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Izplen presejalnega testiranja krvodajalcev s

tehniko NAT v Sloveniji

Yield of NAT screening in Slovenia

Snezna Levic¢nik Stezinar, Polonca NograSek

Izviecek:

Izhodisce: Cilj preskrbe s krvjo je zagotoviti
varno kri za transfuzijo. Presejalno testiranje
odvzetih enot krvi za transfuzijo z metodami za
neposredno ugotavljanje prisotnosti virusov je
eden od ukrepov za doseganje Se vedje varnosti
preskrbe s krvjo. S tehnologijo NAT (angl. Nu-
cleic Acid Amplification Technology; metode
pomnozevanja nukleinskih kislin) uspemo za-
znati okuzbo v obdobju diagnosti¢nega okna
pred pojavom seroloskih oznacevalcev okuzb.

Metode in rezultati: Z metodami NAT nepo-
sredno dokazujemo prisotnost nukleinskih ki-
slin virusov (RNA, DNA) v razli¢nih bioloskih
vzorcih. V Sloveniji smo presejalno testiranje
vseh odvzetih enot krvi na RNA virusa hepati-
tisa C (HCV) z metodo PCR (angl. Polymerase
Chain Reaction; veriZna reakcija s polimerazo)
uvedli leta 2000. Testiranje smo izvajali v zliv-
kih. Do leta 2007 smo pretestirali 590.000 enot
krvi in nismo odkrili nobene donacije s samo
HCV RNA pozitivnim rezultatom. V letu 2007
smo testiranje razgirili na zaznavanje treh viru-
sov: HCV, virusa hepatitisa B (HBV) in ¢love-
$kega virusa imunske pomanjkljivosti (HIV) ter
ga izvajali po metodi TMA (angl. Transcription
Mediated Amplification; pomnoZevanje, posre-
dovano s prepisovanjem RNA) na posameznih
enotah. V petletnem obdobju smo pretestirali
458.000 enot in ugotovili 2 donaciji s prisotno
samo HCV RNA (pogostost je 1:524.000 za ce-
lotno dvanajstletno obdobje). Oba odvzema sta
bila opravljena v obdobju diagnosti¢nega okna.

V 29 odvzetih enotah smo zaznali prisotnost
samo HBV DNA. V vseh primerih je §lo za pre-
bolevnika po okuzbi s HBV, v enem primeru
za nedavno okuzbo, v 28 pa za kroni¢no obliko
skritega, okultnega hepatitisa B (OBI). Izplen
testiranja z NAT za HBV je 1:15.600 testiranih
enot krvi. Odkrili nismo nobene odvzete enote
krvi, v kateri bi bila prisotna samo HIV 1 RNA. V

vseh 5 enotah, ki so bile NAT pozitivne na HIV,
smo zaznali tudi specifi¢na protitelesa anti-HIV.
Izplen za HIV je 0: 460.000.

Zakljucek: Uvedba presejalnega testa z NAT za
tri viruse je povecala varnost preskrbe s krvjo. V
petih letih smo na ta nacin iz uporabe izlo¢ili 31
kuznih enot krvi, ki so bile samo NAT-pozitivne.

Abstract

Background: Safe blood supply is the main goal
of blood transfusion services. Nucleic Acid Am-
plification Technologies (NAT) are the methods
for direct detection of viral genoms in various
biological samples. Introduction of NAT blood
screening reduces the risk for transfusion trans-
mitted diseases and improves the safety.

Methods and Results: In Slovenia NAT screen-
ing with PCR (Polymerase Chain Reaction)
method for testing pools of samples for hepatitis
C virus (HCV) RNA was implemented in 2000.
The screening is mandatory for all donations.
Until 2007 590,000 donated units had been
screened and there were no HCV RNA-only
positive result.

In 2007, the testing was expanded to three vi-
ruses: HCV, hepatitis B virus (HBV) and hu-
man immunodeficiency virus (HIV). The testing
method was TMA (Transcription Mediated Am-
plification) performed on individual donations.
In five-year period, 458,000 blood units were
screened and two window-period donations
positive for HCV were detected (yield 1:524,000).
HBV DNA-only was detected in 29 units. All the
cases were donors with a resolved HBV infection,
in one case the recent one, in others the occult
hepatitis B infection (OBI) was confirmed. The
yield of NAT testing for HBV is 1:15,600 units.
There were no donations with HIV 1 RNA-only
result. In all 5 HIV positive units in this period,
anti-HIV antibodies were present as well. The
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yield of HIV NAT-only is thus 0:460,000.

Conclusion: The implementation of NAT
screening for three viruses has improved the
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blood safety. In the five-year period, 31 infectious
units that were NAT-only positive were elimi-
nated from the stock.

Uvod

Cilj preskrbe s krvjo je zagotoviti varno
kri za transfuzijo. Bolniki, prejemniki krvi
in zdravil iz krvi, ter javnost pricakujejo
oskrbo z varnimi krvnimi pripravki, ki niso
vir morebitne okuzbe.'

Zato ne le stroka, pa¢ pa tudi Siroka jav-
nost podpirajo prizadevanja, raziskave in
uvajanje ukrepov za zmanjsevanje Se preo-
stalega tveganja. V zadnjih dveh desetletjih
so bili v presejalnem testiranju krvodajalcev
uvedeni $tevilni ciljani ukrepi za izboljsavo
procesov testiranja, tako nespecifi¢ni, kot so
izboljSave postopkov testiranja in reagentov,
avtomatizacija, procesne kontrole kot tudi
specifi¢ni ukrepi. Med specifi¢cnimi ukrepi
se je najbolj uveljavilo dodatno presejalno
testiranje za neposredno dolocanje s krvjo
prenosljivih virusov z metodami za doloca-
nje virusnih nukleinskih kislin (NK).>*”

Z metodami NAT (angl. Nucleic Acid
Amplification Technology; metode pomno-
zevanja nukleinskih kislin) dokazujemo NK
virusov (RNA, DNA) v razli¢nih bioloskih
vzorcih. Princip metod NAT je pomnozeva-
nje in zaznavanje majhnih koli¢in genskega
materiala. Tar¢no zaporedje od 10 do 100
baznih parov v vija¢nici DNA ali RNA se s
pomocjo encimov, ki sodelujejo v biokemic-
nih reakcijah, tolikokrat pomnozi (ve¢ 100
tisockrat do ve¢ milijonkrat), da jih uspemo
zaznati z razlicnimi detekcijskimi metoda-
mi, na primer z biokemijskimi reakcijami.
Tar¢ni odseki so visoko specifi¢ni. Izberemo
tiste dele NK, ki so specifi¢ni za posamezni
organizem in se ne pojavljajo v genomih
drugih organizmov.

V transfuzijski medicini se uporabljata
metodi PCR (angl. Polymerase Chain Reac-
tion; verizna reakcija s polimerazo) in TMA
(Transcription Mediated Amplification; po-
mnozevanje, posredovano s prepisovanjem
RNA).®

Z NAT dokazujemo povzrocitelja v ob-
dobju seronegativnega okna, omogoca pa
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tudi zaznavanje izjemno nizkih vsebnosti
povzrocitelja, ki jih z drugimi metodami za
neposredno zaznavanje zaradi njihove ome-
jene obcutljivosti ne uspemo ugotoviti.

Diagnosti¢no okno je ¢as od okuzbe do
zmoznosti zaznave okuzbe z laboratorij-
skimi diagnosticnimi metodami. Trajanje
diagnosti¢nega okna je odvisno od povzro-
citelja okuzbe, gostitelja, vrste oznacevalca
okuzbe in diagnosti¢ne metode.

Na podlagi obcutljivostnih testiranj in
primerjalnih analiz razli¢nih pristopov k te-
stiranju (posamezne donacije ali zlivki; pri-
merjava razli¢nih metod in testnih sistemov,
ki se uporabljajo za testiranje krvodajalcev)
z metodo NAT in z uporabo matemati¢nih
modelov je bilo ocenjeno tveganje za prenos
okuzbe s transfundirano krvjo v predsero-
konverzijskem obdobju. Analize teh podat-
kov so izhodisc¢e za matemati¢no oceno Se
preostalega diagnosti¢nega okna, kadar se
izvaja presejanje krvodajalcev z NAT.> "

Pri okuzbi s ¢loveskim virusom imunske
pomanjkljivosti (HIV) s presejalnim testom
3. generacije i$Cemo protitelesa anti-HIV, ki
so odraz imunskega odziva organizma na
okuzbo in jih zaznamo 3 tedne po okuzbi. S
testi 4. generacije (zaznavajo protitelesa an-
ti-HIV in virusno beljakovino p24) uspemo
ugotoviti okuzbo Ze po dveh tednih. Metoda
NAT s testiranjem posameznih enot krvi z
drugo generacijo reagentov pa omogoca, da
neposredno zaznamo virus (oz. specificno
tar¢no zaporedje NK) Ze priblizno pet dni po
okuzbi. Diagnosti¢no okno je tako krajse po
oceni za 10 dni. Pri okuzbi z virusom hepati-
tisa C (HCV) je diagnosti¢no okno krajse za
do 60 dni, virus pa zaznamo Ze 3.-5. dan po
okuzbi.>** Pri okuzbi z virusom hepatitisa
B (HBV) uspemo HBV DNA zaznati Ze po
15 dneh, HBsAg pa ne prej kot 36. dan. Dia-
gnosti¢no okno je torej zozeno za 20 dni.”™"!

Metode za dokazovanje NK so izjemno
obcutljive in imajo mocan potencial, da
omogocajo zaznavanje okuzb v obdobju niz-
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kega virusnega bremena. Se zlasti je to aktu-
alno pri okuzbi s HBV, ko HBsAg Ze izgine
iz obtoka, virus pa je le v sledeh prisoten v
jetrnih celicah oz. krvnem obtoku. Govori-
mo o skritem ali tihem ali okultnem hepati-
tisu B (OBI - Occult B hepatitis Infection).
Pri OBI antigena HBs ne zaznamo, prisotna
pa je virusna DNA v nizki koncentraciji v
socasni prisotnosti protiteles anti-HBc in s
prisotnimi ali odsotnimi drugimi protitele-
Si.12-14

Tehnologijo NAT odlikuje tudi izre-
dno visoka specificnost. Zaznavanje NK je
usmerjeno na tisti del genoma, ki je enkra-
ten, specifien samo za iskani virus. Lazno
pozitivnih rezultatov tako ni, lahko pa pri-
dobimo napac¢no pozitiven rezultat v prime-
ru kontaminacije vzorca.

V devetdesetih letih prejsnjega stoletja se
je v diagnostiki zacelo uvajati NAT za zgo-
dnejse in bolj zanesljivo odkrivanje okuzb.
Tehnoloski razvoj je kmalu omogo¢il tudi
rutinsko izvajanje testiranja na velikem $te-
vilu vzorcev, kar je omogocilo uvedbo te
metodologije v presejalno testiranje krvo-
dajalcev.’® V Sloveniji se ugotavljanje HCV
RNA v zlivkih izvaja tudi v diagnosticnem
testiranju bolnikov.'**¢

Ob spoznanjih, da je bila kljub presejal-
nemu testiranju izvorna plazma za predelavo
v zdravila okuzena s HCV, je farmacevtska

industrija v poznih devetdesetih letih prej-
$njega stoletja uvedla testiranje proizvodnih
zlitij plazme, odvzete vec tiso¢im krvodajal-
cem, na vsebnost HCV RNA."”

Da pa ne bi bile izgube te izjemno dra-
gocene surovine zaradi morebitne okuzbe s
HCV prevelike, so zaceli predhodno testira-
nje manjsih zlivkov (npr. 96) (angl. pool-ov)
ze pred zlivanjem plazme (pooliranjem) v
produkcijski zlivek. S¢asoma se je to testira-
nje preneslo na izvorno mesto zbiranja plaz-
me, to je transfuzijske ustanove in izvajalo v
realnem casu, to je neposredno po odvzemu
in pred sprostitvijo odvzetih enot, tudi celic-
nih, za uporabo.

V Sloveniji smo med prvimi drzavami
uvedli postopek za odkrivanje HCV julija
1999 za zbrano plazmo, marca 2000 pa za
vse odvzete enote krvi. Do uvedbe testiranja
vsake posamezne donacije s trojnim testom
v letu 2007 smo pretestirali skoraj 600.000
enot.'®

Hiter tehnoloski razvoj diagnosti¢nih
metod NAT je omogocil hitrejSo in eno-
stavnej$o izvedbo testiranja, popolno avto-
matizacijo postopkov in predvsem socasno
zaznavanje ve¢ vrst virusov v eni sami re-
akciji v isti reakcijski epruveti. Tako smo v
letu 2007 uvedli nov nacin presejalnega te-
stiranja. S sodobno testno metodo testiramo
vsako posamezno donacijo socasno na tri

Tabela 1: Pogostost zaznavanja virusnih NK z NAT metodo v doniranih enotah krvi.

St. testiranih enot krvi

dajalcev2007-2011

458089

467729
(458089+9640)**

458089

DO - diagnosti¢no okno

—samo NAT pozitivni

6
12
1

o ©

OBI — okultni hepatitis B

St. odkritih okuzb

0 0 0 0

0 0

7 1 7 8 29
10 11 11 9 53
1 0 0 0 2
4 2 1 0 16
0 0 0 0 0
0 0 2 2 5
Skupaj: 105

*V obdobju testiranja zlivkov (2000-2006) smo v 33 od 50 anti-HCV pozitivnih vzorcev (66 %) zaznali tudi HCV RNA.
**Sestevek enot, testiranih s trojnim testom NAT od L. 2007 dalje in enot, testiranih Se na HCV RNA v zlivkih v za&etku L. 2007, pred
prehodom na trojni test NAT.
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viruse: HBV, HCV in HIV. V primeru po-
zitivnega izsledka je potrebno le razresitve-
no testiranje za ugotavljanje vrste iskanega
virusa."

Metode

Testiranjena HCV RNAz
metodo PCR v zlivkih

Leta 1999 smo priceli z retrogradnim te-
stiranjem vse zbrane plazme za predelavo v
zdravila iz krvi v zlivkih zbrane plazme iz
90-110 alikvotov na HCV RNA. S 1. marcem
2000 smo uvedli obvezno testiranje vsake
odvzete enote krvi. Iz vzorca krvi vsakega
krvodajalca smo odvzeli alikvot 200 pl plaz-
me in zdruzili 48 vzorcev plazme v zlivke in
testirali na HCV RNA z metodo PCR. V pri-
meru pozitivnega rezultata je bilo potrebno
razreSitveno testiranje v dveh zaporednih
korakih, da smo lahko identificirali pozitiv-
no enoto in jo izlo¢ili, preostale negativne pa
sprostili za uporabo.

Testiranje smo izvajali na avtomatizi-
ranem sistemu Cobas Amplicor (Roche
Diagnostics, Branchburg, ZDA). V prvem
obdobju smo osamitev NK izvajali po roc-
nem postopku, leta 2002 smo presli na avto-
matizirani postopek na napravi Cobas Am-
pliprep (Roche Diagnostics, Branchburg,
ZDA).

Testiranje smo izvajali z metodo PCR z
reagenti Cobas Amplicor v zlivkih po 48,
kasneje (leta 2002) z reagenti Cobas Am-
pliscreen (Roche Diagnostics, Branchburg,
ZDA) v zlivkih plazme, pridobljenih iz 24
vzorcev krvi krvodajalcev.

Vzorci za testiranje so odvzeti na vseh
dnevnih odvzemnih mestih v drzavi in
prepeljani v Laboratorij za NAT presejal-

Tabela 2: Pogostost zaznavanja samo NAT-pozitivnih v obdobju 2007-2011.

Virus Oznacevalec St. odkritih
krvodajalcev

Pogostost na100.000

odvzetih enot
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no testiranje na Zavodu RS za transfuzij-
sko medicino (ZTM). Testiranje izvajamo
v popoldanskem in vecernem casu. Zjutraj
pridobljene rezultate vpisemo v podatkovno
bazo odvzetih enot krvi. Ti podatki se po
elektronski poti prenesejo na vsa odvzemna
mesta v drzavi.'®*® Proces zbiranja vzorcev
krvi na podrocju celotne drzave, testiranja
in upravljanja s podatki in rezultati se vodi
z ra¢unalniskim programom Info-PCR, raz-
vitim na ZTM za potrebe presejalnega testi-
ranja z metodo NAT za celotno drzavo.

Testiranje na HIV1RNA, HCV
RNA in HBV DNA z metodo TMA
v posameznih vzorcih krvi

V letu 2007 smo testiranje razsirili na
zaznavanje treh virusov, poleg HCV, Se na
HBYV in HIV 1. Testiramo posamezne vzorce
krvi krvodajalcev in ne ve¢ zlivkov.

Uporabljena metoda je TMA. Testiranje
izvajamo na popolnoma avtomatiziranem
testirnem sistemu Procleix Tigris z reagen-
ti Procleix Ultrio Plus (Novartis/Gen-Probe
Inc., San Diego, ZDA).

V primeru pozitivnega rezultata je po-
trebno razreditveno testiranje za prepozna-
vanje virusa, katerega virusno NK smo v
reakciji zaznali.

Rezultati

V prvem obdobju testiranja z metodo
PCR na HCV RNA v zlivkih smo pretestirali
591.166 odvzetih enot krvi. HCV RNA smo
zaznali v 33 testiranih enotah. V vseh so bila
prisotna tudi protitelesa anti-HCV. Nismo
pa HCV virusne NK zaznali v preostalih an-
ti-HCV pozitivnih enotah. Razmerje anti-
-HCV pozitiven / HCV RNA pozitiven proti

Prevalenca pojavnosti med
odvzetimi enotami

_ 29 6,3/10° 1/15.796
HCV RNA (pool) 0 / /
Hepatitis C HCV RNA (ID) 2 0,43/10° 1/229.044
HCV RNA (pool+ID) 2 0,19/10° 1/524.627
HIV 0 / /
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anti-HCV pozitiven / HCV RNA negativen
je2:1

V nobeni enoti pa nismo zaznali samo
HCV RNA v odsotnosti drugih oznaceval-
cev okuzb, kar potrjuje, da noben odvzem
krvi krvodajalcev ni bil opravljen v obdo-
bju diagnosti¢nega okna. Izplen testiranja
za samo HCV RNA pozitivne enote je bil
0:591.166 enot.

Po prehodu na presejalno testiranje NAT
po metodi TMA na tri viruse in izvedbo te-
stiranja na posameznih donacijah smo do
konca leta 2011 pretestirali 458.089 odvze-
tih enot krvi. V 105 primerih smo dokazali
vsebnost virusnih NK. V 31 primerih je bila
zaznana samo virusna NK brez drugih spe-
cificnih virusnih oznacevalcev. V preosta-
lih 74 vzorcih pa so bili prisotni tudi drugi
oznacevalci, znacilni za okuzbo z ugotovlje-
nim virusom. V Tabeli 1 prikazujemo obseg
presejanja krvodajalcev z metodami NAT in
izplen zaznanih okuzb z virusi HBV, HCV in
HIV med krvodajalci.

V dveh primerih smo ugotovili priso-
tnost virusa v obdobju diagnosti¢nega okna.
Obakrat smo zaznali HCV. V prvem prime-
ru smo serokonverzijo, to je pojav specific-
nih anti-HCV protiteles, zaznali sedem dni
kasneje. V drugem primeru je bil kontrolni
vzorec odvzet Stirinajst dni po donaciji krvi
in zabelezili smo serokonverzijo. V dvanaj-
stletnem obdobju presejanja na anti-HCV

Tabela 3: Prisotnost oznacevalcev okuzbe s HBV med krvodajalci z OBI.

Presejalno testiranje

Dodatno testiranje

smo tako v 1.049.255 testiranih enotah dva-
krat odkrili »samo-HCV RNA« pozitivho
enoto krvi. Izplen za HCV, odkrit v diagno-
sticnem oknu v celotnem obdobju testiranja
je torej 1:524.627 (Tabela 2).

Odkrili nismo nobene donacije, pri kate-
ri bi bila prisotna samo-HIV 1 RNA. V vseh
petih donacijah s pozitivnim rezultatom te-
stiranja NAT na HIV, so bila v vzorcu do-
kazana tudi protitelesa anti-HIV (Tabela 2).

Celokupni izplen testiranja na DNA
HBYV je veliko vecji. V 53 od 58 vzorcev, pri
katerih smo v presejalnem testiranju zaznali
HBsAg, smo dokazali tudi HBV DNA. Za
5 enot, ki so bile HBsAg poz/ HBV DNA
neg, se je kasneje izkazalo, da gre za zaznavo
HBsAg po nedavnem cepljenju proti HBV.
Dodatno pa smo samo HBV DNA zaznali se
v 29 primerih, to je s pogostostjo 6 primerov
letno (Tabela 2).

Vseh 29 odvzemov s pridobljenim pozi-
tivnim rezultatom samo HBV DNA je bilo
odvzetih rednim, veckratnim krvodajalcem.
Ti so kri ze darovali od enkrat do enainse-
demdesetkrat, v povpre¢ju vsak krvodaja-
lec dvaindvajsetkrat, preden smo v donaciji
zaznali HBV DNA. V Tabeli 3 prikazujemo
povzetek rezultatov testiranja samo HBV
DNA pozitivnih krvodajalcev na oznaceval-
ce okuzbe s HBV.

Po pridobljenih podatkih dodatnega te-
stiranja 28 od teh vzorcev na vsebnost dru-

HBsAg | HBVDNA | anti-HBc | IgManti-HBc | HBeAg | anti-HBe | anti-HBs | STEVILO(DELEZ)
) . . ) _ ) ) 15
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(51,80 %)

0
(0)

— W

10,30 %)

7
(24,10 %)

3
(10,30 %)

1
(3,50 %)

29
(100,00 %)

34,40 %

Skupaj:
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gih oznacevalcev okuzbe s HBV, se je izkaza-
lo, da gre v vseh teh primerih za OBI. V vseh
vzorcih smo ugotovili protitelesa anti-HBc v
prisotnosti ali odsotnosti drugih protiteles
(Tabela 3).

V enem primeru smo poleg protiteles
anti-HBc zaznali Se IgM anti-HBc in anti-
-HBe. V postopku retrogradnega pregleda
odvzema deset mesecev pred tem, nismo
ugotovili nobenih oznacevalcev za okuzbo
s HBV. Pri testiranju kontrolnega vzorca 25
dni po izvornem testiranju smo pridobili
enake rezultate kot v izvornem vzorcu. Vi-
rusno breme je bilo v izvornem vzorcu vi-
soko. Na podlagi pridobljenih anamnestic-
nih podatkov in rezultatov testiranja smo
zaklju¢ili, da je bil odvzem opravljen v fazi
drugega diagnosticnega okna, ko HBsAg ni
ve¢ zaznaven, protiteles anti-HBs pa tudi $e
ni.?° Ce ne bi izvajali presejalnega testiranja
na HBV DNA, bi zanesljivo tvegali prenos
okuzbe s krvnimi pripravki z visokim viru-
snim bremenom.

Ob analizi rezultatov presejalnega testi-
ranja smo ugotovili, da so bila v vseh vzor-
cih z rezultatom samo HBV DNA pozitiven,
prisotna protitelesa anti-HBc (100 %). V 15
vzorcih (51,8 %) so bila prisotna izklju¢no le
protitelesa anti-HBc. V 10 vzorcih smo so-
¢asno zaznali tako anti-HBc kot anti-HBs
(34 %) (Tabela 3). V Sestih primerih je bila
koncentracija protiteles anti-HBs nizja od
50 IE/l, v $tirih pa visja od 50 IE/l. Najvisja
izmerjena vrednost je bila 103 IE/L

Razpravljanje

Da bi se ¢cimbolj priblizali nicelnemu tve-
ganju za prenos okuzb s krvjo, smo bili v Re-
publiki Sloveniji med prvimi drzavami, ki so
uvedle obvezno presejalno testiranje za ne-
posredno dokazovanje HCV v vseh odvzetih
enotah krvi.® Odlocitev za testiranje tudi na
HIV 1 RNA je bila v primerjavi z drugimi
drzavami sprejeta kasneje, saj je verjetnost
odkriti samo HIV 1 RNA pozitivne eno-
te majhna zaradi nizke prevalence okuzb s
HIV tako med slovenskimi krvodajalci kot
tudi v populaciji prebivalcev Slovenije. In-
cidenca odkritih okuzb s HIV med krvoda-
jalci je v celotnem obdobju testiranja kon-
stantna (od o do 3 primeri letno). Ceprav
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incidenca okuzb s HIV med prebivalstvom
v Sloveniji v zadnjem desetletju narasca, se
Slovenija z manj kot 1 s HIV okuZeno osebo
na 1000 prebivalcev, e vedno uvrs¢a med
drzave z nizkim delezem okuzb v primer-
javi z vedino drzav Evropske unije.?' Z do-
stopnostjo enostavnih, hitrih, zmogljivejsih
ter cenovno sprejemljivih testnih metod je
postala aktualna razsiritev testiranja na vec
virusov, $e posebej na HBV, saj je vedno vec
porocil o prenosu okuzb s HBV s transfuzi-
jo, ko HBsAg ni bil zaznan in so bili krvoda-
jalci kroni¢ni nosilci virusa.'*'*

Izplen presejalnega testiranja NAT v Slo-
veniji nas uvrs¢a med dezele z nizko preku-
zenostjo s HCV in HIV ter visoko s HBV.
Slovenija se s 3-odstotno prevalenco pro-
titeles anti-HBc med krvodajalci umesca
med regije s srednje veliko prekuzenostjo
s HBV.??> Prevalenca okuzb OBI, (6/10°) je
primerljiva s prevalenco v sredozemskih
drzavah ter vzhodnoevropskih in baltskih
drzavah.”"®%*"° ter vigja od prevalence v za-
hodno- in severnoevropskih regijah.***

Ob odkrivanju teh tihih okuzb med
veckratnimi dajalci pa se sooamo z no-
vimi vprasanji in izzivi. Dajalcu, ki je vec-
krat daroval kri, moramo obrazloZiti nova
spoznanja o njegovi okuzbi in ga zavrniti
kot krvodajalca. Raziskati bi bilo potrebno
predhodne odvzeme in vpletene prejemnike
ter ugotoviti, ali so bile transfundirane kom-
ponente izvor morebitne okuzbe, predvsem
kadar ni dovolj empiri¢nih podatkov, ki bi
bili osnova za napoved verjetnosti prenosa
okuzb.”’

V raziskavi verjetnosti prenosa okuzb s
transfuzijami komponent predhodnih od-
vzemov 5 krvodajalcev, ki smo jo izvedli v
prvem letu testiranja NAT za HBV, nismo
potrdili nobenega prenosa okuzbe. Analizi-
rali smo 21 odvzemov in pridobili podatke
o 33 prejemnikih. Pri nobenem od teh pre-
jemnikov ni bil klini¢no diagnosticiran he-
patitis. Laboratorijsko pa smo zaznali ozna-
Cevalce prebolevanja HBV okuzbe, vendar
ni bilo mogoce izkljuciti pasivnega prenosa
protiteles s transfuzijo oziroma prisotnosti
protiteles pred transfuzijo.

Pri OBI virusno breme niha, torej ni vsa-
ka donacija HBV DNA pozitivna. Se zlasti
je vprasljiva kuznost ob hkratni prisotnosti
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nevtralizirajo¢ih protiteles anti-HBs.'?"'%?®

Kljucna je torej analiza ocene tveganja v po-
vezavi med virusnim bremenom in koli¢ino
transfundirane krvne komponente ob hkra-
tnem upostevanju drugih okolis¢in (priso-
tnost protiteles, imunski status prejemnika,
volumen transfundirane plazme, mutacija
virusa).!**

Upostevati je potrebno tudi Poissonovo
distribucijo, ki utemeljuje verjetnost uspe-
$nega odvzema odmerka vzorca za testi-
ranje. V plazmi z zelo majhnim virusnim
bremenom se z veliko verjetnostjo lahko
zgodi, da odvzamemo in z NAT testiramo
del plazme, ki ne vsebuje virusa in tako
(pravilno) pridobimo negativen rezultat, v
nekem drugem poizkusu pa pozitivnega, saj
smo uspesno zajeli virus in namnozili izbra-
ni genom.”

Zakljucek

Uvedba presejalnega testa na tri viruse s
tehnologijo NAT v posameznih donacijah
krvi je vsekakor povecala moznost zago-
tavljanja varnejse krvi in so jo zdravstvene
oblasti v vecini razvitih drzav predpisale.
Zaveza strokovnjakov, ki se ukvarjamo s
preskrbo s krvjo, je nasim bolnikom, preje-
mnikom krvi ali njenih sestavin zagotoviti
varnost in ucinkovitost krvi kot zdravila.
Porocila o prenosu okuzb ali sumu prenosov
ter njihove analize kazejo, da je transfuzija
danes varna oblika zdravljenja, vredna zau-
panja vseh uporabnikov v postopkih zdra-
vljenja s krvjo.*
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