, w tym persone-
lu laboratorium, poniewaz $wiadomo$§é wplywu
lekow nowej generacji na testy laboratoryjne
hemostazy jest kluczowym elementem procesu
diagnostycznego. Dostepnos$¢ odpowiednich te-
stow laboratoryjnych i1 stale podnoszenie wiedzy
dotyczacej lekow nowej generacji jest szczegoblnie
wazne w oSrodkach majacych pod opieka pacjentow
z hemofilia, gdyz by¢ moze w przyszioSci terapia
mimetyczna stanie sie dominujgcym paradygmatem
w leczeniu HA. Monitorowanie tych nowoczesnych
opcji leczenia HA moze zatem wymagac cigglego
dostosowania odpowiednich testow, tak by dostar-
czy¢ klinicystom wiarygodne ich wyniki. Ponadto
niewykluczone, ze mimetyki FVIIIa znajda takze
zastosowanie w leczeniu profilaktycznym krwa-
wien w chorobie von Willebranda i nabytej hemofilii
A (wskazanie dla emicizumabu w trakcie badan
klinicznych) [3, 7].

Konflikt interesow

EO — uczestniczyla w badaniach klinicznych
1 otrzymywata wynagrodzenie za wygloszone wy-
klady od firm: Baxalta, Baxter, Shire, Takeda, Novo
Nordisk, Roche, SOBI, Siemens, Werfen
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Introduction

Pathogen inactivation in blood components
was the subject of more than a dozen papers pre-
sented at the 33" Regional ISBT Congress, held
in Gothenburg (June 17-21, 2023). The outcome
of testing pathogen-reduced blood components
was demonstrated both during the Parallel Session
8: Pathogen inactivation and the poster session
(Blood products, Pathogen inactivation).

Axel Seltsam of the Bavarian Red Cross, held
oral presentation on the current status of the
implementation of pathogen inactivation methods
in blood components. He stressed the growing
interest in inactivation methods as result of the
spread of infectious agents from endemic regions
an example of which was the recent global CO-
VID-19 pandemic. Thanks to pathogen inactivation
systems the transfusion of blood components is
now safer and the components are more available.
Pathogen inactivation methods reduce the risk of
transmitting bacteria (particularily in PC), para-
sites and viruses. Some of them also inactivate
T lymphocytes which is crucial for prevention
of Transfusion-Associated Graft-versus-Host-
-Disease (TA-GvHD). Nowadays, pathogen inacti-
vation systems are routinely used for plasma and
PC and their mechanism of action is based on pho-
todynamic and photochemical reactions. Although

several methods for pathogen inactivation in whole
blood (WB) and in red blood cells (RBCs) are al-
ready available none has yet been implemented
for routine use. Most advanced and promising are
two methods; for pathogen inactivation in whole
blood (the Mirasol PRT system) and in RBCs with
amustalin and glutathione. In the opinion of some
presenting authors the low interest in pathogen
inactivation methods observed in some countries
may be related to anxiety over potentially lower
effectiveness of pathogen-reduced blood compo-
nents, expensive procedure and possible adverse
reactions. However the first clinical trials have
already demonstrated sufficient clinical efficacy and
an acceptable safety profile of pathogen-reduced
blood components, though in some clinical settings
more transfusions may be required. The authors
stressed the point that although pathogen inactiva-
tion was indeed associated with higher workload,
the recent economic evaluations and studies of the
benefit-risk ratio suggest that implementation of
pathogen inactivation for plasma and PC signifi-
cantly reduces the risk of transfusion-transmitted
infection when new pathogens emerge [1]. In
another oral presentation, a representative of
several French blood transfusion centers (Paris,
Marseille, Nantes, Rennes, La Plaine St-Denis)
summarized the impact of implementation of 100%
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of pathogen-reduced PC in additive solution on
their manufacture and issue as well as the risk of
transfusion-transmitted infections. In France, the
Intercept system was implemented into routine use
in November 2017. In a survey that covered the
years 2013-2022, the risk of pathogen transmission
was compared before and after the implemention of
pathogen inactivation. The percentage of PCs from
whole blood (with additive solution) increased from
51% in 2013 to 72% in 2022. In 2019 the storage
time of pathogen-reduced PC was extended up to
7 days. In 2018, the percentage of PC for separa-
tion was 30%, while in 2022 it already accounted
for 96.5%. In 2017, apheresis PCs, were still not
subject to separation and in 2022 the percentage
was 11%. It was also stressed that implementation
of pathogen inactivation for PC extended storage
duration which resulted in lower wastage due to
shelf life. Although pathogen-reduced PC had lower
platelet count and more transfusions were necessa-
ry, the total number of transfused PCs per patient
increased only slightly. A significant reduction of
bacterial transmission with transfused pathogen-
-reduced PCs was also reported [2].

Poster session

The poster session (Pathogen inactivation)
included 11 presentations referring to methods of
pathogen inactivation in blood components. Four
presentations were devoted to the Intercept sy-
stem. One poster dealt with RBCs obtained from
WB pathogen-reduced in the Mirasol PRT system
and another referred to PCs pathogen reduced in
the Mirasol PRT system. One poster was devoted
to comparative studies of the Intercept and the
Mirasol PRT systems. Two centers presented pilot
studies — one with the Theraflex UV Platelets sy-
stem, the other with amustalin and glutathione for
RBCs. Two posters focused on the Theraflex MB
Plasma system. Each of the 11 posters forwarded
information on the inactivation system which they
used; the collective data for all systems described
are presented in form of a Table 1.

Intercept system

For years now the Strasbourg Blood Transfu-
sion Center has been using the Intercept system
for pathogen reduction in PCs. Together with Cerus
representatives they presented an evaluation study
of in vitro quality of buffy-coat PCs treated with
prototype light-emitting diode (LED) iluminator
used instead of the conventional UVA light emitting

diode iluminator. Four study groups of PCs were

compared (n = 5 each):

— PC PAS-C (InterSol)/axis (55%/45%)
pathogen-reduced with conventional UVA
light emitting diode iluminator (INT100 at
320-400 nm, 3.9 J/cm?);

— PC with PAS-C/axis (55%/45%) pathogen-
-reduced with a prototype light emitting diode
(LED) iluminator (350 nm, 3.3 J/cm?);

— PC with PAS-E (SSP+)/plasma (55%/45%)
pathogen-reduced conventional UVA light
emitting diode iluminator;

— PC with PAS-E/plasma (55%/45%) and patho-
gen-reduced with a prototype light emitting
diode (LED) iluminator.

In vitro platelet quality and function were
assessed with multiple biochemical and functional
tests during 7 days of storage. In all study groups
platelet counts were stable throughout the storage
period. Integrin allbp3 and glycoprotein VI (GPVI)
expression remained stable, while the expression
of GPIba and GPV was lower in all study groups.
PCs treated with both UVA and LED light irra-
diation presented similar glucose consumption,
lactate levels, LDH release as well as pH values.
The analysis of results revealed that the use of
either the prototype light-emitting diode (LED)
iluminator or the UVA light emitting diode ilu-
minator INTERCEPT) had similar effect on the
metabolism, activation, viability and hemostatic
function of platelets in PCs from buffy-coat stored
for 7 days in PAS-C or PAS-E/plasma [3]. In 2021,
a report was published in the United States which
described a transfusion-transmitted bacterial infec-
tion (TTBI) in a recipient of apheresis PC which
had been pathogen reduced with the Intercept
system. Post-transfusion residual PC screening
revealed the presence of three bacteria — Staphy-
lococcus saprophyticus, Leclercia adecarboxylata and
Enterobacter soli. The stage at which contamination
occurred — collection or preparation — was not
determined. Assuming that the contamination oc-
curred prior to inactivation, the conclusion is that
inactivation with the Intercept system proved in-
effective against these pathogens. Cerus therefore
designed a study to evaluate the effectiveness of
inactivation of pure E. soli culture and in a mixture
with L. adecarboxylata and S. saprophyticus cultu-
res. For this purpose, a mixture of E. soli culture
and a mixture of E. soli, L. adecarboxylata and S.
saprophyticus cultures (1:1:1 ratio) were added
to an apheresis platelet unit and then pathogen-
-reduced using the Intercept system. Samples were
collected before and after the bacteria were added,
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Table 1. Pathogen inactivation systems for PC and plasma

System/parametr

Theraflex MB Plasma

Intercept

Mirasol PRT

Theraflex UV
Platelets

Type of blood
component

CE marking (year)

Photosensitizer

Photoproducts

Conditions

Additional steps

Single unit of plasma from
WB or apheresis

2000

Methylene blue

Azur A, B, C; thionone

Visible light (590 or

630 nm) 180 J/cm? UVA
(320-400 nm) 3 J/cm?2 UV
(280-400 nm)

6.24 J/cm? UVC (254 nm)
0.2 J/em?

Leukoreduction
(Plasmaflex); removal of
photosensitizer and pho-

PC Single unit of
plasma from WB
(pooled) or apheresis
PC in plasma or PAS
(InterSol, SSP+)

PC: 2002; plasma:
2006

Amotosalen hydro-
chloride (S-59)

Dimers S-59

UVA (320-400 nm)
3 J/cm?

Removal of photo-
sensitizer and photo-
products

Plasma; PC in plasma
or PAS (SSP+)

PC: 2007; plasma: 2008

Riboflavin (vit. B2)

Lumichrome, lumiflavin,
2'ketoflavin, 4-ketofla-
vin, mononucleotide,
flavin forms methylfla-
vin

UV (280-400 nm)

6.24 J/cm?

Not applicable

PC, plasma during
testing

PC: 2009

No photosensitizer
used

None

UVC (254 nm)
0.2 J/cm?

Not applicable

toproducts (Blueflex)

as well as after inactivation with the Intercept sy-
stem. None of the microbiological tests revealed
bacterial growth, which only proved the Intercept
system to be effective for these pathogens [4]. In
another poster presentation the authors stressed
the fact that in Europe, the Intercept system is
in routine use for pathogen inactivation in both
pooled and apheresis PC whereas in the USA
— mostly for apheresis PCs (TRIMA® in 100%
plasma or AMICUS® in a 65% PAS-3/35% plasma
mixture). In 2015, members of the WHO Expert
Committee on Biological Standardization (ECBS)
in collaboration with the Paul-Ehrlich Institute
(PEI), approved an expanded panel of bacterial
strains used for evaluation of methods strengthe-
ning microbiological safety of blood components
(Spindler-Raffel et al, Vox Sang. 2015). The aim of
the study presented by Cerus was to evaluate the
effectiveness of inactivation of a broad spectrum
of bacterial strains that were added to apheresis
PCs in plasma, to apheresis PCs in additive solu-
tion (65% PAS-3/35% plasma) and to plasma units.
The Intercept system was found to inactivate high
titers of K. pneumoniae and S. aureus in plasma.
Inactivation was effective for K. pneumoniae,

280

S. aureus, E. coli and S. epidermidis in PCs. The
data show the INTERCEPT system to be effective
for inactivation of WHO reference bacterial strains
responsible for transfusion-transmitted bacterial
infections [5]. A Swedish blood transfusion center
presented their own method of pooling and inacti-
vation of unused plasma. The Uppsala University
Hospital noted a high percentage of plasma waste
(about 25% of the whole 2018-inventory) initially
intended for patients with serious injuries (e.g.,
traffic accidents). Unused plasma units (e.g.when
the patient dies) are returned to the hospital blood
bank and can still be used up to 7 day storage.
Usually, however, they are destroyed. To prevent
the big waste, a method was devised to create po-
ols of unused plasma. For this purpose, 100 units
of leukocyte-reduced plasma units were frozen
(=-25°C), thawed after 7 days and then 10 pools (of
10 units each) were prepared. Each pool was then
divided into 4 (650 ml) sub-pools each of which was
subjected to inactivation in the Intercept system.
Following inactivation, each sub-pool was divided
into 3 units to finally give 120 units of inactivated
plasma (200 ml each) to be frozen and thawed as
required. The quality control tests revealed that
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freezing and thawing did not significantly affect
factor VIII activity and fibrinogen concentration,
the value of these parameters however were sig-
nificantly reduced as result of inactivation (though
the values were still acceptable; 69% and 87%
of the initial value for factor VIII and fibrinogen
content respectively). The authors concluded that
pooling 10 plasma units before inactivation may
contribute to standardization of the volume and
protein content in plasma units and reduction of
plasma waste to 12% [6].

Mirasol PRT system — pathogen
inactivation in platelet concentrate

Since 1990 when methods of pathogen inacti-
vation in blood components were implemented,
transfusions have become much safer. Inactivation
however adversely affects the quality of blood
components and leads to lower recovery of plate-
let cells in the recipient’s circulatory system. In
consequence, for some patients a higher number
of transfusions is required. With the aim of im-
proving the quality of platelets in leuko-reduced
PCs. Representatives of the Dutch Sanquin Blood
Bank decided to check whether such components
as pyruvate, glutathione and vitamin C added to
the additive solution (PAS-E) favorably affect the
post-inactivation quality of PCs. A pool of 10 buffy-
-coat PCs was divided into two sub-pooles: one with
PAS-E (T-PAS+ from Terumo BCT), the other with
PAS-E and glutathione, pyruvate and vitamin C.
Both sub-pools were inactivated using the Mirasol
PRT system and the components were stored for
up to 8 days. The analysis of results revealed that
pyruvate decreases glucose uptake, lactate forma-
tion and promotes better pH maintenance. Both
glutathione and vitamin C inhibit activation (CD62P
expression) and apoptosis (annexin V). The authors
emphasized that pyruvate and antioxidants in the
additive solution may mitigate some inactivation
effects. Further studies are however required to
confirm the beneficial effects of the modified for-
mula of the additive solution. Equally important
is to assess whether the modified content of the
additive solution improves platelet quality after
pathogen inactivation. [7].

Mirasol PRT system — pathogen
inactivation in whole blood

Despite years of research, no method of patho-
gen inactivation in RBCs has yet been implemen-
ted into routine use, although red blood cells are

the most often transfused blood component. The
Mirasol PRT system for pathogen inactivation in
whole blood was CE marked in 2015, this however
has not increased the interest in this method. The
staffs of the Regional Blood Transfusion Center
(RCKIiK) in Lodz and the Institute of Hematology
and Transfusion Medicine in cooperation with
Terumo, presented research on the quality of
leukoreduced RBCs (PAGSM) obtained from WB
inactivated with the Mirasol PRT system (Terumo
BCT) with the automated method (Reveos). The
study included 40 WB units which were divided
into 2 groups: study gtroup (S) — subjected to ina-
ctivation and control (C) which obtained/prepared
RBCs then stored at 2—-6°C for up to 42 days. The
expression of CD 44, CD 47 and annexin V antigens
was monitored. Comparison of the parameters on
storage day 1 and 42 demonstrated no significant
differences in CD44, CD47 or annexin V antigen ex-
pression, which suggests that the Mirasol system
of pathogen inactivation in WB has no effect on
the expression of the these antigens in RBCs [8].

Intercept system, vs. Mirasol PRT
system

In 2021 the Luxembourg Red Cross implemen-
ted some measures to upgrade their self-sufficiency
and to reduce PC waste related to shelf life. In their
study the quality of pathogen-reduced PCs in the
Mirasol PRT system and the Intercept system were
compared. The results pointed to the Intercept
system which was implemented and the storage
time of pathogen-reduced PCs was extended to
6 days. The quality of PCs during the initial period
of Intercept system implementation, particularily
apheresis PC, did not meet the standard for quality
control (QC). It was therefore decided to assess the
impact of the introduced changes on QC results,
to determine the number of components not mee-
ting the QC standards and to estimate the waste
related to shelf life — as well as to determine the
average ,,age” of the PCs issued. For comparison,
retrospective data was used (Pathogen-reduced
PCs using the Mirasol PRT system) as well as
current data (Pathogen-reduced PCs using the
Intercept system). In addition, a breakdown was
made into pooled PCs (Revos system, Terumo
BCT) and apheresis PCs (Trima, Terumo BCT).
PCs pathogen-reduced in the Intercept system
manifested a higher loss of platelets in the pooled
PCs which was attributed to the removal of residual
photosensitizing compound and its photoproducts
(compound adsorption device, CAD). No loss in

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 281



Journal of Transfusion Medicine 2023, vol. 16, no. 4

the platelet count was observed in apheresis PC
as the PCs subjected to inactivation always had
an above — standard platelet count. Moreover,
the duration of component issue was extended
from 2.73-4.03 days to 3.31-4.26 days (required
incubation with CAD).The extension of shelf life
and good QC parameters, have no adverse affect
on the overall process of PC production and quality.
The percentage of waste decreased and no increase
in the percentage of non-QC-compliant PCs was
recorded [9].

Theraflex MB Plasma System

Two posters were devoted to pathogen inacti-
vation in plasma using the Theraflex MB Plasma
System. They referred to the effectiveness of
bacterial and viral inactivation in plasma stored in
DEHP-free plastic containers [10, 11].

Theraflex UV-Platelets System

Representatives of the Bavarian Red Cross
came forward with a study on the implementation
of PC pathogen inactivation using the Theraflex
UV-Platelets system solely based on the properties
of short-wave UVC-light (UVC). The recipients of
PCs pathogen reduced with this method are not
exposed to as much as trace amounts of chemical
compounds. The purpose of the study was process
validation and qualitative assessment of pathogen-
-reduced PCs. 6 duplicate units of apheresis PC
were divided into study group (S) — pathogen-
-reduced with the Theraflex UV Platelet system
and a control group (C). All PC units were stored at
22°C with agitation. The quality control parameters
were within normal range, the average platelet
count in both groups was similar, and both groups
also demonstrated similar response to hypotonic
shock response and swirling. Although the glucose
consumption was higher in the test group, in both
cases (C and B) there were traces of glucose on
storage day 9 [12].

Pathogen inactivation technology using
amustaline (S-303) and glutathione
(GSH)

Under intensive investigation are curren-
tly pathogen inactivation methods dedicated for
erythrocyte-containing blood components. One
of them is the chemical method of pathogen ina-
ctivation with amustaline (S-303) and glutathione
(GSH).

S-303 efficiently crosses through cell memb-
ranes and viral capsids and incorporates into the
helical regions of nucleic acids to form interstrand
cross-linking by di-alkylating group. Among others,
S-303 also reacts with phosphates, proteins and
water. Glutathione (GSH) is added to prevent such
non-specific reactions. Numerous clinical studies
have reported the formation of neoantigens and
antibodies in susceptible patients following transfu-
sion of RBCs pathogen-reduced with the chemical
method (amustalin and glutathione). German scien-
tists have therefore conducted a pilot study to find
an optimal method of determining these antibodies.
The study demonstrated that in vivo recovery and
survival of red blood cells can be traced using Surfa-
ce acridine or biotin flow cytometric markers. The
authors stressed the fact that the acridine marker
requires no additional preparation steps [13].

Summary

The 33' ISBT Congress presented a wide
variety of papers on inactivation. The quality of
PCs inactivated in the new prototype illuminator
(Intercept system) was evaluated. The Intercept
system was assessed for the effectiveness of
pathogen inactivation against new bacterial strains
in the pathogen reduced PCs. A pilot study was
conducted to evaluate the benefits of introducing
new chemical compounds into the PAS-E additive
solution to improve the quality of PCs pathogen-
-reduced in the Intercept system. There was also
a study — rather controversial from the point of
view of Polish legal regulations, regarding ways
of reducing wastage of plasma units. One study
recalled the method of pathogen inactivation in PCs
solely with UVC. Although the method (used in the
Therflex UV Platelets system) was CE markled in
2009, its application seems to be somewhat limited.
Contrary to expectations and rather dissappointing
is the fact that so few studies were devoted to
pathogen inactivation in whole blood and packed
red blood cells. This implies that routine imple-
mentation of pathogen inactivation systems for
better safety of red-blood cell components is still
a long way off. Attention was also focused on new
challenges facing blood transfusion service — in-
cluding the need to change the plasticizer in kits
currently used for collection, preparation, inacti-
vation and storage. The variety of topics covered
at the conference only confirms the determination
to constantly upgrade the parameters of the blood
components and to provide safer and better quality
blood components.
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Wstep

W trakcie 33. Regionalnego Kongresu Inter-
national Society of Blood Transfusion (ISBT), ktory
odbyt sie w Go6teborgu w dniach 17-21 czerwca
2023 roku, przedstawiono kilkana$cie prac doty-
czacych inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skiadnikach krwi. Wyniki badan sktadnikow krwi
poddanych inaktywacji czynnikow chorobotwor-
czych przedstawiono podczas sesji rownoleglej
(Parallel Session 8: Pathogen inactivation) oraz sesji
plakatowej (Blood products, Pathogen inactivation).

Podczas prezentacji ustnej Axel Seltsam z Ba-
warskiego Czerwonego Krzyza przedstawit aktu-
alny stan wdrozenia metod inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w skladnikach krwi. Podkreslit,
ze rozprzestrzenianie sie czynnikow zakaznych
z regionow ich endemicznego wystepowania na
inne obszary, w tym niedawna globalna pandemia
COVID-19, nasility zainteresowanie metodami
inaktywacji, ktore zwiekszajac bezpieczenstwo
przetaczanych skladnikow krwi, zwiekszaja takze
dostepnosc¢ skiadnikow krwi. Metody inaktywacji
czynnikow chorobotworczych w sktadnikach krwi

ograniczaja ryzyko przeniesienia bakterii [szcze-
gblnie w przypadku koncentratu krwinek plytko-
wych (KKP)], pasozytow oraz wirusow, a niektore
z nich inaktywuja takze limfocyty T, stanowigc me-
tode stosowang w profilaktyce choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (TA-GVHD, transfusion-
-associated graft-versus-host-disease). Obecnie do
rutynowego stosowania wprowadzono systemy do
inaktywacji czynnikow chorobotworczych w osoczu
1 w KKP, ktorych zasada dziatania opiera sie na
reakcjach fotodynamicznych 1 fotochemicznych.
Wprawdzie opracowano kilka metod inaktywacji
czynnikoéw chorobotworczych w krwi pelnej (KP)
1 w koncentracie krwinek czerwonych (KKCz), to
nadal zadnej z nich nie wdrozono do rutynowego
stosowania. Najbardziej zaawansowane 1 budzace
najwieksze nadzieje na ich wprowadzenie sa dwie
metody — metoda inaktywacji czynnikow cho-
robotworczych w krwi pelnej przy zastosowaniu
systemu Mirasol oraz metoda inaktywacji w KKCz
z zastosowaniem amustaliny 1 glutationu. W czasie
prezentacji podkreslono, ze zbyt male zaintere-
sowanie wdrozeniem metod inaktywacji w wielu
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krajach jest spowodowane prawdopodobnie obawa
przed potencjalnie obnizona skuteczno§cig inak-
tywowanych skladnikow krwi, wzrostem kosztow
ich otrzymywania oraz ewentualnymi reakcjami
niepozadanymi. Jednakze juz wyniki pierwszych
badan klinicznych wykazaly, ze poddane inaktywacji
sktadniki krwi majg wystarczajaca skuteczno$¢
kliniczng 1 akceptowalny profil bezpieczenstwa,
chociaz w niektorych sytuacjach klinicznych sto-
sowanie inaktywowanych sktadnikow krwi moze
skutkowac zwiekszong liczbg przetoczen. Podczas
prezentacji podkre§lono, ze wprawdzie wprowa-
dzenie inaktywacji wiaze sie z wiekszym naktadem
pracy, to ostatnie badania stosunku korzysci do
ryzyka oraz oceny ekonomiczne sugeruja, ze sto-
sowanie inaktywacji w osoczu 1 w KKP znacznie
ograniczyltoby przeniesienie zakazenia w przypadku
pojawienia sie nowego czynnika chorobotworczego
[1]. W kolejnej ustnej prezentacji przedstawiciel
kilku francuskich centrow krwiodawstwa (Paryz,
Marsylia, Nantes, Rennes, La Plaine St-Denis) pod-
sumowal wplyw wdrozenia 100% inaktywacji czyn-
niko6w chorobotworczych w KKP/RW (koncentrat
krwinek ptytkowych w roztworze wzhogacajacym)
na ich otrzymywanie i wydawanie oraz na ryzyko
przeniesienia zakazenia wraz z przetaczanym
KKP. We Francji system Intercept wdrozono do
rutynowego stosowania w listopadzie 2017 roku.
Ryzyko przeniesienia czynnikow chorobotworczych
porownywano przed wprowadzeniem inaktywacji
1 po jej wprowadzeniu, obejmujac lata 2013-2022.
W podsumowaniu stwierdzono, ze odsetek otrzy-
mywanych KKP z krwi pelnej (mieszanina z roz-
tworem wzbogacajacym) wzrastat z 51% w 2013
roku do 72% w 2022 roku. Wydiuzenie czasu prze-
chowywania KKP inaktywowanego do 7 dni wpro-
wadzono w 2019 roku. W 2018 roku odsetek KKP
nadajacych sie do podzialu stanowit 30%, podczas
gdy w 2022 roku stanowit juz 96,5%. W przypadku
KKP z aferezy jeszcze w 2017 roku preparatow
tych nie poddawano dzieleniu, natomiast w 2022
roku odsetek dzielonych KKP z aferezy wynosit
11%. Podkreslono takze, ze wprowadzenie inak-
tywacji w KKP zaowocowalo wydluzeniem czasu
ich przechowywania, a w konsekwencji mniejszym
odsetkiem zniszczen z powodu przeterminowania.
Wprawdzie KKP inaktywowane charakteryzowaly
sie zmniejszong liczbg krwinek plytkowych, a pa-
cjenci wymagali zwiekszonej liczby przetoczen, to
calkowita liczba przetoczonych KKP na pacjenta
wzrosla nieznacznie. Stwierdzono takze istotne
ograniczenie przeniesienia bakterii wraz z przeta-
czanymi KKP [2].

Sesja plakatowa

W trakcie sesji plakatowej (Pathogen ina-
ctivation) przedstawiono 11 prac dotyczacych
metod inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi. Cztery prace odnosily sie do
systemu Intercept. Jedna z prac dotyczyta badan
KKCz otrzymanych z KP poddanej inaktywacji
w systemie Mirasol i jedna — KKP poddanych
inaktywacji w systemie Mirasol. Jedna praca do-
tyczyla badan porownawczych systemu Intercept
1 systemu Mirasol. Dwa osrodki przedstawity bada-
nia pilotazowe dotyczace inaktywacji — pierwszy
z wykorzystaniem systemu Theraflex UV Platelets,
za$ drugi z wykorzystaniem amustaliny 1 glutationu
dla KKCz. Dwie prace dotyczyty systemu Theraflex
MB Plasma. Ze wzgledu na fakt, ze kazda z 11 prac
we wprowadzeniu zawierala informacje dotyczace
opisywanego systemu inaktywacji, zdecydowano,
aby podstawowe informacje dotyczace syste-
mow do inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skiadnikach zawrzeC w tabeli 1.

System Intercept

Centrum krwiodawstwa w Strasburgu od lat
stosuje system Intercept do inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w KKP. Celem pracy, zapre-
zentowanej przez przedstawicieli firmy Cerus
oraz Centrum Krwiodawstwa w Strasburgu, byta
ocena in vitro KKP otrzymanych z kozuszkow
leukocytarno-ptytkowych poddanych inaktywacji
w iluminatorze, w ktorym zamiast konwencjonalnej
lampy UVA zastosowano prototypowa lampe LED
(light emitting diode). W badaniach porownywano
4 grupy KKP (n = 5 dla kazdej grupy):

— KKP z PAS-C (InterSol)/osocze (55%/45%)
poddane inaktywacji przy zastosowaniu ilumi-
natora z konwencjonalng lampg UVA (INT100
o dtugosci fali 320-400 nm, 3,9 J/cm?2);

— KKP z PAS-C/osocze (55%/45%) poddane
inaktywacji przy zastosowaniu iluminatora
z lampa LED (350 nm, 3,3 J/cm?2);

— KKP z PAS-E (SSP+)/osocze (55%/45%)
poddane inaktywacji przy zastosowaniu ilumi-
natora z konwencjonalng lampg UVA;

— KKP z PAS-E/osocze (55%/45%) i1 poddane
inaktywacji przy zastosowaniu iluminatora
z lampa LED.

Jakos§¢ i1 funkcje in vitro plytek krwi oceniano
za pomocg wielu testow biochemicznych 1 czyn-
nos$ciowych w ciggu 7 dni przechowywania. Liczba
plytek krwi byla stabilna w trakcie calego okresu
przechowywania we wszystkich badanych grupach.
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Tabela 1. Systemy inaktywacji czynnikéw chorobotwdrczych w KKP i osoczu

System/parametr Theraflex Intercept Mirasol PRT Theraflex
MB Plasma UV Platelets
Rodzaj sktadnika krwi Pojedyncza jednostka Pojedyncza jednostka  Osocze; KKP w osoczu  KKP, osocze w trak-
osocza z krwi petnej  osocza z krwi petnej lub w PAS (SSP+) cie badan
lub z aferezy pulowane lub z afere-
zy; KKP w osoczu lub
w PAS (InterSol, SSP+)
Oznakowanie CE (rok) 2000 KKP: 2002; osocze: KKP: 2007; osocze: KKP: 2009

Fotouczulacz

Fotoprodukty

Warunki inaktywacji

Dodatkowe etapy

Btekit metylenowy

Azur A, B, C; tionona

Swiatto widzialne
(590 lub 630 nm)
180 J/cm?

Leukoredukcja
(Plasmaflex); usuwa-

2006

Chlorowodorek amo-
tosalenu (S-59)

Dimery S-59

UVA (320-400 nm)
3 J/cm?

Usuwanie fotouczula-
cza i fotoproduktow

2008

Ryboflawina (witamina
B2)

Lumichrom, lumifla-
wina, 2'ketoflawina,
4-ketoflawina, mo-
nonukleotyd, flawiny
formylo metyloflawina

UV (280-400 nm)
6,24 J/cm?

Nie dotyczy

Nie zastosowano
fotouczulacza

Brak

UVC (254 nm)
0,2 J/cm?

Nie dotyczy

nie fotouczulacza
i fotoproduktow
(Blueflex)

(CAD)

KKP — koncentrat krwinek ptytkowych; PAS (platelet additive solution) — roztwér wzbogacajacy); UV (ultraviolet radiation) — promieniowanie ultrafioletowe;
UVA (ultraviolet radiation in the UV-A range) — promieniowanie ultrafioletowe w zakresie UV-A (dtugos¢ fali: 315-380 nm); UVC (ultraviolet radiation in the
UV-C range) — promieniowanie ultrafioletowe w zakresie UV-C (dfugos¢ fali: 100-280 nm); CE — Conformité Européenne

Ekspresja integryny allbp3 i glikoproteiny VI
(GPVI) pozostala stabilna, podczas gdy ekspresja
glikoproteiny GPIba. (receptor dla czynnika von
Willebranda) i glikoproteiny V ulegala obnizeniu
we wszystkich badanych grupach. Koncentraty
krwinek piytkowych poddane naswietlaniu za-
rowno lampg UVA, jak 1 diodami LED wykazywaly
podobne zuzycie glukozy, stezenie mleczanu,
uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH,
lactate dehydrogenase) oraz podobng warto$¢ pH.
Na podstawie analizy wynikow autorzy stwierdzi-
li, ze zastapienie Swietlowek UVA lampami LED
w iluminatorze INTERCEPT nie mialo wplywu
na metabolizm, aktywacje, zywotno§¢ oraz funk-
cje hemostatyczne krwinek ptytkowych w KKP
z kozuszkow leukocytarno-plytkowych przecho-
wywanych przez 7 dni w PAS-C lub PAS-E/osocze
[3]. W 2021 roku w Stanach Zjednoczonych ukazato
sie doniesienie dotyczace infekcji bakteryjnej prze-
niesionej przez przetoczenie (TTBI, transfusion-
-transmitted bacterial infections) u biorcy KKP-Af.
(KKP otrzymany metoda aferezy), poddanego
inaktywacji z zastosowaniem systemu Intercept.
Badania przesiewowe z pozostalo§ci KKP po trans-
fuzji wykazaly obecnos¢ trzech bakterii — Stap-
hylococcus saprophyticus, Leclercia adecarboxylata
1 Enterobacter soli. Nie ustalono, na ktorym etapie

doszlo do kontaminacji — czy w trakcie pobiera-
nia czy preparatyki. Dopuszczajac mozliwosé, ze
do zanieczyszczenia doszlo przed inaktywacja,
mozna by wyciagnac wniosek, iz inaktywacja przy
zastosowaniu systemu Intercept jest nieskuteczna
wobec wyzej wymienionych czynnikow zakaznych.
W zwiazku z powyzszym firma Cerus przeprowa-
dzita badania, ktérych celem byla ocena skuteczno-
Sci inaktywacji E. soli samodzielnie 1 w polaczeniu
z L. adecarboxylata i S. saprophyticus. W tym celu
do jednostki KKP-Af. dodano mieszanine kultur
E. soli oraz mieszanine E. soli, L. adecarboxylata
1 S. saprophyticus (w stosunku 1:1:1), a nastepnie
poddano inaktywacji z zastosowaniem systemu
Intercept. Pobrano probki przed dodaniem bakte-
rii, po ich dodaniu oraz po inaktywacji. W zadnym
badaniu mikrobiologicznym nie zaobserwowano
wzrostu bakterii, co wskazuje na skuteczng inak-
tywacje wyzej wymienionych czynnikow chorobo-
tworczych [4]. W kolejnej prezentacji plakatowej
podkreslono, ze w Europie system Intercept ru-
tynowo jest stosowany do inaktywacji czynnikow
chorobotworczych zarowno w Z1. KKP (zlewanym
koncentracie krwinek plytkowych), jak i w KKP-
-Af., aw Stanach Zjednoczonych przede wszystkim
do inaktywacji KKP-Af. (TRIMA® w 100% osoczu
lub AMICUS® w mieszaninie 65% PAS-3/35%
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osocza). W 2015 roku eksperci z komitetu ds. stan-
daryzacji biologicznej (ECBS, Expert Commuttee on
Biological Standardization) przy Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO, Word Health Organization)
we wspolpracy z Instytutem Paula Ehrlicha (PEI,
Paul-Ehrlich Institute) zatwierdzili rozszerzony
panel szczepow bakteryjnych stosowanych w celu
oceny metod zwiekszajacych bezpieczenstwo mi-
krobiologiczne skiadnikow krwi (Spindler-Raffel et
al, Vox Sang. 2015). Celem pracy przedstawionej
przez przedstawicieli firmy Cerus byla ocena
inaktywacji szerokiego spektrum szczepow bak-
teryjnych, ktore dodano do KKP-Af. w osoczu, do
KKP-Af./RW (65% PAS-3/35% osocza) i do jed-
nostki osocza. Stwierdzono, ze system Intercept
inaktywuje wysokie miana K. pneumoniae 1 S.
aureus w osoczu. W przypadku KKP stwierdzono
skuteczng inaktywacje K. pneumoniae, S. aureus,
E. coli 1S. epidermidis. Dane te pokazuja, ze system
Intercept w sposob skuteczny inaktywuje wskazane
przez WHO szczepy bakterii, ktore odpowiadajg
za infekcje bakteryjne przenoszone przez przeto-
czenie [5]. Praca przedstawiona przez przedsta-
wicieli szwedzkiego oSrodka transfuzjologicznego
dotyczyla opracowanej przez oSrodek wlasnej
metody pulowania i inaktywacji niewykorzystane-
go osocza. W szpitalu uniwersyteckim w Uppsali
zaobserwowano wysoki odsetek zniszczen osocza
(ok. 25% z catych zapas6w otrzymanych w 2018 r.),
pierwotnie przeznaczonych dla pacjentow z powaz-
nymi obrazeniami (np. wypadki komunikacyjne).
Jednostki osocza w przypadku ich niewykorzystania
(np. Smier¢ pacjenta) sa ponownie przekazywane
do szpitalnego banku krwi i przechowywane do 7
dni w celu ponownego zastosowania. W wiekszoSci
przypadkow sg one niewykorzystywane i utylizowa-
ne. W celu zapobiegania tak wysokim zniszczeniom
opracowano metode oparta na tworzeniu pul osocza
z niewyKkorzystanych jednostek osocza. W tym celu
zamrazano 100 jednostek ubogoleukocytarnego
osocza (temp. < —25°C), ktore po 7 dniach rozmra-
zano 1 przygotowywano 10 pul (po 10 jednostek).
Kazda z pul dzielono nastepnie na 4 subpule (po
650 ml). Kazda subpule poddawano inaktywacji
w systemie Intercept, a po inaktywacji dzielono na
3 jednostki w konsekwencji, otrzymujac 120 jed-
nostek osocza inaktywowanego o objetoSci okolo
200 ml, ktore zamrazano i rozmrazano w zalezno$§ci
od zapotrzebowania. Na podstawie wykonanych
badan kontroli jakoSci stwierdzono, ze o ile samo
zamrazanie 1 rozmrazanie nie wplynelo znaczaco
na aktywno$¢ czynnika VIII i stezenie fibrynoge-
nu, to wartoSci te ulegly istotnemu statystycznie
obnizeniu po procesie inaktywacji, ale nadal akcep-

towalnemu. WartoSci te wynosily odpowiednio 69%
187% zawartoSci poczatkowej czynnika VIII i fibry-
nogenu. Autorzy pracy stwierdzili, ze polaczenie
10 jednostek osocza przed inaktywacjg standaryzu-
je objetosc i zawarto$¢ biatka w jednostkach osocza
oraz pozwala na zmniejszenie odsetka zniszczen
osocza do 12% [6].

System Mirasol PRT — inaktywacja
czynnikow chorobotworczych
w koncentracie krwinek plytkowych

Od wprowadzenia w latach 90. XX wieku
metod inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skiadnikach krwi przetoczenia staly sie bardziej
bezpieczne, ale inaktywacja wplywa negatywnie na
jako§¢ otrzymywanych preparatow, co powoduje
nizsze odzyskanie krwinek ptytkowych w krazeniu
biorcy, a w konsekwencji konieczno$¢ zwiekszenia
liczby przetoczen u niektorych pacjentow. W celu
poprawienia jakoSci krwinek ptytkowych po in-
aktywacji KKP holenderscy badacze z Sanquin
Blood Bank postanowili sprawdzic, czy dodanie
do roztworu wzbogacajacego PAS-E dodatkowych
skladnikow, takich jak pirogronian, glutation oraz
witamina C, moze korzystnie wplynaé na jakoS§¢
KKP po inaktywacji. W tym celu pule 10 kozusz-
kéw leukocytarno-ptytkowych podzielono na dwie
czesci. Do pierwszej dodano PAS-E (T-PAS+ firmy
Terumo BCT), do drugiej za§ PAS-E wzbogacony
o glutation, pirogronian i witamine C. Obie grupy
preparatow poddawano inaktywacji przy zastoso-
waniu systemu Mirasol PRT i przechowywano
do 8 dni. Na podstawie analizy wynikow badan
stwierdzono, ze dodanie pirogronianu prowadzi do
mniejszego zuzycia glukozy, w konsekwencji czego
powstaje mniej mleczanu, co skutkowato lepszym
utrzymaniem pH. Zaro6wno glutation, jak i witamina
C powoduja obnizenie aktywacji (ekspresja CD62P)
1 mniejszy poziom apoptozy (aneksyna V). Autorzy
podkreslili, ze wigczenie pirogronianu i przeciwu-
tleniaczy do skladu roztworu wzbogacajacego moze
tagodzi¢ niektore skutki inaktywacji. Konieczne sg
jednak dalsze badania potwierdzajace korzystny
wplyw zmiany skiadu roztworu wzbogacajacego na
KKP oraz ocena, czy zmiany w sktadzie nie wply-
waja na skutecznos$¢ inaktywacji oraz skutecznos§é
Kkliniczng [7].
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System Mirasol PRT — inaktywacja
czynnikow chorobotworczych
w krwi pelnej

Pomimo wieloletnich prac nadal nie wdrozono
do rutynowego stosowania metody inaktywacji
czynnikow chorobotworczych w KKCz, najczesSciej
przetaczanym skiadniku krwi. Chociaz system
Mirasol PRT do inaktywacji czynnikow chorobo-
tworczych w krwi pelnej uzyskal oznakowanie
CE w 2015 roku, nie wplynelo to na zwiekszenie
zainteresowania ta metoda inaktywacji. Pracownicy
Regionalnego Centra Krwiodawstwa i Krwioleczni-
ctwa (RCKiK) w Lodzi oraz Instytutu Hematologii
1 Transfuzjologii we wspolpracy z firmg Terumo
przedstawili czeS¢ badan dotyczacych jakoSci
ubogoleukocytarnego koncentratu krwinek czer-
wonych (UKKCz) (PAGSM) otrzymanego metodg
automatyczng z KP (Reveos), ktora uprzednio pod-
dano inaktywacji z zastosowaniem systemu Mirasol
PRT (Terumo BCT). Do badan przeznaczono 40
jednostek KP, ktore podzielono na 2 grupy: badang
(B) — poddang inaktywacji i kontrolng (C), z kto-
rych otrzymano KKCz, przechowywane nastepnie
w temperaturze 2-6°C do 42 dni. Badano ekspresje
antygenow CD 44, CD 47 oraz aneksyny V. Porow-
nujac wyniki wyzej wymienionych parametrow w 1.
142. dniu przechowywania, nie odnotowano istot-
nych roznic w ekspresji antygenow CD44, CD47
czy aneksyny V, co sugeruje brak wplywu metody
inaktywacji czynnikow chorobotworczych w KP
przy zastosowaniu systemu Mirasol na ekspresje
wyzej wymienionych antygenow w KKCz [8].

System Intercept a system Mirasol PRT

W 2021 roku Luksemburski Czerwony Krzyz
wdrozyl dzialania majace na celu zwiekszenie sa-
mowystarczalno§ci ich oddziatu oraz zmniejszenie
liczby zniszczen KKP z powodu przeterminowania.
W zwigzku z powyzszym przeprowadzono badania,
w ktorych porownano jakos¢ KKP poddanych inak-
tywacji przy zastosowaniu systemu Mirasol z jako$-
cig KKP poddanych inaktywacji przy zastosowaniu
systemu Intercept. Na podstawie analizy wynikow
badan wprowadzono system Intercept, a czas prze-
chowywania KKP poddanych inaktywacji wydiuzo-
no do 6 dni. Jako§¢ KKP w poczatkowym okresie
wdrozenia systemu Intercept, a w szczegolno$ci
KKP-Af., nie spelniala zakresu normy parametrow
kontroli jakoSci (QC, quality control). W zwiazku
Z powyzszym postanowiono oceni¢ wplyw wpro-
wadzonych zmian na wyniki QC, okresli¢ liczbe
skiadnik6w niespelniajgcych zakresu norm QC oraz

oszacowac liczbe zniszczen z powodu przetermino-
wania, a takze okre§li¢ $redni ,,wiek” wydawanych
KKP. Do poréwnania uzyto danych archiwalnych
(KKP inaktywowanych systemem Mirasol) 1 bieza-
cych (KKP inaktywowanych systemem Intercept).
Dodatkowo wyszczegolniono podzial na KKP zle-
wany (system Revos, Terumo BCT) 1 KKP z aferezy
(Trima, Terumo BCT). Na podstawie analizy wyni-
kéw badan KKP poddanych inaktywacji w syste-
mie Intercept zaobserwowano zwiekszong strate
krwinek piytkowych w Z1. KKP spowodowana
etapem usuwania resztek zwigzku fotouczulajacego
1 jego fotoproduktow (CAD, compound adsorpion
device). Straty w liczbie krwinek plytkowych nie
obserwowano w KKP-Af., poniewaz inaktywacji
poddawano KKP z wyzsza niz standardowa licz-
ba krwinek ptytkowych. Stwierdzono ponadto,
ze zostal wydluzony czas wydania z 2,73-4,03
dnia do 3,31-4,26 dnia (ze wzgledu na koniecz-
no$¢ inkubacji z CAD), co przy wydluzeniu czasu
wazno$ci 1 dobrych parametrach QC nie wplywa
negatywnie na calo$¢ procesu otrzymywania i ja-
kos¢ KKP. Odsetek zniszczen ulegl zmniejszeniu
1 nie zaobserwowano wzrostu odsetka preparatow
niespelniajacych wymogow QC [9].

System Theraflex MB Plasma

Podczas kongresu przedstawiono dwie prace
plakatowe dotyczace inaktywacji czynnikow choro-
botworczych w osoczu przy zastosowaniu systemu
Theraflex MB Plasma. Prace dotyczyly skutecz-
noSci inaktywacji bakterii i wirusOw w osoczu
przechowywanym w pojemnikach z tworzywa bez
ftalanu dwu-2-etyloheksylu (DEHP, Di(2-ethylhexyl)
phthalate) [10, 11].

System Theraflex UV-Platelets

Przedstawiciele Bawarskiego Czerwonego
Krzyza przedstawili prace dotyczaca wdraza-
nia inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w KKP przy zastosowaniu systemu Theraflex
UV-Platelets, w ktorym zastosowano wylacznie
promieniowanie ultrafioletowe w zakresie UV-C
(dtugos¢ fali: 100-280 nm) (UV-C, ultraviolet ra-
diation in the UV-C range), co powoduje, ze biorcy
KKP poddanego inaktywacji w tym systemie nie
sg narazani na dzialanie nawet Sladowych iloSci
zwigzkow chemicznych. Celem pracy bylo prze-
prowadzenie walidacji procesu i ocena jakoSciowa
inaktywowanego KKP. Do tego celu wykorzystano
6 podwojnych jednostek KKP-Af., ktore podzielono
na grupe badang (B) — inaktywowane z wyko-
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rzystaniem systemu Theraflex UV Platelet oraz
grupe kontrolng (C). Wszystkie jednostki KKP
przechowywano w temperaturze 22°C z wytrza-
saniem. Wyniki badan kontroli jakoSci mieScily sie
w zakresie normy dla poszczeg6lnych parametrow
kontroli jako$ci, Srednia zawarto§¢ krwinek plyt-
kowych w obu grupach byla zblizona, obie grupy
wykazywaly takze podobne wyniki odpowiedzi na
szok hipotoniczny 1 ,,swirling”. W grupie badanej
stwierdzono wprawdzie wieksze zuzycie glukozy,
jednak w obu przypadkach (C i B) glukoza byla
obecna jeszcze w 9. dniu przechowywania [12].

System z S-303 (amustaling)
i glutationem

Metody inaktywacji sktadnikow krwi zawie-
rajacych czerwone krwinki sg aktualnie w fazie
intensywnych badan. Jedna z takich metod jest
metoda chemiczna oparta na dziataniu amustaliny
(5-303) 1 glutationu (GSH). Amustalina sprawnie
przechodzi przez blony komorek i otoczkowych
wirusow 1 whudowuje sie w spiralne regiony kwa-
sow nukleinowych, tworzac wiazania poprzeczne
poprzez dialkilujaca grupe. Amustalina reaguje tak-
ze miedzy innymi z fosforanami, biatkami 1 woda.
Aby zapobiec tym niespecyficznym reakcjom, jest
dodawany glutation (GSH, y-L-glutamyl-L-cyste-
nyloglicyna). Ze wzgledu na fakt, ze w licznych
badaniach klinicznych w ostatnich latach stwier-
dzono tworzenie sie neoantygenow i przeciwcial
u pacjentow wrazliwych po zastosowaniu KKCz
poddanych inaktywacji z zastosowaniem metody
chemicznej (amustalina i1 glutation), naukowcy
z Niemiec przeprowadzili badania, ktorych celem
bylo wskazanie optymalnej metody do oznaczania
tych przeciwcial. Na podstawie otrzymanych wyni-
kow badan stwierdzono, ze przezycie czerwonych
krwinek iz vivo mozna badaé z wykorzystaniem cy-
tometru przeplywowego za pomoca testu akrydyny
lub biotyny (rownorzedne testy). Jednoczesnie pod-
kreSlono, ze test z wykorzystaniem akrydyny nie
wymaga dodatkowych etapow przygotowania [13].

Podsumowanie

Podczas 33. Kongresu ISBT przedstawiono
bardzo réznorodne prace dotyczace inaktywacji.
Oceniono jakos¢ KKP poddanych inaktywacji
W nowym, prototypowym iluminatorze zastosowa-
nym w systemie Intercept, sprawdzono skutecz-
no$¢ systemu Intercept w stosunku do nowych
szczepow bakterii w KKP oraz przeprowadzono
pilotazowe badania oceniajgce korzySci z wprowa-

dzenia nowych zwigzkow chemicznych do roztworu
wzhogacajacego PAS-E, ktore pozwola poprawic
jakos¢ KKP poddanych inaktywacji w systemie
Intercept. Przedstawiono takze prace, kontrower-
syjna z punktu widzenia polskich przepisow, ktorej
celem bylo obnizenie zniszczen jednostek osocza.
Przypomniano metode inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w KKP, w ktorej zastosowano
wylacznie UVC. Wprawdzie metoda zastosowana
w systemie Therflex UV Platelets otrzymata ozna-
kowanie CE w 2009 roku, to jej zastosowanie wy-
daje sie ograniczone. Niepokojace jest to, ze whrew
oczekiwaniom bardzo mato prac dotyczylo syste-
mow do inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w KP i KKCz, co §wiadczy o tym, ze rutynowe
wprowadzenie systemow zwiekszajacych bezpie-
czenstwo preparatow czerwonokrwinkowych jest
jeszcze odlegle w czasie. Skupiono sie takze na
nowych wyzwaniach stawianych przed krwiodaw-
stwem — miedzy innymi na konieczno$ci zmiany
plastyfikatora w obecnie stosowanych zestawach
do pobierania, przechowywania i preparatyki krwi,
w tym do inaktywacji. Tematyka podjetych zagad-
nien $wiadczy o nieustannej checi rozwoju i po-
prawiania parametréw otrzymywanych sktadnikow
krwi, a tym samym otrzymywania skladnikow krwi
bardziej bezpiecznych 1 o wyzszej jakoSci.
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