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Авторы изучили возможности диагностики маркеров
инфекционных заболеваний – гепатита В и С, ВИЧ, сифи)
лиса у 149 трупов)доноров в крови и перикардиальной
жидкости с помощью тест)систем для экспресс и ИФА и
установили, что появление сомнительных результатов за)
висит от концентрации свободного гемоглобина в биоло)
гических жидкостях. На его содержание влияет темпера)
тура среды пребывания трупа)донора и время с момента
наступления смерти – термотемп. Последовательность оп)
ределения маркеров инфекционных заболеваний в крови
и перикардиальной жидкости должна быть следующей: ге)
патит В, сифилис, ВИЧ)инфекция, гепатит С.

The authors studied the possibility of the diagnostics of
the markers of infectious diseases – B and C hepatitis, HIV,
syphilis in the pericardial fluid and blood of 149 cadavers)
donors using test)systems for rapid analysis and IFA and
determined that the occurrence of controversial results depends
on the concentration of free hemoglobin in biologic fluids. The
temperature of the environment of cadaver)donor’s stay and
the time from death moment – thermotempo – influence its
content. The sequence of the determination of the markers of
infectious diseases in the blood and pericardial fluid must be:
B hepatitis, syphilis, HIV, C hepatitis.

Введение
Проблема донорства при трансплантации био)

логических тканей остается такой же актуальной,
как и при трансплантации органов. По данным
Американской ассоциации тканевых банков чис)
ло пригодных доноров от общего числа для раз)
ных банков составляет в среднем 57%, остальные
43% были отвергнуты по разным причинам, в том
числе из)за невозможности осуществить сероло)
гические анализы крови в связи с ее гемолизом.
Потеря столь значительного количества доноров
не может не волновать, поскольку потребности
клиницистов  в пластическом материале продол)
жают расти. Так, по данным «РНИИТО им.
Р.Р.Вредена Росмедтехнологий» при лечении
травм и патологий опорно)двигательного аппара)
та костные трансплантаты используются в 17,2 %,
сухожильные в 23,1 % оперативных пособий, про)
водимых в институте. В связи с этим у авторов
статьи возникла мысль о необходимости совер)
шенствования и разработки специальной техно)
логии, пригодной для работы с гемолизирован)
ной кровью на предмет выявления у трупов)до)
норов инфекционных заболеваний, таких как
гепатиты В и С, ВИЧ и сифилис [1, 2, 5–16].

Цель – выявить возможность использования
трупных тканей для трансплантации у доноров
с гемолизом.

В задачу работы входило: изучить результа)
ты серологического исследования в биологичес)
ких жидкостях на маркеры инфекционных забо)
леваний (гепатиты В и С, ВИЧ и сифилис) в за)
висимости от времени, прошедшего после смерти
доноров, а также температуры их хранения.

Материал и методы
Работа выполнена на 149 трупах мужского

пола в возрасте от 22 до 71 лет, скончавшихся от
ишемической болезни сердца – 89 (59,7%), от)
равлений наркотиками – 14 (9,4%), этиловым
алкоголем – 20 (13,4%), механической асфиксии
– 21 (14,1%) и острой пневмонии – 5 (3,4%).

Кровь из правой половины сердца (149 проб)
и перикардиальную жидкость (46 проб) центри)
фугировали в течение 20 мин при 2000 об/мин.
Полученную сыворотку крови и центрифугиро)
ванную перикардиальную жидкость исследова)
ли на маркеры гепатита В и С, ВИЧ и сифилиса.
Их наличие определяли, используя коммерчес)
кие наборы для экспресс – анализа: «Гепатит В
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Гексагон, HUMAN», «Сифилис RPR тест,
HUMAN», «ИммуноКомб II HCV», «Детермин
ВИЧ Ѕ, Дайнабот Ко Лтд, Япония») и иммуно)
ферментным методом: «Вектогеп В HBs)анти)
ген», «Рекомби)Бест анти)ВГС», «РекомбиБест
антипаллидум)суммарные антитела» Вектор
Бест, «ДЖЕНСКРИН® ПЛЮС ВИЧ АГ)АТ,
Biorad».

В перикардиальной жидкости и сыворотке
крови устанавливали концентрацию свободно)
го гемоглобина гемиглобинцианидным методом.
Для каждого анализируемого образца подбира)
ли оптимальное соотношение между объемом
исследуемого гемолизата и трансформирующе)
го реактива.

У трупов 73 человек, скончавшихся от ише)
мической болезни сердца, для гистологического
исследования изымали кусочки верхней трети
передней стенки левого желудочка сердца, кото)
рые фиксировали в 10% растворе нейтрального
формалина и заливали в парафин, срезы окра)
шивали гематоксилином и эозином. Статисти)
ческую обработку результатов проводили с по)
мощью: дисперсионного анализа, t) критерия
Стьюдента, углового преобразования Фишера,
аргумента нормального распределения [3, 4].

Результаты и обсуждение
Поскольку труп является инерционной теп)

лообменной средой, то при отборе его на пригод)
ность, приходится учитывать не только время,
но и температуру хранения, причем отделить эти
факторы друг от друга в данном случае не пред)
ставляется возможным. По этой причине в ра)
боте была использована специальная константа
– термочас (ТЧ), характеризующая интенсив)
ность аутолитических процессов при конкретной
температуре (Т) внешней среды, а также продол)
жительности времени (Ч) хранения трупа и его
тканей до выполнения лабораторных исследова)
ний. В процессе проведения последних было ус)
тановлено, что от момента смерти донора до
изъятия у него трансплантационного материала
и крови, общее время складывается из четырех
основных этапов.

Первоначально труп находится на месте его
обнаружения (1 этап). Затем происходит его
транспортировка в морг (2 этап), где он хранит)
ся до вскрытия и забора тканей (3 этап). После
этого материал поступает в лабораторию для се)
рологического исследования (4 этап). Каждый
из этих этапов характеризуется своей продолжи)
тельностью и температурой. Так длительность 1
этапа варьировала от 1 до 71 ч, второго – от 1 до
20 ч,  третьего – от 2 до 77 ч. Температура на пер)
вом этапе колебалась от – 8°С  до +25°С, на вто)

ром – от )12°С до +23°С, на третьем – от +15°С
до +18°С. Четвертый этап отличался стабильно)
стью по времени (23 ч) и температуре ( + 4°С).

При подборе трупа–донора учет только вре)
мени или только температуры недостаточен.
Поэтому мы предложили использовать сумму
произведений температуры и времени каждого
из выше упомянутых этапов – термочас (ТЧ),
определяемых по формуле:

TЧ = T1xЧ1+T2ЧxЧ2+T3xЧ3+T4xЧ4              (1),

где Т1,2,3,4  – температура этапа (С°), Ч1,2,3,4  –
время этапа (часы). При нулевой температуре
окружающего воздуха нужно время умножить на
единицу. При отрицательной температуре окру)
жающего воздуха время умножается на эту от)
рицательную температуру, и полученное отри)
цательное произведение вычитается из положи)
тельного.

Для удобства практического применения
формула была преобразована (алгебраически) с
целью выделения 2 этапа.

T3xЧ3= TЧ – ( T1ЧxЧ1+ T2xЧ2+ T4xЧ4)       (2).

Гистологическое изучение препаратов сердца
от трупов 73 человек, скончавшихся от ИБС, вы)
явило разрушение эритроцитов внутри сосудов
эпикарда, где внутрисосудистый гемолиз был
выражен максимально [7]. Также было установ)
лено, что между разрушением эритроцитов и тер)
мочасом существует прямая зависимость, позво)
лившая разбить весь исследуемый  материал на 4
группы (табл.). В первую группу вошли 22 наблю)
дения с термочасом до 108 единиц и минималь)
ным разрушением эритроцитов внутри сосудов,
которое начиналось в венулах. Ко второй группе
были отнесены 29 случаев с термочасом от 109 до
308 единиц, отличавшихся умеренным разруше)
нием эритроцитов, как в венулах, так и в венах. В
третьей группе, представленной 12 наблюдения)
ми с термочасом от 309 до 1558 единиц, во всех
сосудах наблюдалось выраженное разрушение
эритроцитов. В оставшихся 10 случаях из 4 груп)
пы с термочасом от 1559 до 2880 единиц содер)
жимое сосудов было заполнено бурыми массами
полностью разрушенных эритроцитов.

Полученные на гистологическом материале
данные по термочасу отражают внутрисосудис)
тые изменения крови, формирующиеся в мио)
карде трупа – донора в течение трех этапов. Од)
нако они не учитывают влияние времени и тем)
пературы последующей транспортировки крови
в лабораторию, которая увеличивает термочас
еще на 92 единицы.



74      Т Р А В М А Т О Л О Г И Я  И  О Р Т О П Е Д И Я  Р О С С И И

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

2(48) – 2008

Оцениваемые признаки 

ТЧ 
до 108 
n=22 
(Р1) 

ТЧ 
109 – 308 

n=29 
(Р2) 

ТЧ 
309-1558 

n=12 
(Р3) 

ТЧ 
1559- 
3000 
n=10 
(Р4) 

Венула эритроцит процент 
гемолиза: 
Г0 (0 - 5) 
Г1 (6 - 15) 
Г2 (16 - 29) 
Г3 (30 - 50) 
Г4 (51 - 90) 
Г5 (91 - 100) 
Бурые массы 

 
 

0,35** 

0,00 
0,15*** 

0,05 
0,20 
0,25 
0,00 

 
 

0,06 
0,17** 

0,03 
0,03 
0,27 
0,44 
0,00 

 
 

0,07 
0,00 
0,00 
0,00 
0,29 

0,64***
 

0,00 

 
 
 
 
 
 
 
 

0,89* 

Вена эритроцит процент 
гемолиза: 
Г0 (0 - 5) 
Г1 (6 - 15) 
Г2 (16 - 29) 
Г3 (30 - 50) 
Г4 (51 - 90) 
Г5 (91 - 100) 
Бурые массы 

 
 

0,58* 

0,00 
0,05 
0,11 
0,21 
0,05 
0,00 

 
 

0,15*** 

0,07 
0,11 
0,26 

0,22 
0,19 
0,00 

 
 

0,00 
0,00 
0,07 
0,07 
0,50 

0,36***
 

0,00 

 
 
 
 
 
 
 
 

0,77* 

Микробные тела 
- наличие в просвете сосудов 

 
0,00 

 
0,00 

 
0,00 

 
0,91* 

Таблица

Микроскопический рост гемолиза эритроцитов в зависимости от термочаса

*р<0,001 **р<0,01 ***р<0,05

При отмеченных выше условиях определение
свободного гемоглобина в перикардиальной
жидкости и крови из правой половины сердца
показало, что при термочасе не превышающем
200 единиц (n=8) его концентрация в них была
на уровне 0,69 ± 0,1 г/л и 8,49 ± 3,28 г/л соответ)
ственно (р<0,05). В диапазоне термочаса от 201
до 400 единиц (n = 20) эти показатели возраста)
ли до 1,15 ± 0,18г/л и 14,93 ± 6,12 г/л  (р<0,05).
С увеличением термотемпа свыше 400 единиц
(n=18) уровень свободного гемоглобина достигал
в перикардиальной жидкости 3,18 ± 0,75 г/л, а в
крови –39,97 ± 10,05 г/л (р<0,001).

Статистический анализ подтвердил, что с рос)
том термочаса концентрация свободного гемогло)
бина – Р (г/л) –  в перикардиальной жидкости
нарастала линейно (рис. 1), а в крови из правого
желудочка сердца – нелинейно по экспоненте (рис.
2). Эти особенности могут быть аппроксимирова)
ны соответствующими видами регрессии. Линей)
ная регрессия изменения концентрации свободно)
го гемоглобина в перикардиальной жидкости в за)
висимости от термочаса, отражена в формуле:

P = (0,00456±0,00135)xTЧ; (p = 0,05),

где коэффициент детерминации R2 = 0,26
(p = 0,002 < 0.05) и коэффициент регрессии
0,00456 (p = 8,85Чx10)8 < 0.05). Концентрация
свободного гемоглобина в крови из правого же)
лудочка определялась формулой:

     P = (1,0054±0,0004)TЧ (p = 0,05) с коэффици)
ентом детерминации R2=0,54 и значимостью  для
регрессии p = 2,6510)5 < 0,05. С помощью этих
данных и формулы 2 были получены графики
зависимости термочаса 3 этапа от остальных эта)
пов при разных значениях концентраций свобод)
ного гемоглобина как в крови, так и в перикар)
диальной жидкости.

Рис. 1. График линейной зависимости концентрации сво�
бодного гемоглобина от термочаса (TЧ) в перикардиаль�
ной жидкости.
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Сравнительное серологическое исследование
перикардиальной жидкости и крови из правой
половины сердца от 46 трупов на маркеры гепа)
тита В и С, ВИЧ и сифилис с помощью экспресс)
теста и иммуноферментного анализа показало,
что наименьшее количество сомнительных реак)
ций дает перикардиальная жидкость.

Исследование на маркеры гепатита В в 7 на)
блюдениях дало отрицательный результат при
термочасе 247,4 ± 35,0 единиц, что соответство)
вало концентрации свободного гемоглобина в пе)
рикардиальной жидкости 1,1 ± 0,31 г/л и крови
20,49 ± 12,78 г/л. Положительную (n = 5) реак)
цию регистрировали на 566,4 ± 251,9 единицах и
концентрации свободного гемоглобина в перикар)
диальной жидкости и крови до 3,06 ± 1,28 г/л и
25,8 ± 13,74 г/л соответственно. Появление со)
мнительной (n = 34) реакции было отмечено при
термочасе 491,9 ± 60,5 единиц и свободном ге)
моглобине в биологических средах 1,84 ± 0,41
и 33,0 ± 7,11 г/л. На основании проведенного
дисперсиорнного анализа статистически зна)
чимых различий между этими тремя группа)
ми по термочасу и свободному гемоглобину в
перикардиальной жидкости и крови не уста)
новлено (р > 0,05).

Диагностика гепатита С сомнительных реакций
не выявила. Отрицательный результат был зафик)
сирован в 25 случаях со средним термочасом 377,5
± 48,45 единиц, свободным гемоглобином в пери)
кардиальной жидкости – 1,59 ± 0,30 г/л и крови –
28,6 ± 7,90 г/л. Положительная реакция (n=21) на)
блюдалась при 564,3 ± 101,0 единиц, 2,19 ± 0,67  г/л
и 17,51 ± 6,60  г/л соответственно (р > 0,05).

Рис. 2. График нелинейной зависимости концентрации
свободного гемоглобина от термочаса (TЧ) в крови право�
го желудочка сердца.

Другая картина была обнаружена при определе)
нии ВИЧ)инфекции. Количество отрицательных
(n=28), сомнительных  (n= 11) и положительных
(n=7) результатов было статистически значимо свя)
зано с нарастанием термочаса (р < 0,006), составив)
шего 380,9 ± 50,7; 575,0 ± 127,4 и 613,9 ± 196,2 еди)
ниц соответственно, а также концентрацией сво)
бодного гемоглобина в перикардиальной
жидкости (р<0,05), достигавшей 1,2 ± 0,20 г/л,
3,1 ± 1,10 г/л и 2,4 ± 0,99 г/л. Изменения кон)
центрации свободного гемоглобина в крови
были незначимы (р > 0,05).

Исследование на сифилис также показало
статистически четкую связь между отрицатель)
ным (n = 30), сомнительным (n= 15) и положи)
тельным (n = 1) результатами. Изменения тер)
мочаса были на уровне 346,2 ± 41,5 ед., 696,7±
121,6 ед. и 452,0 ед.  (р<0,006). Концентрация
свободного гемоглобина в перикардиальной
жидкости при этом составляла соответственно:
1,27 ± 0,20 г/л, 3,0 ± 0,90 г/л и 1,92 г/л (р<0,05).
В крови изменения свободного гемоглобина
были незначимы (р > 0,05). Таким образом, пред)
ставленные выше сведения свидетельствуют о
росте сомнительных и положительных реакций
по мере увеличения термочаса и концентрации
свободного гемоглобина в перикардиальной
жидкости. В этой связи линейная регрессия при
установлении нижней границы термочаса  для
перикардиальной жидкости выглядела следую)
щим образом:

TЧ=P/0,00456 ,
где P=(0,00456)0,00135)* TЧmin (3).
Для крови нелинейные регрессии при опре)

делении нижней границы термочаса и концент)
рации свободного гемоглобина получили такой
вид:

TЧ=log((P1(г/л))/log(1,0054),
где P (г/л)=(1,0054)0,0004) TЧmin (4).
В цифрах для перикардиальной жидкости они

составили для гепатита В 276 единиц и 1,26 г/л;
сифилиса – 332 ед., и 1,50 г/л; для ВИЧ)инфек)
ции – 439 ед. и 2,00 г/л; гепатита С 1558 ед. и
13,00 г/л. В крови нижние границы термочаса и
свободного гемоглобина для гепатита В соста)
вили 116 единиц и 1,9 г/л; ВИЧ 220 ед. и 3,3 г/л;
сифилиса 266 ед. и 4,2 г/л; гепатита С 1558 ед. и
150,00 г/л. В практическом плане, если отсут)
ствуют другие противопоказания, можно пола)
гать, что ниже этих цифр ткани трупа)донора
следует считать пригодными для транспланта)
ции, выше – нет.

Использование термочаса и уровня свободно)
го гемоглобина выявило четкую очередность
возникновения сомнительных реакций при ис)
пользовании предложенных тест)систем. Для
диагностики гепатита В появление таких тест)
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систем в крови и перикардиальной жидкости
отмечалось после наступления смерти соответ)
ственно через 6,4 ч и 15,3 ч; сифилиса через 14,7
ч и 18,4 ч; ВИЧ 12,2 ч и 24,3 ч. Определение ге)
патита С сомнительными реакциями в крови и
перикардиальной жидкости не сопровождалось.
На способ определения вышеперечисленных
инфекций в перикардиальной жидкости получе)
но положительное решение о выдаче патента РФ
Регистрационный № 2006129734. Применение
данной технологии в «РНИИТО им. Р.Р.Вреде)
на Росмедтехнологий» позволило снизить с
35,2% до 11,4% выбраковки трансплантологичес)
кого материала.

Выводы
1. Визуальный гемолиз крови не является аб)

солютным показателем непригодности тканей
трупов)доноров для трансплантации, если про)
веденные у них исследования крови и перикар)
диальной жидкости не выявили маркеров ин)
фекционных заболеваний гепатитами В и С, а
также ВИЧ и сифилиса.

2. Предлагаемые тест – системы при гемоли)
зе могут быть использованы для диагностики
гепатита В, С, ВИЧ и сифилиса на трупном ма)
териале только с учетом термочаса и концентра)
ции свободного гемоглобина.

3. По сравнению с кровью в перикардиальной
жидкости уровень свободного гемоглобина ниже
и он нарастает медленнее, что при серологичес)
ких исследованиях проявляется меньшим коли)
чеством сомнительных реакций, которые появ)
ляются позже.

4. Алгоритм определения маркеров инфекци)
онных заболеваний в крови и перикардиальной
жидкости, учитывая установленные в работе
время их появления, должен быть следующим:
гепатит В, сифилис, ВИЧ, гепатит С.

5. Разработанная тест)система оказалась эф)
фективной во всех случаях, когда результаты
исследований крови у трупов)доноров традици)
онным способом оказались сомнительными из)
за гемолиза.
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