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по фракционированию донорской крови на ее компоненты (плазма, эритроциты, тромбоциты, лейкоциты) и их консервирование

Общая часть
Фракционирование консервированной крови на компоненты и дифференцированное применение их в лечебной практике позволяет рационально использовать донорскую кровь в лечении больных. Основной клеточный компонент крови – эритроциты   по физиологическим, функциональным и лечебным свойствами имеют преимущество над цельной консервированной кровью. Меньший объем эритроцитов  вмещает  значительно меньше цитрата, продуктов распада клеток, белковых антигенов и антител. Трансфузии  эритроцитов  занимают  ведущее место в гемотерапии, направленной на восполнение дефицита красных клеток в случае острой и хронической анемий различной этиологии. Переливание концентратов тромбоцитов и лейкоцитов является средством терапии тяжелых заболеваний, которые сопровождаются дефицитом этих клеток .Оптимальное и рациональное фракционирование донорской крови на компоненты предусматривает их выделение в максимально возможном количестве и сохранение в функционально полноценном состоянии в течение определенного периода каждый компонент. С помощью фракционирования из дозы консервированной крови - 500 мл, может быть получено около 250 мл  нативной плазмы и 250 мл эритроцитов,  от 0,65 х 1011/л до 0,9 х 1011/л (в среднем 0,7 х 1011/л)  тромбоцитов и от 0,8 х 109/л до 1,3 х 109/л (в среднем 1,1 х 109/л)) лейкоцитов.

1. Требования, предъявляемые к консервированной крови, предназначенной для фракционирования на компоненты
Консервированную донорскую кровь заготавливают в соответствии с действующим законодательством Донецкой Народной Республики.
1.1. При обследовании доноров, кровь которых предназначена для получения концентрата тромбоцитов, особое внимание необходимо обратить на отсутствие у них признаков кровоточивости (петехий, кровоподтеков и т.п.) и исключение приема ими аспирина в течение суток до кроведачи.
1.2. Донорскую кровь заготавливают в полимерные контейнеры  на одном из консервантов, применяемых в службе крови.

1.3. Консервированную кровь, которая предназначена для фракционирования, хранят в холодильниках при температуре +4 +6º С (для последующего выделения плазмы, эритроцитов)  или  при температуре +22 ± 2º C (для выделения тромбоцитов и лейкоцитов) не более 1 суток с момента заготовки крови.
1.4. Консервированная кровь, предназначенная для фракционирования на компоненты, должна отвечать следующим требованиям:

 - время хранения крови, предназначенной для  выделения тромбоцитов и лейкоцитов, должно быть ограничено 4 - 6 часами после заготовки от донора, для  получения  эритроцитов - до 7 суток;

 - для изготовления антигемофильной плазмы или криопреципитата рекомендуется использовать плазму, полученную в стационарных условиях  не позднее 2 часов от момента заготовки крови,  а при условии использования плазмы, полученной из крови, заготовленной в выездных условиях - от 4 до 6часов  с  момента заготовки. 
- консервированная кровь, которая хранилась, должна иметь четко выраженную границу  раздела между плазмой и клетками крови;
 - плазма крови должна быть прозрачной, соломенно-желтого цвета, без мути, хлопьев, прожилок фибрина и признаков гемолиза, глобулярный слой крови должен быть равномерным, без неровностей.
 1.5. Фракционирование крови, заготовленной в полимерные контейнеры, может   проводиться в  небоксированном  помещении с соблюдением правил асептики.
2. Фракционирование  консервированной  крови  для заготовки                  эритроцитов  и плазмы
Для получения  эритроцитов  применяют методы спонтанного оседания (седиментации) эритроцитов  или центрифугирование крови.

2.1. Заготовка эритроцитов и плазмы методом спонтанной седиментации крови в полимерных контейнерах

2.1.1. Контейнеры с кровью хранят в холодильнике при температуре +4 + 6º C.

2.1.2. Для заготовки плазмы и эритроцитов  полимерный контейнер с осевшими  форменными элементами крови осторожно помещают в плазмаэкстрактор этикеткой к задней его пластине, прижимая передней подвижной пластиной, снимают зажим с трубки, который ведет к спаренному пустому контейнеру и переводят в него плазму. Когда граница раздела плазмы и клеток крови оказывается возле входного отверстия  главного контейнера, на трубку накладывают зажим на расстоянии 2 - 5 см от контейнера с плазмой. При отсутствии плазмаэкстрактора полимерный контейнер с кровью подвешивают на штативе, пустой контейнер размещают на столе. Ослабив зажим на соединительной трубке, осторожно сжимают рукой нижнюю часть контейнера с кровью и переводят плазму в пустой контейнер. Накладывают зажим на соединительную трубку на расстоянии 2 - 5 см от контейнера с кровью. Контейнеры, содержащие плазму и эритроциты   герметизируют с помощью устройства для  запаивания  ПВХ трубок или другими способами (накладывают металлические кольца, завязывают два тугих узла).

2.1.3. Трубку между участками герметизации разрезают. Контейнер с плазмой отсоединяют, этикируют, замораживают и хранят в холодильной камере, при соответствующей температуре в зависимости от дальнейшего использования.
2.1.4. Контейнер с эритроцитами  этикируют и хранят в холодильнике при температуре +4+6ºС ( длительность хранения эритроцитов определяется видом консерванта).
2.2. Заготовка эритроцитов  и плазмы методом центрифугирования в полимерные контейнеры.

2.2.1.Проверяют герметичность полимерных контейнеров  и соединительных  трубок между главным и спаренными контейнерами.
2.2.2. Кровь тщательно перемешивают для равномерного распределения клеток крови в контейнере.

2.2.3. Контейнеры с кровью помещают в центрифужные  стаканы,  уравновешивают и центрифугируют при  центробежном ускорении   1250g в течение 20 минут при температуре +4+6ºС (приложение № 1).
2.2.4. Дальнейшее выделение плазмы и эритроцитов,  их герметизация, паспортизация проводится согласно п.2.1.2.-2.1.4.
3. Заготовка  эритроцитов   обедненных  лейкоцитами  и тромбоцитами    (ЭОЛТ)
Трансфузии эритроцитов, обедненных лейкоцитами и тромбоцитами (ЭОЛТ), показаны сенсибилизированным больным, которые имеют лейкоцитарные, тромбоцитарные антитела, с целью предупреждения негемолитических посттрансфузионных  реакций.  Получение  ЭОЛТ проводится методом центрифугирования и отмывания эритроцитов.
Отмывающим раствором является стерильный апирогенный 0,9% раствор натрия хлорида.
Заготовку вышеупомянутых компонентов крови осуществляют согласно поданным заявкам лечебных учреждений. 

 3.1. Получение ЭОЛТ из консервированной крови, заготовленной в полимерные контейнеры.
3.1.1. Для получения ЭОЛТ может быть использована кровь сразу же после заготовки, (параллельно с выделением концентратов тромбоцитов КТ, концентратов лейкоцитов КЛ и плазмы) или кровь  от 2 - 7 суток хранения при температуре +4+6º C.
3.1.2. Контейнеры с консервированной кровью, предназначенной для получения ЭОЛТ, после тщательного  перемешивания помещают в центрифужные стаканы, уравновешивают и центрифугируют при центробежном ускорении 2000 g в течение  5мин. (см. приложение 1). 
3.1.3. После остановки центрифуги спаренный контейнер с кровью  осторожно извлекают из центрифуги и  помещают в плазмаэкстрактор, этикеткой повернутой к  задней пластине.
3.1.4. Передней подвижной пластиной плазмаэкстрактора нажимают на контейнер с кровью. Ослабляют зажим на  соединительной трубке между основным и спаренным пустым контейнерами  и переводят плазму в пустой контейнер. Когда  над эритроцитами остается слой плазмы высотой 2 - 3 см, (объемом около 40 - 50 мл), на соединительную трубку накладывают зажим на расстоянии 2 - 5 см от основного контейнера. 
3.1.5. Плазму, оставшуюся  в  основном  контейнере  вместе со слоем эритроцитов высотой 1 - 2 см (общим объемом 30 - 40 мл) переводят во второй пустой дополнительный или присоединенный  контейнер.
3.1.6. На соединительную трубку на расстоянии 2 - 5 см от основного контейнера  и на таком же расстоянии от спаренного контейнера  накладывают зажим  герметизируют и разъединяют контейнеры с эритроцитами, плазмой, лейкотромбомассой и лейкоцитами.
3.1.7. Контейнер с плазмой направляют для замораживания или приготовления препаратов плазмы.
3.1.8. Контейнер с лейкотромбомассой  направляют на повторное центрифугирование с целью получения КТ и КЛ или утилизируют.
3.1.9. К эритроцитам, что остались в основном  контейнере, с помощью  одноразовой инфузионной  системы,  добавляют стерильный 0,9% раствор натрия хлорида в объеме удаленной плазмы и тщательно перемешивают. Трубку, что идет  к контейнеру, герметизируют путем завязывания двух тугих узлов или запаивают. Контейнер помещают в центрифужный стакан, уравновешивают и центрифугируют при центробежном ускорении 2000 g в течение 5 мин. при температуре +5±2º C ( приложение 1).
3.1.10. После центрифугирования контейнер осторожно переносят в бокс. Конец трубки обрабатывают 5% раствором йода и 96% этиловым спиртом, отсекают герметизирующие узлы, трубку контейнера соединяют стерильно с системой флакона, что остался после отмывающего раствора. С помощью плазмаэкстрактора в этот флакон перемещают надосадочную жидкость вместе со  слоем  лейкоцитов и эритроцитов высотой (0,5 ±0,2) см (10 - 15 мл). Не нарушая принцип закрытой системы отмывания, присоединяют другой флакон с 0,9% раствором натрия хлорида. Процедуру отмывания повторяют еще дважды, по п.3.1.9.
3.1.11.Отмытые эритроциты паспортизуют и выдают в лечебное учреждение для гемотрансфузии. Срок хранения  отмытых эритроцитов 24 часа с момента приготовления. Хранение проводят в холодильнике при температуре +4+6ºС.

3.2. Заготовка ЭОЛТ из  эритроцитов.
3.2.1.Заготовленные  эритроциты хранят в холодильнике при температуре +4+6ºC от 2 до 7 суток.
3.2.2. Для приготовления ЭОЛТ используют методику описанную в п.3.1.9.-3.1.10.
3.2.3. Этикирование, хранение  проводят согласно п. 2.1.2.-2.1.4.
4. Фракционирование консервированной крови для получения  концентрата тромбоцитов (КТ)
Заготовленную в пластиковый контейнер  консервированную кровь, предназначенную для выделения КТ, хранят при комнатной температуре +22±2ºC не дольше 4 - 6 часов с момента заготовки.
4.1. Перед центрифугированием  проверяют герметичность контейнера с кровью, а также целостность соединительных трубок  между главным и дополнительными контейнерами  емкостью300/300мл.
4.2. Кровь в контейнерах  тщательно перемешивают, уравновешивают, помещают в центрифужные стаканы,  центрифугируют при центробежном ускорении 680 g в течение 13 мин (приложение 1),  при температуре +22±ºC.  Плазму, обогащенную  тромбоцитами (ПОТ),  переводят с помощью плазмаэкстрактора  в спаренный контейнер без консерванта.
4.3. Контейнер  с эритроцитами отсоединяют от спаренного контейнера с плазмой, этикируют  и помещают в холодильник при температуре +4+6º C. Срок хранения  эритроцитов для переливания - 21 -35дней (в зависимости от вида консерванта). Контейнеры с ПОТ центрифугируют при центробежном ускорении 2400 g в течение 20 мин. при температуре (4 +- 2) град. C (см. приложение 1). При таком режиме тромбоциты  оседают на дно контейнера, а над ними располагается обедненная клетками плазма. 
4.4. После остановки центрифуги контейнеры осторожно извлекают из центрифужных стаканов и помещают между пластинами плазмаэстрактора или подвешивают на штатив в вертикальном положении; дополнительный пустой контейнер располагают на столе.
4.5. Открывают зажим на соединительной  трубке между контейнерами. Давлением пластины плазмаэкстрактора на контейнер большую часть плазмы  переводят в пустой контейнер. Когда над тромбоцитами остается 50 - 60 мл плазмы,  соединительную трубку перекрывают зажимом на расстоянии 2 - 5 см от контейнера с концентратом тромбоцитов (КТ).
4.6. Контейнер с КТ, вынимают из плазмаэкстрактора и, ослабляя зажим на трубке, выдавливают воздух из него в соединительную трубку или контейнер с плазмой  (наличие воздуха в контейнере с КТ может привести к их агрегации). Контейнеры герметизируют.
4.7. Контейнер с плазмой после этикирования хранят и используют  по назначению (п.2.1.3).
4.8. Контейнер с КТ оставляют без смешивания в спокойном состоянии на 1 час при температуре +22±2ºC. В таком состоянии происходит спонтанная дезагрегация тромбоцитов. Попытка ресуспендировать  тромбоциты сразу же после отделения  плазмы может привести к необратимой  агрегации клеток, вследствие чего тромбоконцентрат окажется непригодным для переливания.
4.9. Через 1 час  тромбоциты ресуспендируют осторожным размешиванием  в плазме  до гомогенной взвеси (не менее 20 минут).
4.10. Контейнер с КТ этикируют (на этикетке указывают название учреждения-заготовителя, объем и количество тромбоцитов (не менее 0,5 х 109/л), дату и время их заготовки, срок хранения, группу крови и резус-фактор донора, регистрационный номер, дату  заготовки крови). Для определения объема КТ от веса контейнера с клетками вычитают массу пустого контейнера, равную (23,0 ± 1,0) г.
5. Фракционирование консервированной крови для получения  концентрата лейкоцитов (КЛ)
5.1. Кровь заготавливают в полимерные контейнеры.
5.2. Контейнеры с консервированной кровью, после проверки на герметичность и тщательного перемешивания, помещают в центрифужные стаканы, центрифугируют при центробежном ускорении 2150 g в течение 20 мин. при температуре (22 ± 2) град. C (см. приложение 1). При таком режиме эритроциты оседают на дно контейнера, над ними располагается лейкоцитарно-тромбоцитарный слой (ЛТС) серо-розового цвета, сверху которого находится обедненная  клетками плазма.
5.3. Основной контейнер с кровью, соединенный  с  пустыми контейнерами, осторожно извлекают из центрифужного стакана, не нарушая границу между слоями, и помещают в плазмаэекстрактор этикеткой к его задней пластине.
5.4. Переводят плазму сразу в спаренный контейнер, который после наполнения плазмой герметизируют, этикируют и отделяют от основного контейнера.  Для выделения ЛТС,  на соединительной трубке между основным  и первым пустым контейнерами, ослабляют зажим и переводят  ЛТС  вместе с плазмой, что осталась  над  слоем эритроцитов объемом 50,0 ±5,0 мл,  в пустой контейнер. Объем переведенной плазмы, лейкоцитов, тромбоцитов составляет примерно 110- 120 мл. На соединительную трубку на расстоянии 3 - 5 см от основного контейнера и на таком же расстоянии от контейнера с ЛТС  накладывают зажим. Основной  контейнер, в котором содержится концентрат эритроцитов  (с гематокритным числом 0,80 - 0,90 л/л), отсоединяют  и герметизируют, этикируют и хранят согласно п.2.1.4.
5.5. Контейнер, который содержит ЛТС с  плазмой  и эритроцитами,  помещают в центрифужный стакан в вертикальном положении, уравновешивают и центрифугируют при центробежном ускорении 190 g в течение 10 мин. при температуре (+22 ± 2ºC). В центрифужные стаканы вкладывают твердые пластины-вкладыши, которые сдавливают контейнеры по бокам, для обеспечения постоянной толщины слоя по всей высоте  во время центрифугирования и фиксируют их резиновыми кольцами. При таком режиме эритроциты и лейкоциты оседают на дно контейнера, а  концентрированные тромбоциты в состоянии взвеси в плазме располагаются над ними.
5.6. После остановки центрифуги контейнер  осторожно извлекают и помещают в плазмаэкстрактор в вертикальном положении, присоединяют к нему контейнер 300/300мл без консерванта, который располагают ниже уровня стола.  Ослабляют    зажим на соединительной  трубке, перемещают КТ  в контейнер 300/300. Когда у выходного отверстия трубки контейнера  появится слой лейкоцитов, накладывают зажимы на расстоянии 2 - 5 см от контейнера. Проводят   герметизацию обоих контейнеров и разъединяют их.
5.7.Контейнер, содержащий концентрат лейкоцитов (КЛ) отсоединяют. На этикетке указывают название учреждения-заготовителя  и количество лейкоцитов (не менее 0,8 х 109/л), дату его заготовки, срок хранения, группу крови и резус-фактор донора, регистрационный номер, дату заготовки крови.
5.8.Контейнер, содержащий концентрат тромбоцитов (КТ), этикируют  согласно п. 4.10.
6.  Оценка    качества   компонентов   крови
6.1.  Перед тем, как выдать компоненты крови для трансфузии, проводят оценку их качества. Критериями пригодности для плазмы, во время визуального осмотра является: прозрачность плазмы (отсутствие мути, хлопьев, прожилок фибрина),  для эритроцитов и ЭОЛТ – прозрачность  надстоя,   равномерность эритроцитного слоя, отсутствие видимых сгустков; для концентрата тромбоцитов (КТ) и концентрата лейкоцитов (КЛ) – гомогенность взвеси клеток и отсутствие агрегатов; для всех компонентов крови: целостность и герметичность полимерных контейнеров, наличие оформленных  этикеток  с указанием срока годности. 
6.2. Правила и условия хранения компонентов крови.

6.2.1 Хранение КТ, полученного из свежезаготовленной   донорской крови в полимерных контейнерах, проводят при комнатной температуре +22 ± 2ºC в течение 24 ч или при условии постоянного перемешивания на автоматических мешалках в течение 72 ч при той же температуре. Возможно также хранение КТ в течение 24 ч в холодильнике при температуре 4 ±2ºC, особенно в тех случаях, когда условия не дают возможности обеспечить режим комнатной температуры. Вынутый из холодильника полимерный контейнер с КТ может содержать видимые агрегаты тромбоцитов, которые исчезают при температуре  +22 ± 2ºC течение 1 ч в покое и при дальнейшем осторожном перемешивании. В КТ, полученном из дозы консервированной крови, должно быть не менее 0,5 х 1011/л тромбоцитов в объеме плазмы не более 75 мл.
 6.2.2.Хранение КЛ проводят при температуре +22 ± 2ºC  или в условиях холодильника при температуре  4 ±2ºC в течение 24 ч. В КЛ должно быть не менее 0,8 х 109/л клеток в объеме плазмы не более 75 мл. Объем концентрата клеток определяют взвешиванием контейнера с КТ и КЛ, из массы которого вычитают вес пустого контейнера, что составляет в среднем 23 ±1 г.
6.2.3.Эритроциты, эритроцитную взвесь хранят при температуре +4 + 6ºC в холодильнике в течение срока, определенного рецептурой консерванта и ресуспендирующего растворов для крови и  эритроцитов. Срок хранения ЭОЛТ - 24 часа при температуре+ 4 + 6ºC.
6.2.4. Свежезамороженную  плазму хранят при  температуре от минус 18 до минус 30ºC в течение 3 месяцев с момента заготовки, при температуре минус 30ºС  и ниже на протяжении  36 месяцев.
7. Подготовка компонентов крови к трансфузии
Перед проведением трансфузии компонентов крови врач обязан проверить  герметичность контейнеров и провести макроскопию  (визуальную оценку)  КТ, КЛ и эритроцитов. Трансфузию необходимо проводить, учитывая групповую и резус-принадлежность донора и больного, согласно Инструкции по переливанию крови и ее компонентов. При трансфузии КЛ необходимо учитывать антигенную совместимость донора и больного по системе HLA.
Концентраты тромбоцитов и лейкоцитов необходимо использовать в оптимальный срок - в день заготовки. Таким образом,  обеспечивается функциональная полноценность клеток и максимальная лечебная эффективность.
Режимы центрифугирования консервированной крови для получения  компонентов крови
	Этапы работы
	Марки центрифуг

	
	РС-6
	МРW

	1. Центрифугирование крови на эритроциты  и плазму (жесткое)
	2000g                          (2600 об/мин)                  20 мин,  t+5ºС
	2000g                 (2600 об/мин)         20 мин, t+5ºС

	2. Центрифугирование крови на эритроциты и плазму
	1250 g                 (2000 об/мин)           20 мин, t+5ºС
	1250 g                (2000 об/мин)              20мин, t+5ºС

	3. Отмывание эритроцитов
	2000g                   (2500 об/мин)            5 мин, t+5ºС
	2000g                 (2600 об/мин)            5 мин, t+5ºС

	4. Получение ТК                          I – этап

                                                     II – этап                                               
	680g                     (1500 об/мин)          13 мин               2400g                  (3000 об/мин)            20 мин
	680g                     (1600 об/мин)          13 мин               2400g                  (3000 об/мин)            20 мин

	5. Получение ЛК                        I- этап

                                                     II - этап
	2150g                     2800 об/мин            20 мин                 190g                       800 об/мин              10 мин
	2150g                     2700 об/мин            20 мин                 190g                       800 об/мин              10 мин
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