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В клиниках и лабораториях

ЛИШНЕЙ КРОВИ НЕ БЫВАЕТ? НАЙДЕНО 13 ТОНН.
Действующий в России контроль ее стерильности подобен поиску подков у автомобилей

В «МГ» №60 от 14.08.2009 в заголовок одной из статей вынесена пафосная фраза омского трансфузиолога Натальи Шраер «Лишней крови не бывает». Логично предположить, что объем переливаемой крови все же ограничен показаниями. В идеале к этому объему должен стремиться и объем заготавливаемых эритроцитов и тромбоцитов. Иначе неизбежно списание этих клеточных компонентов крови по истечению срока годности.
Но не все заготовленные гемоконтейнеры выдаются в клинику. Часть из них остается в центре крови и направляется на контроль стерильности.

Эпоха ушла, а инструкция осталась

Общий объем заготовленной крови составил в 2006 году 1643534,4 л, в 2007 году - 1732935,5 л, в 2008 году - 1821419,4 л.
На бактериологический контроль направлено в 2006 году 13080,3 л крови, в 2007 году - 12791,7 л, в 2008 году – 12845,4 л.
Бактериальное загрязнение крови и выбраковка по этой причине проводилась в 2006 году в Костромской (0,4 л) и Тюменской (1,5 л) областях, в 2007 году – только в Тюменской (8,0 л) области. Мы безуспешно пытались найти коллег, получивших эти единичные положительные результаты. Костромская областная станция переливания крови останавливала работу, получала новую лицензию в 2008 году и данные не сохранила. В Тюмени показывают на далекие северные районы, связаться с которыми трудно …
В 2008 году микробы в российской крови не выявлялись.

Вот так. Всей страной обследовали 13 тонн крови. Ничего не нашли. Почему? И хорошо ли это? Нет. Ведь можно было и не искать. Результат неадекватного метода предопределен.

Действующая «Инструкция по контролю стерильности консервированной крови, ее компонентов, препаратов, консервированного костного мозга, кровезаменителей и консервирующих растворов» утверждена Минздравом России 29 мая 1995 года. Она разработана в эпоху стеклянных бутылок для крови, резиновых пробок, трубок, игл для отсоса плазмы и других изделий многократного применения, контактирующих с донорской кровью. Эпоха ушла, а инструкция осталась.
Приведу аналогию. Лошадям нужно менять подковы, автомобилям – покрышки, поэтому в автосервисе нет кузнецов с гвоздями. Зато в каждом российском центре крови есть классическая бактериологическая лаборатория. Иначе нельзя – инструкция.
Но инструкция эта архаична, т.е. адекватна ушедшему в историю этапу развития мер профилактики бактериальной контаминации компонентов крови (табл. 1 и 2).
В дополнение к несуразности указанных в таблице 1 мероприятий остаются неясными последствия положительного результата выборочного контроля – что делать с образцами, заготовленными в этот же день, в гемоконтейнеры этой же серии, этими же операторами и т.д.?
Наконец, определение бактериальной контаминации с отбором проб в день заготовки крови может дать ложноотрицательный результат вследствие низкой концентрации патогена в контейнере. Исследуемый образец скорее всего будет отобран из участка контейнера, в котором еще нет размножающихся микробов.

Технология «времени стеклянных бутылок» предполагала, что в центре крови в чистые бутылки разливают гемоконсервант, а нередко – самостоятельно готовят и стерилизуют этот гемоконсервант. Система работы с таким оборудованием была «открытой», т.е. предусматривала контакт крови с открытым воздухом.
«Закрытая» система стала возможной с внедрением систем пластиковых контейнеров, соединенных трубками. При герметичности пластика единственным контактом содержимого системы с внешней средой остается место венепункции на локтевом сгибе донора, собственно кровь, а также кусочек кожи, попадающий в просвет донорской иглы.
В этих условиях классические методы посева компонентов крови на питательную среду (например, тиогликолевую) утратили свою практическую значимость.
Микробная контаминация компонентов крови и ее клинические последствия

Сегодня цельную кровь не переливают, а максимально быстро делят на компоненты. Либо эти компоненты получают непосредственно от донора методом афереза. Компоненты крови хранятся при разных режимах (табл. 3). Все компоненты крови, с разной степенью риска, могут нести бактерии в организм реципиента.
Тромбоциты, хранящиеся при температуре от 20 до 24 °C, - отличная среда для роста бактерий. В ряде исследований аэробных культур показано, что частота бактериальной контаминации тромбоцитов составляет около 1 : 1000 – 1 : 2000 доз.

Редко наблюдается микробная контаминация эритроцитов. С 1976 по 1998 год в США зарегистрировано 26 летальных исходов, связанных с переливанием контаминированных бактериями эритроцитов или цельной крови. По данным Администрации по пищевым продуктам и лекарствам США, большинство смертей связаны с Yersinia enterocolitica. Максимальная частота контаминации зарегистрирована в Новой Зеландии - Y. enterocolitica: частота контаминации - 1 на 65000 и частота летальности - 1 на 104000 перелитых доз эритроцитов.
В последние годы количество случаев зарегистрированной посттрансфузионной инфекции Yersinia уменьшается. Среди патогенов, переданных с эритроцитами, отмечают грам-положительные: коагулазо-негативные стафилококки, Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Enteroccocus faecalis, 
Плазма и криопреципитат, хранящиеся в замороженном состоянии, бывают контаминированы очень редко. Тем не менее, есть наблюдения нескольких случаев выделения из этих сред Pseudomonas cepacia and P. aeruginosa, попавших в контейнеры при размораживании в контаминированной воде.
Источники инфекции
Представители грам-положительной флоры кожи, такие как Staphylococcus epidermidis и Bacillus cereus наиболее часто контаминируют кровь и, соответственно, тромбоциты. Эта контаминация связана с неполной дезинфекцией кожи в месте венепункции или попаданием в просвет иглы кусочка кожи с придатками, в которые дезинфектант не смог проникнуть. Эти организмы обычно не растут при температуре +1 – 6 оС, но активно размножаются при температуре +20 – 24 оС. 
Контаминация грам-отрицательными бактериями чаще происходит вследствие заготовки крови от донора с бессимптомной бактериемией.
Очень редкой причиной микробной контаминации крови являются дефекты при производстве (1991 год – Европа, 2007 год – Египет), связанные с нарушением лицензионных требований к соответствующей промышленной технологии.
Современные методы профилактики микробной контаминации

Сохраняют свою значимость классические методы: отвод потенциальных доноров с признаками инфекции, а также дезинфекция места венепункции.
В мировой практике используются системы для заготовки крови, оснащенные устройством (полимерный контейнер емкостью около 48 мл) для отбора первой порции крови в качестве образца для лабораторных исследований, встроенное в систему для сбора крови. При применении этого устройства на 40-88% снижается риск бактериальной контаминации содержимого гемоконтейнера (кусочек кожи, попавший в просвет иглы, поступает не в гемоконтейнер, а в кровь, отобранную для лабораторных исследований). В России такие системы есть, но использование их – не обязательно.
Применяются два типа концентратов тромбоцитов: приготовленные методов аппаратного афереза от одного донора или выделенные из цельной крови 4 – 6 доноров и пулированные. Риск микробной контаминации прямо пропорционален количеству задействованных доноров и процедур венепункции. По данным Американского Красного Креста в 2008 году частота контаминации пулированных тромбоцитов в 5,8 раза выше аналогичного показателя у аферезных тромбоцитов.
В скрининге вирусных и бактериальных инфекций в службе крови есть принципиальное отличие: концентрация маркера (антител, антигенов, геномов) вирусных инфекций – стабильна, а бактерии в контейнере размножаются.

Поэтому детекция бактерий в концентратах тромбоцитов предполагает отбор проб спустя сутки после заготовки. За это время даже единичные живые бактерии размножатся в контейнере до концентрации, определяемой лабораторными методами.
Отбор проб предполагает стерильное соединение с контейнером. Поэтому после получения отрицательного результата на 3-7 сутки хранения концентрат тромбоцитов может быть выдан в клинику.

Современные методы скрининга бактериальной контаминации тромбоцитов основаны на основе детекции процессов роста бактерий – выделении углекислого газа (BacT/ALERT, bioMérieux) или потребления кислорода (eBDS Bacteria Detection System, Pall). 
Американская ассоциация банков крови каждые 18 месяцев выпускает новую редакцию "Стандартов для банков крови и служб крови". Сейчас одобрена 26-я редакция Стандартов. 
Американская ассоциация банков крови приняла Стандарт 5.1.5.1, вступивший в силу 1 марта 2004 года, в соответствии с которым банки крови или службы крови должны иметь методы ограничения и детекции бактериальной контаминации в отношении всех концентратов тромбоцитов.

Продолжающиеся усилия достичь полной инфекционной безопасности компонентов крови привели к созданию различных методов инактивации/редукции патогенов в компонентах крови. C 1 ноября 2009 года упомянутый выше Стандарт 5.1.5.1 Американской ассоциации банков крови изменился следующим образом: «банк крови или служба переливания крови должны иметь методы ограничения и детекции или инактивации бактерий во всех концентратах тромбоцитов».

В Евросоюзе зарегистрировано три метода инактивации бактерий и вирусов в концентратах тромбоцитов:

1) облучение ультрафиолетом концентрата, обработанного псораленом;

2) облучение ультрафиолетом концентрата, обработанного рибофлавином;

3) облучение ультрафиолетом концентрата, без дополнительной обработки.

Выводы
Необходимо изменение подхода к контролю и обеспечению стерильности компонентов крови, ведь поиск подков у автомобилей результата не приносит. С одной стороны это сбережет силы, средства и существенные объемы крови и ее компонентов, бесцельно направляющихся на архаичное бактериологическое исследование, гарантирующее отрицательный результат. С другой стороны - внедрение современных технологий донации крови, а также детекции и элиминации патогенов позволит повысить эффективность и безопасность трансфузионной терапии на благо здоровья россиян.

Таблица 1
Ошибочные положения инструкции по контролю стерильности крови

	Положение
	Суть ошибки

	Медицинские иммунобиологические препараты (МИБП) - консервированная кровь, ее компоненты, препараты, консервированный костный мозг, а также кровезаменители и консервирующие растворы
	Консервированная кровь и ее компоненты, костный мозг – индивидуальны. Препараты, кровезаменители и консервирующие растворы – серийны.

	Каждая доза заготовленной цельной крови или компонентов крови, предназначенных для переливания, составляет одну серию, в связи с этим нельзя испытывать их на стерильность с помощью метода, при котором герметичность емкости (бутылки, полимерного контейнера) нарушается до переливания. Поэтому контроль стерильности крови и ее компонентов осуществляют путем исследования образцов, выборочно изъятых из общего количества заготовленных емкостей.
	Более десяти лет широко применяются методы стерильного соединения трубок, позволяющие отобрать пробу без нарушения герметичности и качества содержимого гемоконтейнера.

	Контроль стерильности крови и ее компонентов осуществляют путем исследования образцов, выборочно изъятых из общего количества заготовленных емкостей.
	Выборочный контроль характеризует лишь свойства выбранных образцов. Полученный результат некорректно распространять на «общее количество заготовленных емкостей».

	Кровь, заготовленную в полимерные емкости, контролируют в количестве 1% от числа неиспользованных контейнеров, с истекшим сроком хранения.
	Контроль контейнера с истекшим сроком хранения практически незначим. Кровь вообще не хранится, а делится на компоненты сразу же после заготовки.

	Компоненты крови - эритроцитную массу, эритроцитную взвесь, нативную плазму, плазму нативную концентрированную, криопреципитат и др. отбирают на бактериологический контроль в стерильные сухие флаконы в количестве не менее 5 мл в начале, середине и конце работы производственного бокса. 
	Положение было разработано для открытых технологий получения перечисленных компонентов крови с использованием изделий многократного применения. В настоящее время такие технологии не применяются.

	Компоненты, заготовленные в полимерные контейнеры, отбирают на контроль выборочно в количестве 1 образца от числа заготовленных емкостей.
	Выборочный контроль характеризует лишь свойства выбранных образцов. Полученный результат некорректно распространять на «число заготовленных емкостей»

	Плазма гипериммунная, заготовленная методом плазмафереза, контролируется выборочно из числа неиспользованных емкостей (1%) с истекшим сроком хранения.
	Выборочный контроль характеризует лишь свойства выбранных образцов. Гипериммунная плазма востребована в клинике, срок ее хранения при температуре ниже -30 оС – 2 года. Практически не списывается.

	Концентраты лейкоцитов, тромбоцитов и отмытые размороженные эритроциты контролю не подлежат, так как они используются по инструкции в течение 24 часов после заготовки крови.
	Концентрат тромбоцитов может храниться в течение 5 дней, а в случае детекции или редукции бактериальной контаминации – до 7 дней.


Таблица 2
Этапы развития мер профилактики бактериальной контаминации компонентов крови

	Этап
	В мире
	В России

	1. Пробки, трубки, иглы и т.д. многократного применения
	До 1970-х
	До 2000

	2. Замкнутые пластиковые системы
	С 1950-х
	С 1980-х

	3. Контейнер, в который отводится первая порция крови
	С 1990-х
	С 2007 г.

	4. Детекция бактерий до выпуска тромбоцитов
	С 1997
	Нет

	5. Редукция патогенов
	C 1992
	С 2003 г.


Таблица 3

Режимы хранения основных компонентов крови
	Компонент
	Режим хранения

	
	Температура, оС
	Максимальная длительность

	Эритроциты
	+2 - +6
	49 дней

	Тромбоциты
	+20 - +24
	5 дней (7 дней – при детекции или инактивации патогенов)

	Плазма, криопреципитат
	Менее -25
	3 года

	Гранулоциты
	+20 - +24
	24 часа
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