MEDYCZNE ZASADY POBIERANIA KRWI, ODDZIELANIA JEJ SKEADNIKOW I
WYDAWANIA, OBOWIAZUJACE W JEDNOSTKACH ORGANIZACYJNYCH
PUBLICZNEJ SLUZBY KRWI

Diagnostyka czynnikow zakaznych przenoszonych przez krew

1.1 Zasady ogolne

Do obowiazkéw RCKiK w zakresie diagnostyki czynnikéw zakaZnych nalezy badanie u
krwiodawcéw i kandydatow na krwiodawcdéw znacznikoéw wirusowego zapalenia watroby
typu B 1 C (HBV 1 HCV), ludzkich wiruséw uposledzenia odpornosci (HIV-1 1 HIV-2) oraz
znacznikdw zakazenia kila. Na podstawie wynikéw tych badan eliminuje si¢ dawcow,
ktorych krew moze by¢ zroédtem zakazenia chorych - biorcow krwi i jej skladnikow. Dlatego
wyzej wymienione badania przeprowadza si¢ u kazdego krwiodawcy podczas kazdego
pobrania krwi 1 jej sktadnikow.

Dawcow wielokrotnych, ktorzy nie oddawali krwi przez okres ponad 2 lata nalezy traktowac

jak dawcow pierwszorazowych.

1.1.1 Badania przegladowe
Badania przegladowe przeprowadza si¢ technikami serologicznymi i technikami
biologii molekularnej (NAT — Nucleic Acid Tests).
1. Nosicieli wirusa HBV identyfikuje si¢ poprzez wykrycie antygenu HBs (HBsAg) lub/i
DNA HBV.
2. Nosicieli wirusa HCV identyfikuje si¢ poprzez wykrycie przeciwciat anty-HCV lub/i
RNA HCV.
3. Nosicieli wirusa HIV identyfikuje si¢ poprzez wykrycie przeciwciat anty-HIV1/2 lub/i
RNA HIV.
4. Osoby zakazone kita identyfikuje si¢ poprzez wykrycie przeciwcial do antygendéw kretka
bladego.
Badania przegladowe technikami serologicznymi wykonywane sa we wszystkich
Regionalnych Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa.
Badania przegladowe technikami NAT moga by¢ wykonywane przez RCKiK po

uzyskaniu od IHiT odpowiedniego zaswiadczenia.



1.1.2 Badania weryfikacyjne markerow wirusowych

Dodatnie lub watpliwe wyniki badan przegladowych podlegaja weryfikacji poprzez
wykonywanie badan potwierdzajacych ich swoisto§¢ lub badan uzupetniajacych
pozwalajacych na dokladniejsze okreslenie statusu wirusologicznego dawcy.

Zakres badan weryfikacyjnych jest rozny dla poszczegdlnych markeréw. Moze on ulegac
zmianie w zalezno$ci od stanu wiedzy na temat zakazenia danym wirusem. O zakresie badan
weryfikacyjnych wykonywanych u dawcy decyduje laboratorium referencyjne i prowadzi je

tak by byly wystarczajace do podjecia decyzji co do dalszych loséw dawcy.

Weryfikacje wynikéw badan przegladowych prowadzi sig:
1. udawcow z dodatnimi wynikami serologicznych testow przegladowych:

e u dawcow wielokrotnych z dodatnimi wynikami testu HBsAg (badania
prowadzi RCKiK lub laboratorium referencyjne w IHiT, jesli RCKiK tak
zdecyduje)

e u dawcow wielokrotnych z przeciwciatami anty-HCV (badania prowadzi
laboratorium referencyjne w IHiT)

e u dawcow wielokrotnych i pierwszorazowych z przeciwcialami anty-HIV
(badania prowadzi laboratorium referencyjne w IHiT)

2. u dawcéw pierwszorazowych i wielokrotnych bez markeréw serologicznych, u
ktérych wyniki testu NAT w kierunku DNA HBV, RNA HCV, RNA HIV sa dodatnie
(badania prowadzi [HiT).

1. 1. 3 Pobieranie krwi na badania

Probki krwi do badan czynnikéw zakaznych musza by¢ pobierane z tego samego
wktucia, z ktorego pobierana jest donacja, w trakcie lub po zakonczeniu donacji, do nowych,
uprzednio nie uzywanych, jednorazowych proboéwek. Objgtos¢ materiatu musi by¢
wystarczajaca do wykonania wszystkich badan wirusologicznych i do przygotowania probek
archiwizacyjnych. Nalezy przechowywac¢ po dwie probki archiwizacyjne z kazdej donacji, tak
aby koncowa obj¢tos¢ wynosita przynajmniej 1 ml z mozliwoscia ich peinej identyfikacji i
szybkiego odszukania w zamrazarkach. Nalezy dazy¢ do tego by probki byty tak
przechowywane, aby w przypadku wyjgcia jednej z nich pozostate nie ulegly rozmrozeniu.
Zamrozone probki powinny by¢ przechowywane przynajmniej 10 lat w temp —25°C w

zamrazarkach podlegajacych systematycznej walidacji. Archiwizowaé nalezy wszystkie



donacje, takze te z dodatnimi wynikami testow serologicznych. Probki osocza do badan NAT
1 do badan weryfikacyjnych w IHiT powinny by¢ pobierane i dostarczane w probowkach
prozniowych z EDTA 1 zelem separujacym przeznaczonych do badan wirusologicznych
technikami biologii molekularnej. Proboéwki powinny posiada¢ dokumenty zawierajace
wyniki badan potwierdzajace, ze ich uzycie zapewnia stabilno$§¢ materialu genetycznego
wirusa przez 5 dni w temperaturze od +4 do +8°C od momentu pobrania.

Jezeli od dawcy wymagajacego wykonania badan weryfikacyjnych z réznych
wzgledow nie pobrano materialu do wtasciwej probowki lub jesli nie mozna jej wykorzystaé
do tego typu badan, nalezy ponownie wezwa¢ dawce, pobra¢ 2 probki krwi (w tym jedna do
proboéwki z zelem) 1 ponownie wykona¢ testy przegladowe.

1.1.4 Algorytmy postgpowania
1.1.4.1 Przegladowe badania serologiczne

Po uzyskaniu dodatniego wyniku testu przegladowego nalezy nast¢pnego dnia (jezeli
probki sa swieze) lub tego samego dnia w drugim nastawieniu (jezeli probki sa ,,0dstane”)
ponownie wykona¢ ten sam test, z tej samej probki krwi dawcy, w dwoch powtdrzeniach.
Uzyskanie w obu powtdrzeniach ujemnego wyniku kwalifikuje dawce do grupy bez markera
serologicznego, a probke jego osocza trzeba zbadac¢ technika NAT. Uzyskanie w jednym lub
w obu powtorzeniach wyniku dodatniego wymaga potwierdzenia obecnosci markera
wirusowego w preparatach otrzymanych z danej donacji. Nalezy w tym celu wykonac taki
sam test przegladowy z probki pobranej z segmentu drenu. Otrzymanie dodatnich wynikow z
segmentow drendéw potwierdza, ze w pojemnikach znajduja si¢ sktadniki otrzymane z krwi
dawcy, u ktorego podejrzewa si¢ nosicielstwo wirusa. W przypadku otrzymania ujemnych
wynikéw z segmentow drendow pochodzacych z pojemnikdéw oznaczonych tym samym
numerem donacji co probka krwi, w ktorej stwierdzono wyniki dodatnie, mozna sadzié, ze
nastapita pomytka w numerowaniu probek krwi lub pojemnikéw. Taka sytuacja obliguje do
wykonania testu przegladowego z segmentow drendw  wszystkich preparatow
krwiopochodnych otrzymanych w danym dniu. Jezeli badania w segmentach wszystkich
drenow daly wyniki ujemne, wszystkie sktadniki uzyskane z pobran w danym dniu mozna
dopusci¢ do uzytku. Jezeli w ktoryms$ z segmentow drendw uzyskano wynik dodatni, to te
donacje¢ nalezy traktowa¢ jako dodatnia 1 wdrozy¢ postgpowanie wyjasniajace przyczyng
pomytki. Dawcéw, u ktorych stwierdzono rozbieznos¢ wynikoéw uzyskanych w probee krwi /

osocza i w probce z drenu nalezy ponownie zbadac.



W przypadku kilkukrotnego wykonywania oznaczen z tej samej probki, dokumentacja
powinna zawiera¢ wyniki wszystkich oznaczen oraz informacjg, ktéry wynik uznano za
ostateczny i1 przekazano dalej. Osobno nalezy odnotowywac¢ wyniki oznaczen wykonywanych
z segmentow drendw.

Wyniki badan u dawcéw z powtarzalnie dodatnim wynikiem testu przegladowego
podlegaja badaniom weryfikacyjnym zgodnie z zasadami opisanymi w punkcie 1.1.2.

Krew 1 jej skladniki komoérkowe oraz pojemniki z osoczem od dawcow
pierwszorazowych z dodatnimi wynikami testu przegladowego powinny zosta¢ zniszczone. U
dawcow wielokrotnych nalezy zniszczy¢ pelna krew i sktadniki komérkowe, a pojemniki z
osoczem oznakowaé¢ ,nie do transfuzji anty-HCV+” lub ,anty-HIV+” lub ,HBsAg+” i
zabezpieczy¢ tak by nie mogly by¢ pomytkowo wykorzystane do przetoczenia. Od dawcow
wielokrotnych, u ktorych po raz pierwszy wykryto markery serologiczne, nalezy przesta¢ do
IHiT probki osocza (pobrane przy obecnej i1 poprzednich donacjach) oraz wyniki badan.
Nalezy dotaczy¢ informacje o pojemnikach z osoczem zabezpieczonych w RCKiK. Jesli
probki sa niedostepne nalezy przesta¢ pojemniki z osoczem oraz wyniki badan. Jezeli w
badaniu weryfikacyjnym wykryto material genetyczny wirusa lub wynik testéw RIBA lub
WB jest dodatni, do IHiT nalezy przysta¢ pojemnik z osoczem z poprzedniej donacji. W

innym przypadku osocze nalezy zniszczyc¢.

1.1.4.2 Przegladowe badania NAT prowadzone w pojedynczych donacjach

Po uzyskaniu dodatniego wyniku testu Multiplex w kierunku RNA HCV, RNA HIV i
DNA HBV nalezy dwukrotnie powtorzy¢ badanie. Jedno powtorzenie moze by¢ wykonane z
segmentu drenu. Dopuszcza si¢ tez wykonanie testow roznicujacych w kierunku HCV, HBV
oraz HIV i traktowanie ich jako jednego powtoérzenia badania. Jesli wyniki badan
powtornych sa ujemne pierwotny wynik uzna¢ za fatszywie dodatni. Gdy przynajmniej jeden
z wynikéw badan powtornych jest dodatni wykonac testy roéznicujace w kierunku kazdego z
badanych wirusow (o ile nie byly wykonane). Dodatni wynik testu roznicujacego dla danego
wirusa przy ujemnym wyniku dla pozostatych wskazuje na to, ze dawca jest zakazony tym
wirusem. Jesli dawca zakazony jest dwoma (trzema) wirusami, wyniki dwoch (trzech) testow
roznicujacych beda dodatnie, a jeden (zaden) ujemny. Jesli wyniki testow réznicujacych sa
ujemne przy dodatnich dwoch powtorzeniach testu Multiplex, wynik testu Multiplex nalezy
uzna¢ za dodatni. Dawcy z dodatnimi wynikami testu przegladowego podlegaja badaniom

weryfikacyjnym zgodnie z zasadami opisanymi w rozdziale 8.1.2. Krew i sktadniki



komorkowe od dawcow bez markerow serologicznych, a z dodatnimi/watpliwymi wynikami
testow NAT powinny zosta¢ zniszczone lecz nalezy zabezpieczy¢ i1 odesta¢ do IHiT

wszystkie probki osocza 1 pojemniki z osoczem od tych dawcow.

1.1.4.3 Przegladowe badania NAT wykonywane w zlanych w pule prébkach od wielu
dawcow

Po otrzymaniu dodatniego wyniku NAT w puli osocza nalezy =zidentyfikowaé
dodatnia donacje poprzez wykonanie badan w ,,mniejszych pulach” zlozonych z mniejszej
liczby probek, a nastgpnie w pojedynczych donacjach. Jesli badanie ,,mniejszych puli” daje
wynik ujemny nalezy powtorzy¢ badanie puli. Jesli wynik dodatni nie powtarza si¢ — mozna
zwolni¢ wchodzace w jej sktad donacje. Jesli wynik puli jest ponownie dodatni nalezy
powtdrzy¢ badania ,,mniejszych puli”, przesta¢ probki i cala dokumentacje¢ do IHiT i do czasu
wyjasnienia wyniku zatrzyma¢ wszystkie donacje.

Wyniki badan u dawcéw z dodatnimi lub wzbudzajacymi watpliwosci wynikami
testow przegladowych NAT nalezy podda¢ badaniom weryfikacyjnym zgodnie z zasadami

opisanymi w punkcie 8.1. 2 1 postegpowac jak w punkcie 8.1.4.2

1.1. 5. Zawiadomienie dawcy o wynikach badan wirusologicznych

W przypadku uzyskania wyniku dodatniego lub watpliwego ktoregokolwiek z markerow
wirusowych lekarz lub inna upowazniona osoba przesyta krwiodawcy listem poleconym
wezwanie do stawienia si¢ w RCKiK (wzor nr 1). Przy odbiorze wynikow przez dawcow
wielokrotnych, u ktérych badania weryfikacyjne prowadzono w RCKiK (HBsAg) nalezy
pobra¢ i1 przesta¢ do IHiT probke osocza pobrana do probowki do badan metodami biologii
molekularne;j.

Wzor nr 1

Regionalne Centrum Krwiodawstwa

1 Krwiolecznictwa

Pani/Pan: Imig i nazwisko

Zwracamy si¢ z prosba o niezwloczne zgloszenie si¢ do Regionalnego Centrum

Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w ..., ...




lub Terenowego Oddziatu RCKiK w........................

po odbior wynikéw badan .

Krwiodawca otrzymuje od lekarza wynik badania, ktérego odbior kwituje na kopii.
Na wyniku badania powinna by¢ nazwa odczynnikéw (i producent), ktérymi wykonano
badania oraz warto$§¢ S/CO (CORatio). Lekarz winien wytlumaczy¢ krwiodawcy co oznacza
ten wynik. Wartos¢ S/CO< 1 oznacza wynik ujemny; wartos¢ S/CO >1 oznacza wynik
dodatni. Prawdopodobienstwo, ze u dawcy wykryje si¢ RNA HCV, gdy wartos¢ S/CO w EIA
anty-HCV wynosi 1-4 wynosi okoto 2%. Jesli warto§¢ S/CO jest > 4 prawdopodobienstwo
wykrycia RNA HCV wynosi 60-80%. Podobne zalezno$ci (pomigdzy wartoscia S/CO, a
prawdopodobienstwem wykrycia RNA HIV 1 przeciwciat w tescie WB  wystepuja przy
dodatnich wynikach EIA dla anty-HIV.

Krwiodawca, ktory zostal skreslony na state lub ma 2-letnia przerw¢ w oddawaniu
krwi, odbierajac wyniki powinien réwniez otrzymac skierowanie do lekarza podstawowej
opieki zdrowotnej lub specjalistycznego zaktadu ochrony zdrowia (patrz tabele 38-40). Jezeli
krwiodawca nie zglasza si¢ na wezwanie po odbiér wynikow badan lub nie stawia si¢ na
dodatkowe badania nalezy dwukrotnie w odstepie 2 miesigcy, listem poleconym, wysytac
zawiadomienia (wzory nr 1 lub 2 odpowiednio).

Wzor nr 2

Regionalne Centrum Krwiodawstwa

1 Krwiolecznictwa

Pani/Pan: Imig i nazwisko

Zawiadamiamy, ze wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na konieczno$¢ powtorzenia
ich. W zwiazku z tym prosimy nie oddawa¢ krwi do czasu przeprowadzenia dodatkowych
badan specjalistycznych 1 zwracamy si¢ z prosba o zgtoszenie si¢ do RCKiK w ............ lub
Oddziatu Terenowego RCKiK w ............ W terminie..........o.ceovvenvennnnn... w celu

pobrania probki do badan kontrolnych.




Kazdy dodatni (niepotwierdzony) wynik testu przegladowego powoduje czasowe odsunigcie
krwiodawcy od oddawania krwi, az do chwili wyjasnienia wszystkich watpliwo$ci. Dawcy z
dodatnim, ale nie potwierdzonym wynikiem testu przegladowego, u ktorych takie wyniki
utrzymuja si¢ ponad 1 rok, moga by¢ skresleni z listy krwiodawcow na okres 2 lat, ale nie
powinni by¢ wpisywani na list¢ dawcoéw skreslonych na state. Skreslenia moze dokonaé
RCKiK lub moze zaproponowac¢ je IHiT. Dawcy tacy powinni by¢ rowniez kierowani (wraz
kompletem badan) do odpowiedniego lekarza/ placéwki stuzby zdrowia, w celu wyjasnienia
nieprawidtowosci. Po uptywie 2 lat i ponownym zgloszeniu sig, dawcy tacy powinni by¢

traktowani jak pierwszorazowi. Dopuszcza si¢ rowniez kontrolowanie dawcy raz w roku.

1.2 Badania serologiczne

Badania metodami EIA przeznaczonymi do wykrywania poszczeg6lnych znacznikow
nalezy wykonywa¢ $cisle wedlug instrukecji producenta uzywanych odczynnikow.
Interpretacja wynikéw winna by¢ réwniez zgodna z instrukcja producenta.

Do kazdej serii badan przegladowych nalezy dofacza¢ t¢ sama we wszystkich RCKiK
wykonujacych badania danym testem dodatnia kontrolg. Rodzaj kontroli bgdzie okresla¢
IHiT. Wyniki kontroli nalezy codziennie wprowadza¢ do programu komputerowego

»Zewnetrzna kontrola jako$ci”.

1.2.1. ANTYGEN HBs

Po otrzymaniu wyniku dodatniego w tescie przegladowym nalezy postgpowac tak, jak
przedstawiono w tabeli 38. W celu potwierdzenia dodatniego wyniku nalezy wykona¢
badania przy pomocy specjalnego zestawu odczynnikéw zwanego testem potwierdzenia.
Interpretacja wyniku musi by¢ zgodna z zaleceniami producenta. Dodatni wynik tego testu na
state dyskwalifikuje dawce. Jesli w teScie potwierdzenia antygen nie poddaje si¢ neutralizacji
to najprawdopodobniej reakcje otrzymane w tescie przegladowym byly nieswoiste. Nalezy
state zdyskwalifikowa¢ dawce; jesli wynik jest ujemny to zdyskwalifikowa¢ dawceg na 6
miesigcy w oczekiwaniu na ustapienie nieswoistych reakcji. W takiej sytuacji nalezy
skierowa¢ do dawcy druk wg wzoru nr 2. Jezeli nieswioste reakcje utrzymuja si¢ dtuzej,
mozna dawce kontrolowa¢ raz w roku lub skresli¢ zgodnie z zasadami wymienionymi w

punkcie 1.1.5.



Dawca, u ktorego otrzymano dodatni wynik testu potwierdzenia powinien
niezwlocznie zosta¢ wezwany do RCKiK. W tym celu nalezy zastosowa¢ odpowiedni druk
(wzérnr 1).

Testy potwierdzenia musza by¢ wykonywane u dawcow wielokrotnych; u dawcow

pierwszorazowych moga, ale nie musza by¢ wykonywane.

1.2.2. PRZECIWCIALA anty-HCV

Dawcy pierwszorazowi, u ktorych wykryto w tescie przegladowym przeciwciala anty-
HCV powinni, po rozmowie z lekarzem dziatu krwiodawcow, zosta¢ skierowani do lekarza

podstawowej opieki zdrowotnej.

U dawcéw wielokrotnych nalezy przeprowadzi¢ badania weryfikacyjne w
laboratorium referencyjnym IHiT (tabela 39). Dodatnie wyniki badan RNA HCV wskazuja,
ze dawca jest zakazony wirusem 1 nalezy go na state zdyskwalifikowaé we wszystkich
placowkach krwi w Polsce. Listy dawcow, u ktorych wykryto RNA HCV musza by¢
wysylane na biezaco do wszystkich oddziatow terenowych podleglych danemu RCKIiK oraz
dziatow zapewnienia jakosci wszystkich RCKiK, a takze do IHiT. Dawca, u ktorego wykryto
RNA HCV powinien niezwlocznie zosta¢ wezwany do RCKiK. W tym celu nalezy
zastosowa¢ odpowiedni druk (wzoér nr 1). U dawcow, u ktorych nie wykryto RNA HCV
wykonuje si¢ w IHiT badanie przeciwcial testem uzupeitniajacym RIBA. Potwierdzenie
obecnosci przeciwcial w tescie uzupehiajacym (RIBA +), a nie wykrycie RNA HCV
wskazuje, ze dawca prawdopodobnie przebyl zakazenie lecz aktualnie nie ma markeréw
czynnej replikacji wirusa. Dawca taki powinien zosta¢ skreslony z rejestru na stale i
skierowany do lekarza podstawowej opieki zdrowotnej. W przypadku watpliwego wyniku
testu uzupelniajacego, dawca wymaga dalszej obserwacji; do oddawania krwi mozna
dopusci¢ dawceg wytacznie w przypadku braku RNA HCV oraz braku przeciwcial anty-HCV
wykrywanych testem przegladowym 1 testem uzupeliajacym. Dawcy z watpliwymi
wynikami testu uzupetniajacego powinni zosta¢ poinformowani za pomoca druku wg wzoru
nr 2 o potrzebie wykonania dalszych badan i czasowym odsunigciu od oddawania krwi.
Utrzymujace si¢ dodatnie wyniki testow serologicznych 1 watpliwe wyniki testu
uzupetniajacego, przy braku RNA HCV przez okres co najmniej 12 miesigcy, upowazniaja

RCKIiK do skreslenia dawcy zgodnie z zasadami opisanymi w punkcie 1.1.5.



Ujemny wynik testu uzupehiajacego pozwala sadzi¢, ze dawca jest zdrowy, ale ze
wzgledu na obecnos$¢ nieswoistych przeciwciat jego krew nie moze zosta¢ przeznaczona do
celow leczniczych. W zwiazku z tym dawca zostaje zdyskwalifikowany na okres 6 miesigcy
(lub dtuzej — az do zaniku przeciwciat dajacych nieswoiste reakcje w tescie przegladowym).

W takiej sytuacji nalezy zawiadamiajac dawcg zastosowac druk wedtug wzoru nr 2.

1.2.3. PRZECIWCIALA anty-HIV

Obowiazujace postgpowanie w przypadku stwierdzenia dodatniego wyniku testu
przegladowego przedstawia tabela 40.

Po stwierdzeniu co najmniej dwoch dodatnich wynikow testu przegladowego, do IHiT
nalezy przesta¢ probke krwi w celu wykonania badan potwierdzajacych zakazenie - test
Western Blot (WB) lub/i RNA HIV).

Wykrycie RNA HIV lub/i dodatni wynik testu WB w probce przestanej do
weryfikacji, wskazuja na zakazenie wirusem HIV. Watpliwy lub ujemny wynik testu WB
przy dodatnim wyniku RNA HIV wskazuje na wczesny etap zakazenia.

Jezeli wynik badania RNA HIV probki przystanej do weryfikacji jest ujemny, nalezy
postgpowac¢ wedlug wskazéwek IHiT, ktory okresla termin ponownego przystania probki
krwi w celu powtorzenia badania RNA HIV i WB. W takim przypadku obowiazuje czasowa
dyskwalifikacja dawcy (wzor nr 2). Jezeli wyniki testow WB 1 RNA HIV sa ujemne i nie ma
zalecen ze strony IHiT, dawca moze oddawa¢ krew, gdy wynik testu przegladowego
przeprowadzonego po minimum 3 miesigcach od ostatniej donacji, jest ujemny. Jezeli po tym
okresie wynik testu przegladowego jest w dalszym ciagu dodatni, nalezy nadal kontrolowac
dawce co 6 miesigcy lub skresli¢ z listy tak jak to podano w punkcie 1.1.5. Jesli nie wykryto
RNA HIV, a wyniki badan testem WB sa watpliwe, dawca powinien podlega¢ kolejnym
badaniom co 6 miesigcy (liczac od pierwszego pobrania lub ostatniej weryfikacji) lub
zastosowac si¢ do zalecen IHiT. Przesylanie probek czesciej, niz to zaleca IHiT zwigksza
koszty badan weryfikacyjnych, a nie jest uzasadnione. Uzyskanie watpliwego wyniku WB w
dwoch kolejnych badaniach, przy ujemnych wynikach RNA HIV upowaznia RCKiK do
skreslenia dawcy z Rejestru lub RCKiK moze kontynuowaé badania do uzyskania ujemnych
wynikow wszystkich testow. Dawce mozna dopusci¢ do oddawania krwi po uzyskaniu
ujemnych wynikow testow: przegladowego, RNA HIV i WB.

Jezeli nie ma kontaktu z dawca, RCKiK wysyla listem poleconym zawiadomienie o

konieczno$ci pobrania od niego probki krwi. W zawiadomieniu nie wolno podawaé



przyczyny wezwania (wzor nr 2).

Po uzyskaniu dodatniego wyniku testu potwierdzenia technika WB lub/i dodatniego
wyniku RNA HIV, RCKiK wzywa krwiodawcg listem poleconym do zgloszenia si¢ (wzor nr
1).

Dyrektor RCKiK lub upowazniony przez niego lekarz rozmawia z krwiodawca
informujac go o wykrytym u niego zakazeniu wirusem HIV, udziela wskazowek dotyczacych
ochrony innych osob przed zakazeniem. Nastepnie przekazuje go pod opieke ambulatoryjna
placowki stuzby zdrowia, $wiadczacej opieke ambulatoryjna dla osob zakazonych HIV i
chorych na AIDS lub odpowiedniego oddziatu szpitalnego (patrz koniec rozdziatu).

Do IHiT nalezy przekaza¢ informacjg, czy dawca, u ktérego stwierdzono zakazenie
byl dawca honorowym czy ptatnym, pierwszorazowym czy wielokrotnym oraz informacj¢ o
losach krwi i jej sktadnikéw z poprzednich donacji.

Pracownikéw RCKiK obowiazuje rygorystyczne przestrzeganie tajemnicy, to znaczy,
ze nie wolno udziela¢ zadnych informacji o stwierdzonym zakazeniu HIV ani krwiodawcy
(robi to wytacznie dyrektor lub upowazniony przez niego lekarz) ani innym osobom.

Instytut Hematologii i Transfuzjologii na podstawie dodatniego wyniku RNA HIV
lub/ 1 testu WB, wysyta do wszystkich RCKiK zakodowana informacj¢, zawierajaca dane
personalne, o skre§leniu na stale krwiodawcy z Rejestru. RCKiK maja obowiazek
przekazywania tej informacji, réwniez zakodowanej, do wszystkich swoich oddzialow
terenowych. Dzialy rejestracji krwiodawcow w RCKiK i w oddzialach terenowych sa
obowiazane do prowadzenia wykazu dawcéw skreslonych z rejestru 1 sprawdzania kazdego
dawcy zglaszajacego si¢ do oddania krwi lub osocza, czy jego nazwisko nie znajduje si¢ w

tym wykazie.

1.3 BADANIA TECHNIKAMI BIOLOGIT MOLEKULARNE]J

W placéwkach polskiej stuzby krwi technikami biologii molekularnej (NAT) bada si¢
obligatoryjnie obecnos¢ RNA HCV, RNA HIV i DNA HBV w osoczu. Badani musza by¢:

1. Wszyscy dawcy, u ktérych nie wykryto markeréw serologicznych zakazenia HCV, HIV,
HBV i kily oraz z aktywno$cia ALT nie przekraczajaca normy dla dawcow. Badania
wykonuje si¢ w pulach osocza lub w pojedynczych donacjach. Jezeli badania NAT
wykonywane sa w pojedynczych probkach to mozna je wykonywac u wszystkich dawcow

bez wzgledu na wyniki serologicznych badan przegladowych i wyniki ALT. Jesli w

10



serologicznych badaniach przegladowych dodatni wynik nie potwierdza sig¢, probke
nalezy wlaczy¢ do badania w nastgpnej puli.

2. Dawcy, u ktorych wykryto przeciwciata anty-HIV w tescie przegladowym. Badania
wykonuje si¢ w pojedynczych donacjach.

3. Dawcy wielokrotni, u ktorych wykryto przeciwciata anty-HCV. Badania wykonuje si¢ w
pojedynczych donacjach.

4. U dawcoéw, ktorych krwinki stuza do immunizacji oraz w osoczu dawcow
immunizowanych, przeznaczonym do produkcji immunoglobulin anty-RhD i anty-HBs
dodatkowo wykonuje si¢ badania DNA Parvowirusa B19. Badania wykonuje si¢ w pulach

0oSocza.

Badania te wykonywane sa:
e w zwalidownych i nadzorowanych przez IHiT Pracowniach Biologii Molekularnej
w RCKIiK, w pojedynczych lub zlanych w pule probkach osocza dawcow;

¢ w laboratoriach referencyjnych IHiT.

Badania technikami biologii molekularnej wykonuje si¢ przy uzyciu testow, ktore zostaty

dopuszczone do uzycia przez IHiT.

1. 3.1. Ogo6lne zasady organizacji pracowni biologii molekularne;j

Wysoka czuto$¢ metod biologii molekularnej, wrazliwo§¢ kwasow nukleinowych
(szczeg6lnie RNA) na degradacj¢ oraz mozliwo$¢ hamowania reakcji namnazania
(amplifikacji) kwasow nukleinowych przez czynniki obecne w badanej probce powoduja, ze
w pracowniach biologii molekularnej konieczne jest przestrzeganie rygorystycznych zasad
postgpowania.

Badania musza by¢ przeprowadzane przez wysoko wykwalifikowany personel, nie
dopuszczalne jest aby badania przeprowadzaty osoby dochodzace z innych pracowni. W
trakcie prowadzenia badania osoby je wykonujace nie moga by¢ odrywane do wykonania
innych czynno$ci. Wymagana jest specjalna organizacja pracowni. Wstgp do pracowni
powinien by¢ ograniczony tylko do zatrudnionego w niej personelu.

Wazna jest dbatos¢ o jako$¢ otrzymywanego do badan materiatu, poniewaz juz na

etapie pobierania probek istnieje zagrozenie zanieczyszczenia materiatem od innej osoby.
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1.3.2  Wymagania lokalowe i sprzetowe pracowni badania osocza metodami biologii
molekularne;j

Ze wzgledu na mozliwos¢ zanieczyszczenia fragmentami DNA lub RNA z innych
reakcji, konieczne jest zapewnienie specjalnej organizacji przestrzennej pracowni i
odpowiedniej organizacji pracy. Zaleca si¢, aby: pulowanie (jesli bada si¢ pule osocza),
izolowanie materiatu genetycznego i amplifikacja/detekcja odbywaty si¢ w oddzielnych
pomieszczeniach. Wszystkie czynno$ci nalezy wykonywaé¢ w jednorazowych rekawiczkach
beztalkowych, gdyz talk jest doskonalym no$nikiem materiatu genetycznego i enzymow
degradujacych kwasy nukleinowe. Zadne materiaty, odczynniki i sprzety nie moga by¢
przenoszone z pomieszczenia stuzacego do amplifikacji i detekcji materiatu genetycznego do
innych pomieszczen. Zaleca si¢ takze stosowanie w kazdym z pomieszczen innych fartuchéw.

Do czyszczenia powierzchni stotow i sprzgtu nalezy uzywac codziennie, przed i po
zakonczeniu pracy 0.5% podchlorynu sodu. Dodatkowo mozna uzywaé do czyszczenia
powierzchni, sprzgtu i aparatury odpowiednie ptyny np. Aerodesin 2000, DNA-away.
Pomieszczenia przed i po-amplifikacyjne musza by¢ sprzatane przy pomocy oddzielnego

sprzetu.

1.3.3 Material do badan NAT

Badanym materiatem jest osocze uzyskane z pobranej probki krwi do zawierajacej
EDTA prézniowej probowki z zelem separujacym przeznaczonej do badan metodami biologii
molekularnej. Dzigki zastosowaniu systemu zamknigtego unika si¢ manipulacji zwiazanych z
oddzieleniem materiatu do badania, ktore zwigkszaja ryzyko uzyskania wynikéw fatszywych.
Materialem zanieczyszczajacym moga by¢ fragmenty naskorka, kropelki $liny itp., zarowno
od innego dawcy jak 1 osoby opracowujacej probke. Probowki z heparyna jako
antykoagulantem nie moga by¢ uzywane, poniewaz hamuje ona proces namnazania kwasow
nukleinowych.

Objetos¢ osocza w probowce musi by¢ dostosowana do wymogow testow uzywanych
do badan NAT. Nalezy uwzgledni¢ konieczno$¢ badan powtornych oraz konieczno$¢
pozostawienia osocza do archiwizacji. Do czasu wykonania wszystkich badan przegladowych
NAT wyjsciowe probowki nalezy przechowywaé¢ w chtodni.

Probki do badan nie moga by¢ wielokrotnie zamrazane i rozmrazane; kazde kolejne

ich rozmrozenie powoduje spadek stgzenia czastek wirusa w osoczu. Fakt ten trzeba
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uwzgledni¢ przy planowaniu pracy, biorac pod uwagg, ze po uzyskaniu w puli osocza wyniku
dodatniego konieczne jest wykonywanie czasochlonnych badan by zidentyfikowaé dodatnia
donacj¢. Badania nalezy zakonczy¢ nie pdzniej niz w 5 dni po pobraniu prébki lub jesli byta
ona po pobraniu zamrozona w ciagu 5 dni od rozmrozenia.

Pule¢ osocza przeznaczona do badan NAT nalezy przechowywa¢ w temperaturze
+4 - +8°C do czasu wykonania badania i otrzymania wyniku, nie dtuzej niz dwa dni.
Dopuszcza si¢ dluzsze przechowywanie w przypadku wykrycia obecnosci wirusa w

wykonanej puli. W tym czasie nalezy dokona¢ identyfikacji dodatniej donacji.

1.3.4 Przeprowadzenie badah molekularnych
1.3.4.1 Czynnosci przygotowawcze

Otrzymywane do badan probki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiednia
dokumentacj¢, zawierajaca date sporzadzenia dokumentéw, liczbg probek dostarczonych do
badan, numery przystanych probek (odpowiadajace numerowi donacji) i podpis osoby
odpowiedzialnej za sporzadzenie dokumentow. Nalezy sprawdzi¢ 1 potwierdzi¢ podpisem
zgodno$¢ otrzymanych probek z zataczona do nich dokumentacja.

Przyjecie probek do badan powinno by¢ potwierdzone protokotem, zawierajacym date
otrzymania probek, ich liczbg, ewentualne uwagi i podpis osoby przyjmujacej. Jesli badanie
lub pulowanie i badanie NAT nie bedzie przeprowadzane od razu, w zaleznosci od stanu
osocza 1 planowanego terminu rozpoczgcia badan nalezy umie$ci¢ probki w lodowce
(temperatura od +4 do +8°C) lub zamrazarce (temperatura minimum -20°C). Jesli probki
znajduja si¢ w zamrazarce, to przed wykonaniem badan nalezy je rozmrozi¢ (w lodowce lub
w temperaturze pokojowej). Przed wykonaniem pipetowania osocze musi osiagnac
temperaturg pokojowa.

Przed przystapieniem do badan nalezy przygotowa¢ probowki z osoczem, dokonac
wzrokowej kontroli ich stanu, wygladu osocza i ulozenia bariery zelowej. Probowki Zle
odwirowane, z bardzo znaczna hemoliza nalezy wycofa¢ z badan. Z probowek, w ktorych sa
duze, widoczne skrzepy usuwa si¢ je za pomoca jednorazowych pipetek (do kazdej proboéwki
oddzielna pipetka). Wszystkie zaobserwowane nieprawidtowos$ci powinny by¢ odnotowane w

odpowiednim protokole.

1.3. 4.2 Przygotowanie pul osocza
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Bezposrednio przed pulowaniem osocze w probowkach nalezy wymieszaé. Probowki
z probkami dawcow, probowki stuzace do przygotowania puli i ptytki archiwizacyjne musza
by¢ oznaczone kodami paskowymi by $ledzi¢ 1 archiwizowa¢ w bazie danych stacji pulujace;j
przebieg procesu pulowania i identyfikacji dodatnich donacji.

Przygotowanie stacji pipetujacej do pracy oraz konserwacja i przeglady musza
odbywac¢ si¢ wg zalecen producenta. Aparat powinien mie¢ aktywne funkcje detekcji
poziomu ptynu i detekcji skrzepu.

Instrukcje dotyczace pulowania musza zawiera¢ opis postgpowania dla wszystkich
funkc;ji.

W czasie pulowania obserwowa¢ nalezy dodawanie osocza do puli i na ptytke, a
prawidtowos¢ tego procesu musi by¢ potwierdzona w protokole podpisem osoby wykonujace;]
badanie. Nalezy takze odnotowywaé wszystkie zaobserwowane nieprawidtowosci i
protokotowac sposob zastosowanego postgpowania. Pozadane jest by prawidtowos$¢ procesu
pulowania byta monitorowana automatycznie przez odpowiedni detektor bgdacy dodatkowym

wyposazeniem stacji pulujace;.

1.3.4.2.1. Czynno$ci po wykonaniu puli

Po zakonczonym pulowaniu zamknigte korkami proboéwki z pulami, przenies¢ do
pokoju izolacyjnego, do czasu wykonania badania przechowywa¢ w temperaturze od +4 do
+8°C. Plytki archiwizacyjne zabezpieczy¢ i przenie$¢ do lodowki, zakres temperatur od +4 do
+8°C. Przechowywa¢ do czasu uzyskania wyniku badan NAT; dalsze postepowanie
uzaleznione jest od tego wyniku.

Wynik ujemny testow NAT dla puli pozwala na uznanie wszystkich donacji
wchodzacych w jej sktad za ujemne.

Wynik dodatni testow NAT w puli nakazuje wykona¢ dalsze badania prowadzace do
identyfikacji dodatniej donacji. Schemat procesu dochodzenia do identyfikacji dodatniej
donacji musi zosta¢ zaakceptowany przez IHiT 1 poswiadczony odpowiednim
zaswiadczeniem wydanym na podstawie pozytywnych wynikéw badan walidacyjnych oraz
analizy procedur operacyjnych i protokotow.

Po przeprowadzeniu pulowania na stanowisku pracy nalezy przeprowadzi¢ niezbg¢dne
czynnosci konserwacyjne, wypeli¢ odpowiednie protokoly konserwacji dziennej i

tygodniowe;.
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1.3.4.2.2. Dokumentacja pracy stacji pipetujacej

Wyniki badan NAT w puli musza by¢ wpisywane z protokotu izolacji do protokotu
pulowania 1 programu stacji pipetujacej niezaleznie przez dwie osoby (potwierdzone
podpisem na protokole osoby wpisujacej) lub moga by¢ przesytane bezposrednio z aparatu
Cobas do stacji pipetujacej. Wynik drukowany ze stacji pipetujacej musi zawiera¢ numery
wszystkich donacji wchodzacych w sktad puli, odpowiadajace im pozycje na plytce
archiwizacyjnej, wyszczego6lnienie btedow podczas pipetowania (wpisywanie reczne nr kodu,
wykrycie skrzepu, zbyt mata objgtos¢ osocza), nazwe badania, wynik dla poszczegélnych
donacji, podpisy osoby wykonujacej badanie i sprawdzajacej zgodnos¢ wszystkich danych,
pieczatke pracowni. Gdy badanie wykonywane jest dla innego RCKiK wyniki badah moga

by¢ dodatkowo przesytane droga elektroniczna lub nalezy dotaczy¢ wyniki na dyskietce.

1.3.4.3 Wykrywanie materiatu genetycznego wirusa HCV, HIV i HBV

Badanie mozna wykonywac przy pomocy testow NAT dopuszczonych do stosowania
przez IHiT, stosujac si¢ do protokotow producenta. Kazdego dnia nalezy wykonywa¢ badania
standardu/ow (tzw. ,,run control”) HCV, HBV i HIV ktérych rodzaj bgdzie okre§lony przez
IHiT. Te same standardy powinny by¢ uzywane przez wszystkie Pracownie Biologii
Molekularnej. Wynik badan standardow nalezy codziennie wpisywa¢ do programu
komputerowego Zewngtrznej Kontroli Jakos$ci.

Interpretacja wynikéw powinna odbywac si¢ zgodnie z zaleceniami producentow, lecz

wyniki wzbudzajace watpliwosci nalezy traktowac jak wyniki dodatnie.

1.3.5. Walidacja badan technikami NAT

Badania NAT mozna wykonywaé po otrzymaniu z IHiT zaswiadczenia
potwierdzajacego, ze Pracownia Biologii Molekularnej RCKiK uczestniczyla i uzyskata
odpowiednie wyniki obowiazujacych badan walidacyjnych. Zas$wiadczenie musi by¢
wydawane raz w roku. Osoba nadzorujaca prace pracowni musi uzyska¢ z IHiT immienne
zaswiadczenie wydawane na podstawie sprawdzenia wiadomos$ci teoretycznych i
praktycznych.

Walidacj¢ badan nalezy wykonywa¢ zgodnie z zaleceniem IHiT, z probek osocza

przestanych przez [HiT.

1.3.5.1 Walidacja badania NAT w pulach osocza obejmuje:
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1/ Walidacj¢ metody dochodzenia do identyfikacji dodatniej donacji w puli osocza,
ktéra polega na wykonaniu badania pul osocza zlozonych z probek zawierajacych osocze
ujemne 1 probki osocza zawierajacego materiat RNA HCV lub/i DNA HBV lub/i RNA HIV i
identyfikacji donacji dodatnich. Zestaw badanych probek jest przesylany przez IHiT po
otrzymaniu odpowiedniego zgloszenia. Do IHiT nalezy przesta¢ wyniki badan wraz z
kopiami protokotow ich wykonania. Walidacje nalezy wykonywaé¢ zawsze gdy ulega zmianie
schemat procesu pulowania, a jesli proces pulowania nie zostaje zmieniony to jeden raz w
roku.

2/ Okreslenie czutos$ci metody izolacji 1 wykrywania materiatu genetycznego wirusow
poprzez badanie probek osocza zawierajacych material genetyczny wirusa/wirusow o
roznych koncentracjach 1 probek osocza nie zawierajacego wirusOw. Badanie nalezy
wykona¢ zawsze, gdy nastgpuje zmiana metodyki wykrywania materialu genetycznego

wirusow, a jesli nie ma zmian w metodyce to jeden raz w roku.

1.3.5.2 Walidacja badan NAT w pojedynczych prébkach obejmuje:

1/ okreslenie czulo$ci metody izolacji i wykrywania materialu genetycznego wirusow
poprzez badanie probek osocza zawierajacego material genetyczny wirusa/wirusOw o
réznych koncentracjach i probek osocza nie zawierajacego wirusow. Badanie nalezy wykona¢
zawsze gdy nastepuje zmiana metodyki wykrywania materiatu genetycznego wiruséw, a jesli

nie ma zmian w metodyce to raz w roku.

1.3.5.3 Zewngtrzna, ciagta kontrola jakos$ci

Pracownie badajace krwiodawcow technika NAT musza stale monitorowa¢ wyniki i
jako$¢ swojej pracy, poprzez:
1/ dotaczanie do kazdej serii badan wyznaczonej przez IHIT kontroli dodatniej tej samej we
wszystkich RCKiK pracujacych dana metoda (tzw. ,,run control”) i wpisywanie wynikow jej
badan do programu komputerowego ,,Zewngtrznej Kontroli Jakos$ci”,
2/ analiz¢ wynikow fatszywie dodatnich i niewaznych,
3/ wykaz potwierdzonych wynikéw dodatnich wraz z wynikami innych badan wykonanych u
tych dawcow,
Wyniki tych analiz musza by¢ odnotowywane w odpowiednich protokotach i przesytane do

IHiT co miesiac.
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1.3.6 Postgpowanie z dawcami bez markerdéw serologicznych, u ktorych wyniki testow NAT

sa dodatnie lub wzbudzaja watpliwosci.

Po wykryciu material genetycznego wirusow u dawcy bez markeréw serologicznych i

potwierdzeniu tego wyniku przez [HiT nalezy:

1.

wezwac dawce, zawiadomi¢ go o uzyskanym wyniku, pobra¢ probki osocza do dwoch
probowek z zelem separujacycm. U dawcy wykona¢ komplet przegladowych badan
serologicznych 1 ALT. Wyniki tych badan wraz z prébkami nalezy przesta¢ do IHiT,
na state zdyskwalifikow¢ dawce we wszystkich placowkach stuzby krwi w Polsce,
przeprowadzi¢ wywiad epidemiologiczny, dawca taki jest w okienku serologicznym i
najprawdopodobniej ulegl zakazeniu w ciagu ostatnich 6 miesigey,

do THiT (do Pracowni Badan Metodami Biologii Molekularnej) nalezy przystaé tez
wszystkie dostgpne probki, a jesli nie sa dostgpne, to pojemniki z osoczem oraz

wypetiony formularz dotyczacy tego dawcy (Ankieta 1,2 lub 3)

1.3.7 Badania weryfikacyjne u dawcow bez markerow serologicznych z dodatnimi wynikami

testow NAT

Zakres badan weryfikacyjnych u dawcow bez markerow serologicznych z dodatnimi lub
wzbudzajacymi watpliwo$ci wynikami testow NAT

Wirus | Badania wykonywane w IHiT* Cel badan
Probki badane Zakres badan
Probka pobrana z pojemnika z|RNA HCV Potwierdzenie wyniku
HCV |osoczem z donacji RNA HCV 1 wykluczenie pomyiki
+/anty HCV (-) co do dawcy
Probka pobrana po wezwaniu| RNA HCV i przeciwciala
dawcy anty-HCV EIA i RIBA
HIV | Probka pobrana z pojemnika z|RNA HIV Potwierdzenie wyniku
osoczem z donacji RNA HIV 1 wykluczenie pomyiki
+/anty HIV (-) co do dawcy
Probka pobrana po wezwaniu|RNA HIV 1 przeciwciala
dawcy anty-HIV EIA, WB
HBV |Probka pobrana z pojemnika z|DNA HBV Potwierdzenie wyniku
osoczem z donacji DNA HBV i wykluczenie pomytki
+/HBsAg (-) co do dawcy
Probka pobrana po wezwaniu| DNA HBV, HBs Ag, anty-
dawcy HBc

* do IHiT nalezy przysta¢ pojemniki z osoczem, w ktorym nie wykryto markerow
serologicznych, a wykryto material genetyczny wirusa.
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Ankieta nr 1

Informacje dotyczace donacji dodatniej RNA HCV

W donacji 0 NUMErZze: ........cceevvveeeveeveenenennen. stwierdzono obecnose .........occvevviieniieiienineenen.
Informacje dotyczace dawcy:

IMIE 1 NMAZWISKO: wevvviiiiiiiiieiee ettt e e e s e et e e e e e e e e esssaaaeeeeeas
ATES: ettt et ettt et e e at e e bt e e at e e bt e eate e bt e e neeeteennteens

WK ottt sttt ettt
Pierwszorazowy Wielokrotny

Daty i numery dodatnie i wczes$niejszych donacji, poziom ALT i informacja ktdére preparaty
zostaty przetoczone:

Donacja RNAHCYV dodatnia: data...........cceeevvennennn. ALT. oo,

Donacje poprzednie:

data.......coeeveniennnn ALT. oo, Co PIZEtOCZONO.....c..eveeeirieiiieeiiieeeee e
data......ccoeeeeienneennen. ALT. oo, Co PIZELOCZONO. ... veeevieeieeiieieeereeneveeneeen
Dane z wywiadu dotyczace ewentualnych zrodet zakazenia si¢ dawcCy:........cccoovevvveerivennnnnns
Podpis lekarza

Ankieta nr 2

Informacje dotyczace donacji dodatniej DNA HBV

W donacji 0 NUMEIZze: .......cceevveeveveevienerennen. stwierdzono obecnose .........occveveiieriieiieniieenen.
Informacje dotyczace dawcy:

IMIE 1 NMAZWISKO: wevvviiiiiiiiiiiee et e e e s e ettt r e e e e e e e ensaaaeeeeeas
AUTES: et et e b et bt e at e e bt et e e bt e sabe e bt e enbeeteesataens

WECK: et sttt ettt et h ettt b et et sbe et e
Pierwszorazowy Wielokrotny

Daty i numery dodatnie i wczes$niejszych donacji, poziom ALT i informacja ktdére preparaty
zostaty przetoczone:

DonacjaDNA HBYV dodatnia: data...........c..ccueenneenee. ALT. oo,

Donacje poprzednie:

data.......coceevinenenn ALT. oo, Co PIZEtOCZONO.......eveeeirieiiiieiiie e
data......cocveeeeienneennen. ALT. oo, Co PIZELOCZONO. ....eveeevieeieeiieieeereenireeneeen
Dane z wywiadu dotyczace ewentualnych zrodet zakazenia si¢ dawcy:.......cccocevvcvveenennnne.
Czy dawca byt szczepiony w kierunku HBV tak/nie kiedy........... jaka szczepionka
Czy dawca miat podang immunoglobuling anty-HBs tak/nie; kiedy.............

Podpis lekarza:
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Ankieta nr 3

Informacje dotyczace donacji dodatniej RNA HIV

W donacji 0 NUMErZze: ........cceevvveeeveeveenenennen. stwierdzono obecnose .........ocveveiieniieiienineenen.
Informacje dotyczace dawcy:

IMIE 1 NMAZWISKO: wevvviiiiiiiiieiee ettt e e e s e et e e e e e e e e esssaaaeeeeeas
ATES: ettt et ettt et e e at e e bt e e at e e bt e eate e bt e e neeeteennteens

WK ottt sttt ettt
Pierwszorazowy Wielokrotny

Daty i numery dodatnie i wczes$niejszych donacji, poziom ALT i informacja ktdére preparaty
zostaty przetoczone:

Donacja RNA HIV dodatnia: data...............cueene..e. ALT. oo,

Donacje poprzednie:

data.......coeeveniennnn ALT. oo, Co PIZEtOCZONO.....c..eveeeirieiiieeiiieeeee e
data......ccoeeeeienneennen. ALT. oo, Co PIZELOCZONO. ... veeevieeieeiieieeereeneveeneeen
Dane z wywiadu dotyczace ewentualnych zrodet zakazenia si¢ dawcCy:........cccoovevvveerivennnnnns
Podpis lekarza

1.4. SERODIAGNOSTYKA KILY

Badania przegladowe maja na celu wykrycie w surowicy krwiodawcéw przeciwcial
wskazujacych na zakazenie kila. Przeprowadza si¢ je z probki pobranej podczas kazdego
oddania krwi. Badania przegladowe mozna wykonywac przy pomocy:
testow kardiolipinowych: USR (unheated serum reagin test) i / lub VDRL (veneral disease

research leboratory test) lub immunoenzymatyczna metoda ELISA.

1.4.1. Przygotowanie materiatu
Probki krwi pozostawi¢ w temperaturze pokojowej, a po ich wykrzepieniu, wirowac przez 10

min., przy 607 g (2000 obr./min.). Do badan uzywac surowice.

1.4.2. TEST USR
Antygen do testu USR jest modyfikacja antygenu uzywanego w teScie VDRL. Oprocz

antygenu kardiolipinowego zawieszonego w 10% roztworze chlorku choliny, zawiera 0,465%
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EDTA-Na; oraz 0,4% thiomersal. Antygen do testu, w postaci gotowej do uzycia, umozliwia
badanie surowic nie poddanych wcze$niej cieplnej inaktywacji.
1.4.2.1. Kontrola antygenu kardiolipinowego
Nalezy ja wykonywa¢ zgodnie z technika podana ponizej, kazdego dnia i z kazdej otwartej
amputki wobec surowic kontrolnych dajacych reakcje dodatnia (o nasileniu 2+) 1 watpliwa (o
nasileniu ).
1.4.2.2. Wykonanie testu
Antygen 1 surowice (o ile byly przechowywane w chlodni) doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej. We wglebieniach przejrzystej ptytki plastykowej lub szklanej albo szkietek
podstawowych z wglebieniem w postaci tezki umiesci¢ po 50 pl badanych surowic. Dotaczy¢
probki kontrolne: po 50 ul znanych surowic kontrolnych, dajacych wyniki: dodatni, watpliwy
1 uyjemny.W ostatnim wgtebieniu umiesci¢ 50 pl roztworu NaCl (kontrola jednorodnosci
antygenu). Wszedzie doda¢ po 22 upl antygenu. Umocowaé ptytke lub szkietka na
wstrzasarce, ktoéra porusza je ruchem kolistym o $rednicy 5 cm z predkoscia 120-150
obr./min. w ciagu 5 minut. Odczyta¢ wyniki mikroskopowo lub uzywajac lupy, dajacej 8-
krotne powigkszenie obrazu.
1.4.2.3. Ocena wynikow
Wynik ujemny (-): czasteczki antygenu sa rdwnomiernie rozproszone w polu widzenia, a ich
obraz (ksztalt 1 wielko$¢) jest taki, jak antygenu w kontrolnej surowicy ujemnej lub w
roztworze NaCl.
Wynik watpliwy (£): poza drobnymi czastkami antygenu obserwuje si¢ nieliczne, drobne
ktaczki.
Wynik stabo dodatni (+): liczniejsze ktaczki réznej wielkosci 1 nieliczne drobne czastki
niezwigzanego antygenu.
Wynik dodatni (2+): liczne ktaczki wyraznie widoczne.
Wynik silnie dodatni (4+): ktaczki tacza si¢ w duze skupiska, poza ktérymi nie obserwuje si¢
drobnych czastek niezwiazanego antygenu i drobnych ktaczkéw.

W przypadku uzyskania wyniku dodatniego lub wqtpliwego nalezy powtorzy¢ badanie

tej samej probki surowicy w celu wyeliminowania btedow technicznych.

1.4.3. TEST VDRL
Antygen do testu VDRL zawiera 0,03% kardiolipiny, 0,9% cholesterolu i 0,3% lecytyny.

Jest przygotowywany i uzywany tylko w dniu badania.
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1.4.3.1. Przygotowanie antygenu
Do kolbki z ptaskim dnem o pojemnosci 30 ml wkropli¢ 0,4 ml roztworu NaCl z ampuiki
dotaczonej do antygenu. Do roztworu NaCl doda¢ kroplami w ciagu 6 sekund 0,5 ml
antygenu., wykonujac kolbka ruchy koliste na powierzchni stotu. Kontynuowaé w ten sam
sposOb mieszanie zawartosci kolbki w ciagu 10 sek. Doda¢ 4,1 ml roztworu NaCl, zamkna¢
kolbke korkiem i miesza¢ w wyzej podany sposob przez 10 sek.
UWAGA: w czasie wkraplania antygenu nalezy tak trzymac pipete, aby jej wylot nie
zanurzat sie w roztworze NaCl, a spadajqce krople nie trafialy na Scianki kolbki.
1.4.3.2. Przygotowanie badanych surowic
Surowice umiesci¢ w temp. 56°C na 30 min (inaktywacja cieplna).
UWAGA: jesli badanie wykonuje si¢ lub powtarza nastgpnego dnia, nalezy surowice
ponownie inaktywowac w ciqgu 10 min.
1.4.3.3. Wykonanie badania
Badanie przeprowadza si¢ w identyczny sposob jak test USR, z zastosowaniem surowic
kontrolnych dajacych w tescie VDRL wyniki: dodatni, watpliwy 1 ujemny. Inna jest tylko
ilo§¢ dodawanego antygenu (17 pl) oraz czas mieszania na wstrzasarce (4 min.).
Odczytywanie wynikéw 1 ich interpretacja, sa takie same, jak w tescie USR.
W przypadku uzyskania dodatniego lub waqtpliwego wyniku, nalezy powtorzy¢ badanie, a
nastepnie wykonac test ilosciowy.
1.4.3.4. Wykonanie testu ilo§ciowego
Do szeregu sktadajacego si¢ z 5 probdwek (rozcienczenia surowicy 1/2 - 1/64) dodaé po 0,2
ml roztworu NaCl. Do pierwszej probéwki doda¢ 0.2 ml badanej surowicy i po wymieszaniu
zawartosci przenie$¢ 0,2 ml do nastgpnej probowki. W ten sam sposob postgpowac do konca
szeregu. Do wglebien na plytce lub szkietkach podstawowych nanies¢ po 50 pl kazdego z
rozcienczen surowicy, zaczynajac od najwigkszego.Doda¢ po 17 pl antygenu. Plytke lub
szkietka umiesci¢ na wstrzasarce i miesza¢ w ciagu 4 min. Odczyta¢ wyniki okreslajac miano
w tescie VDRL, czyli najwigksze rozcienczenie surowicy, w ktorym uzyskano reakcje
dodatnia, okreslona jako (+).
1.4.4. TEST IMMUNOENZYMATYCZNY

Test ten stuzy do wykrywania swoistych przeciwcial w zakazeniu kita, reagujacych z
rekombinowanym antygenem Treponema pallidum. Jego zasada jest analogiczna jak w
testach stuzacych do wykrywania markerow wirusowych i moze by¢ on wykonywany za

pomoca tej samej aparatury. Wykonanie testu musi by¢ zgodne z procedura podana przez
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producenta. Pomiary absorbancji sa uwidaczniane na czytniku, a wyniki rejestrowane w
postaci wydruku.

W przypadku uzyskania wyniku dodatniego, badanie nalezy powtdrzy¢ nastgpnego dnia z tej
samej probki.

Uzywane mogq by¢ tylko te testy enzymatyczne, ktore wczesniej uzyskaly akceptacje

konsultanta krajowego w dziedzinie wenerologii.

1.4.5 Postgpowanie w przypadku uzyskania wyniku dodatniego w badaniach przegladowych
w kierunku kity

1. Krew i jej sktadniki nie moga stuzy¢ do celow leczniczych 1 musza zosta¢ zniszczone.

2. Weryfikacj¢ dodatnich wynikéw przeprowadza laboratorium wenerologiczne, do ktérego
nalezy przesta¢ probke surowicy wraz z wlasnymi wynikami badan i danymi personalnymi
dawcy.

3. Po otrzymaniu dodatnich wynikéw badan weryfikacyjnych, nalezy skierowa¢ dawce do
poradni wenerologicznej oraz przestaé zawiadomienie o dodatnich wynikach badan do
centralnej kartoteki tej poradni. Krwiodawce wyklucza si¢ z Rejestru na stale. Nalezy
przesledzi¢ losy krwi i jej sktadnikéw pobranych od tego krwiodawcy w ciagu miesiaca
poprzedzajacego dodatnia donacje.

4. Po otrzymaniu ujemnych wynikéw badan weryfikacyjnych i wykluczeniu tta
chorobowego  nieswoiscie  dodatnich  wynikow  testow  kardiolipinowych  lub
immunoenzymatycznych, nalezy u dawcy okresowo powtarza¢ badania. Moze on oddawaé

krew po uzyskaniu ujemnych wynikow testow przegladowych.

1.5 Zasady dokumentacji wynikoéw badan przegladowych

Wyniki badan wykonywanych recznie musza by¢é wpisywane w systemie
komputerowym indywidualnie dla kazdego dawcy. Protokoty badan (na no$nikach
elektronicznych lub w postaci wydrukéw) powinny by¢ przechowywane przez 20 lat. Zaleca
si¢ odnotowywanie wynikow wszystkich badanych markerow wirusow 1 kity w postaci
jednego wydruku komputerowego z danego dnia.
Jezeli w RCKi K wykonuje si¢ rowniez badania dla oddzialow terenowych obowiazuje
przekazywanie wynikow na pi§mie lub w wersji elektronicznej. Wyniki umieszcza si¢ je przy

numerze donacji kazdego dawcy.
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1.6 Postgpowanie z krwia i jej sktadnikami po otrzymaniu dodatnich wynikow testow
przegladowych

Po stwierdzeniu co najmniej dwoch dodatnich wynikow serologicznego testu
przegladowego w kierunku HCV, HIV, HIV i kily, nalezy zniszczy¢ wszystkie komorkowe
sktadniki krwi uzyskane z donacji, ktorej towarzyszyty te wyniki. Jesli wyniki dotycza
HCV, HIV i HIV u dawcy wielokrotnego nalezy przesta¢ do IHiT probki z obecnej i
poprzednich donacji wraz z informacja czy dostgpne sa probki 1 pojemniki z osoczem z
poprzednich donacji. Nalezy odszuka¢ i przechowywaé¢ w wydzielonym do tego celu miejscu
wszystkie sktadniki, ktore wyprodukowano z krwi tego dawcy pobranej podczas wszystkich
donacji, ktorym towarzyszyty ujemne wyniki testow przegladowych . Osocze z poprzednich
donacji mozna dopusci¢ do uzycia, przy ujemnych wynikach badan weryfikacyjnych. Jezeli
wyniki badan weryfikacyjnych sa dodatnie, pojemniki z osoczem nalezy przysta¢ do IHiT.

Po uzyskaniu wynikow dodatnich przegladowych testow NAT nalezy postepowac
wedlug procedur opisanych w rozdziale 1.3: komérkowe preparaty krwi nalezy zniszczy¢, a
pojemniki z osoczem 1 dostgpne probki przesta¢ do IHiT. Nalezy odszukac i przechowywac
w wydzielonym do tego celu miejscu wszystkie preparaty, ktore wyprodukowano z krwi tego
dawcy pobranej podczas ostatniej donacji, ktorej towarzyszyly ujemne wyniki testow
przegladowych i1 wszystkich poprzednich. Osocze z poprzednich donacji mozna dopusci¢ do
uzycia, jesli wyniki badan weryfikacyjnych sa ujemne; odesta¢ do IHiT jesli wyniki badan
weryfikacyjnych sa dodatnie.

1.7 Sledzenie loséw krwi i jej sktadnikow po otrzymaniu dodatnich wynikow testow
potwierdzenia obecno$ci markeréw czynnikow zakaznych

Po otrzymaniu dodatnich wynikow testow potwierdzajacych obecno$¢ antygenu HBs, DNA
HBYV, przeciwciat anty-HCV (dodatni wynik testu przegladowego oraz dodatni wynik testu
uzupehiajacego przy ujemnym wyniku RNA HCV), RNA HCV, przeciwciat anty-HIV 1,2
(Western Blot), RNA HIV, Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa ma
obowiazek przesledzenia losow krwi i jej sktadnikow, uzyskanych w przesztosci (w ciagu 6
miesiecy od stwierdzenia ostatniego ujemnego wyniku testu przegladowego) z krwi tego

dawcy.
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