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РЕФЕРАТ

Дана робота викладена на 69  сторінках друкованого тексту, містить    6               таблиць. Список літератури включає   69  джерел.
Об’єкт дослідження –  венозна кров працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь». 
Мета роботи – дослідження біохімічних та гематологічних показників у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь» при виразковій хворобі шлунку.
Методи дослідження – гематологічні, біохімічні і статистичні.
У результаті дослідження встановлено, що достовірних відмінностей за дослідженими показниками крові у групах хворих на виразкову хворобу шлунка не спостерігається. Менша кількість хворих із показниками крові, які відхилялися від норми, спостерігалася в групі працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», ніж у тих, що не працюють на заводі.
Новизна роботи – вперше проводиться дослідження гематологічних та біохімічних  показників крові у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь» із виразковою хворобою шлунку.  
Значущість роботи – застосування методів оцінки біохімічного та гематологічного стану показників дозволяє більш об’єктивно оцінювати стан працівників електрометалургійного заводу із виразковою хворобою шлунку.
Отримані результати можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для оцінювання фізіологічного стану працівників з метою завчасної профілактики професійних захворювань та їх лікування.

ЕЛЕКТРОМЕТАЛУРГІЙНИЙ ЗАВОД «ДНІПРОСПЕЦСТАЛЬ»,  БІОХІМІЧНІ ТА ГЕМАТОЛОГІЧНІ ПОКАЗНИКИ КРОВІ
ABSTRACT 
This work is presented on 69 pages of printed text, contains 6 tables. The list of references includes 69 sources.

The object of the study is venous blood of employees of the electrometallurgical plant «Dneprospetsstal». 

The aim of the work is to study biochemical and hematological parameters of employees of the electrometallurgical plant "Dneprospetsstal" in gastric ulcer.

Methods of study of biochemical, hematological, and statistical.

As a result of the study, it was found that there were no significant differences in the studied blood parameters in the groups of patients with gastric ulcer. A smaller number of patients with blood parameters that deviated from the norm was observed in the group of employees of the electrometallurgical plant «Dneprospetsstal» than in those who do not work at the plant.

Novelty of the work – for the first time the study of biochemical and hematological parameters of blood in workers of electrometallurgical plant "Dneprospetsstal" with gastric ulcer is carried out.  

The significance of the work – the use of methods for assessing the biochemical and hematological state of blood parameters allows more objectively assess the condition of employees of the electrometallurgical plant with gastric ulcer.

The obtained results can be used by therapeutic medical institutions to assess the physiological state of workers for the purpose of early prevention of occupational diseases and their treatment.
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СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ
ВХ – виразкова  хвороба 
ВХШ – виразкова хвороба шлунку 

ШОЄ – швидкість осідання  еритроцитів  

СОШ – слизова оболонка  шлунку 

ФГДС – фіброгастродуоденопатія 
ВСТУП

Виразкова хвороба — це широко поширене генетично обумовлене захворювання, що вражає до 10% населення. Чоловіки хворіють частіше за жінок приблизно в 4 рази [1]. Це пов'язано з тим, що саме чоловіки традиційно часто піддають себе емоційним навантаженням на роботі — переважно чоловічі спеціальності. До того ж чоловіки частіше курять і зловживають спиртними напоями. Накладаючись на несприятливий генетичний фон, ці фактори провокують розвиток хвороби. Класичний перебіг виразкової хвороби спостерігається менш ніж у 50% людей з даним захворюванням [2].  У більшої частини осіб больовий синдром атиповий. У 15% людей при виразковій хворобі взагалі відсутні будь-які прояви цієї недуги, у 3% захворювання вперше проявляється ускладненнями [3]. Лікування виразкової хвороби є комплексним, включає режим, дієту, медикаментозне і немедикаментозне лікування, а також попередження загострень і розвитку ускладнень [4]. При відсутності ознак рубцювання виразки при контрольному проведенні ФГДС, яку проводять через 2-3 тижні після початку лікування, застосовують ендоскопічні методи впливу на виразку (лазеротерапія, заклеювання медичним клеєм, зрошення спеціальними лікарськими препаратами) [5].  Хірургічне лікування виразкової хвороби шлунка проводиться при порушенні цілісності стінки шлунка, перехід виразкового дефекту (пенетрації), не піддається медикаментозним методам лікування, на поруч розташовані органи. Також операція необхідна в разі безперервної масивної кровотечі з виразки, при формуванні рубцевого звуження переходу шлунка в дванадцятипалу кишку (пілородуоденальний стеноз). Основою профілактики, виникнення загострень виразкової хвороби шлунка   є ліквідація (ерадикація) з шлунково-кишкового тракту хелікобактер пілорі. Заходи по ліквідації цього мікроорганізму повинні проводитися при першому виявленні виразкового дефекту [6]. 
Згідно зі статистикою кожен десятий житель планети має виразкову хворобу в тій чи іншій ступеня його розвитку, а третина з них навіть не підозрює про наявність у них захворювання.
За віком, якщо враховувати перші прояви захворювання, встановлено найбільш частий прояв згідно зі статистикою виразкової хвороби в 20-40 років (70% хворих). У осіб старше 40 років початок виразкової хвороби встановлено в 20%.

Частота виразкової хвороби у осіб різних професій в загальному мало змінюється, але є вказівки, що у робітників, праця яких пов`язаний з частим травмуванням верхнього відділу живота, виразка шлунка розвивається частіше. Також у робітників і службовців, які змушені харчуватися нерегулярно і всухом`ятку (залізничники, транспортні робітники), виразки слизової шлунка спостерігається частіше, ніж у осіб, що харчуються регулярно. Відзначено більш часте захворювання токарів і каменярів, що пояснюється потраплянням в шлунок проковтує ними твердих частинок пилу. 

Таким чином, метою роботи було дослідження гематологічних та біохімічних показників крові при виразковій хворобі шлунку у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь».
Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:

1) визначити гематологічні показники у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», що хворіють на виразку шлунку;

2) визначити біохімічні показники у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», що хворіють на виразку шлунку;

3) визначити гематологічні показники крові у осіб, що хворіють на виразку шлунку та не працюють на електрометалургійному заводі;

4) визначити біохімічні показники крові у осіб, що хворіють на виразку шлунку та не працюють на електрометалургійному заводі;
5) визначити еритроцитарні та тромбоцитарні індекси в обох групах хворих;
6) порівняти результати показників крові у двох групах хворих із виразковою хворобою шлунку.

Об’єктом дослідження була венозна кров осіб, хворих на виразкову хворобу шлунка.

Предмет дослідження – гематологічні та біохімічні показники.

Новизна роботи – вперше проводиться дослідження гематологічних та біохімічних показників у працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь» із виразковою хворобою шлунку.
Практичне значення одержаних результатів – отримані результати можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для оцінювання фізіологічного стану працівників з метою завчасної профілактики професійних захворювань та їх лікування.

Матеріал роботи був представлений на такій конференції:
 «МОЛОДА НАУКА-2019»
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1  Виразкова хвороба – поширене захворювання серед населення  
Одним з найпоширеніших захворювань шлунково-кишкового тракту є виразкова хвороба шлунку. Статистика показує, що з 1000 осіб виразкою шлунку страждають в середньому від 3 до 18 осіб.
Виразку можна класифікувати таким чином:

· виразкові ураження, що з’являються в результаті розладів гормональної та центральної нервової системи;
· ендокринні виразки;
· виразки циркуляторно-гіпоксичної природу;
· медикаментозні виразки;
· алергічні та токсичні ураження слизової оболонки шлунку;
· специфічні виразки, які проявляються при туберкульозі, сифілісі та синдромі набутого імунодефіциту.
Основними характеристиками виразкової хвороби є сильні болі, печія та блювання. У період загострення спостерігаються голодні болі, які зникають через 30-60 хвилин після прийому їжі. Ще одним частим симптомом є нічна біль, їжа швидше провокує біль, ніж зменшує її. Виразка шлунка зазвичай викликає порушення функцій спорожнення шлунку і набряк тканин, які супроводжуються здуттям живота, нудотою і блюванням після прийняття їжі. При харчовій виразці або езофагіті людині боляче під час ковтання або коли вона  приймає горизонтальне положення.
У свою чергу, якщо запустити з лікуванням хронічного гастриту, то найчастіше виникає ускладнення - виразкова хвороба шлунка. Основна ознака виразкової хвороби шлунка - утворення в стінках шлунка дефекту або виразки.
Хронічний гастрит зазвичай розглядається як первинне захворювання  на тлі якого розвивається виразкова хвороба. Він сприяє гіпо- чи ахлорогідрою, мальабсорбція В12, і зниження його концентрації в тканинах і клітинах. Окрім того, вітамін В12 у клітинах супроводжується накопиченням  гомоцистеїну в тканинах крові. 
Дослідження багатьох учених доводять відповідну  роль у механізмах виразко-утворення кислотно-пептичного фактора [6]. Суть його агресивної дії полягає в зворотній дифузії йонів Н+, у стінки шлунку в разі  їх надпорогової концентрації або порушення  бар’єрної функції покривних тканин. При цьому проникнення активних йонів  Гідрогену через порушений слизовий бар`єр, спричиняє розбалансованість виділення пептидів ВХ – системи зі збільшення концентрації гастрину та  гістаміну, які стимулюють секрецію  кислоти й пептину, та  подальшим посиленням впливу шлункового соку на слизову  оболонку шлунка [7].
Зростання продукування  пепсину у хворих із ВХ є більш  характерною ознакою, ніж гіперсекреція хлоридної кислоти. Збільшення при продукування пепсину може  бути  пов’язане  з підвищенням синтезу пептину  І та пептину ІІ. Істотне значення в механізмах виразкоутворення  відіграє протеолітичний індекс, який охоплює такі процеси,  як інтенсивність протелітазу та інтрадуоденального протеолізу альбумінів, що зумовлюється вираженим закисленням дуоденального вмісту, та підвищенням  у ньому концентрації пепсину [8].
Вважають, що пепсин не можна розглядати як первинний ушкоджу вальний агент,  оскільки він чинить свій вплив на вже попередньо змінені хлоридною кислотою епітеліальні клітини слизової оболонки, хоча й бере участь  у формуванні її наступних змін. Останнім часом зявились гіпотези, згідно з якими у шлунковому соку окрім хлоридної кислоти та пепсину містяться й інші речовини, що мають ульцерогенні властивості, - протеази. 
Гіперсекреція хлоридної кислоти при виразковій хворобі може бути наслідком підвищеного тонусу блукаючого нерва [9]. Прямими показниками тонусу блукаючого нерва може слугувати концентрація панкреатичних поліпептидів у сироватці крові, які вивільняються підшлунковою залозою під час стимуляції блукаючого нерва. Підвищений базальний рівень гастрину спостерігається у сироватці крові хворих на виразкову хворобу. Це супроводжується гіперплазією  G клітин в антральному відділі шлунка. 

У хворих на виразкову хворобу шлунку виявляють зниження концентрації фукози та N-ацетилнейрамінової  кислоти в шлунковому соку. За умов підвищення  кислото утворення у хворих на  ВХ формується  абсолютний дефіцит слизу, що зумовлює зміщення співвідношення чинників захисту агресії в бік послаблення  перших і посилення останніх [9]. Деякими дослідниками встановлено зниження базальної концентрації секретину  в плазмі крові хворих на  ВХ, у них також зменшується вивільнення  секретину у відповідь на надходження хлоридної кислоти. Ці зміни можуть  супроводжувати недостатнє продукування панкреатичних гідрокарбонатів,  і супроводжуватися порушенням нейтралізації дуоденального вмісту, зумовлюючи погіршення його агресивних властивостей. тому застосування є ефективним для профілактики стресових виразок.
Виразкова хвороба – одна з найбільш розповсюджених захворювань органів травлення. Відсутність суттєвої тенденції до зниження захворюваності, часто рецидивуючий перебіг, тяжкість ускладнення, етіологічні та патогенетичні аспекти розглядають це захворювання як актуальну проблему сучасної гастроентерології [10]. Більшість авторів розглядають це захворювання як захворювання цілісного організму, що зумовлює системне реагування на вплив «причинного» фактору, а також не виконане цим фактором ураження слизової оболонки гастродуоденальної зони. Причини виникнення дефектів травлення у гастрологічних хворих може бути порушене структури ворсинок, ультраструктури щітинкової тасьми ентероцитів, проліферативної властивості епітелію тонкої кишки, ферментативного шару, внутрішньої поверхні кишки і сорбційних властивостей клітинних мембран. В системі органів травлення виконують важливі функції ферменти. Без їх функції не могли б здійснюватись ні секреція, ні процеси полоскового, ні мембранного  харчування, ні абсорбція, ні прискорена дифузія та активний транспорт поживних речовин в кров, ні імунних відповідей [11].  

Причини виразкоутворення — погана спадковість, конституційні, пов’язані зі статтю особливості організму, вікові зміни, рефлекторна зміна на шлунок з органів черевної порожнини, гастродуоденіти, нераціональне харчування. 

Прискорюють формування виразкових дефектів в шлунку інтоксикація,  алергізація організму, ендокринні порушення, аліментарна дистрофія. 

Зазвичай виразкова хвороба виникає та прогресує при поєднанні декількох факторів, головним з яких лишається стресові та нервово-стресові напруження [8,11].
Етіологія: 

1. Генетична схильність до захворювання (високий рівень соляної кислоти, гастродуоденальна дисмоторика, підвищене утворення пепсиногенів, вроджений дефіцит антитрепсину). 

2. Нервово-емоційне напруження призводить до підвищення вироблення соляної кислоти. 

3. Зловживання алкоголем, куріння (стимулюють секрецію соляної кислоти і порушення утворення шлункового слизу, знижують резистентність слизової оболонки шлунку).

4. Наявність хронічних захворювань шлунку (гастрит є фоном для утворення виразок на слизовій оболонці при наявності агресивних факторів). 

5. Надмірне вживання гострої, кислої їжі. 

6. Незбалансований та ненормований  режим харчування.

7. Довготривалий прийом лікарських препаратів (не стероїдні протизапальні препарати можуть впливати негативно на слизову оболонку) [7,10].
Гастродуоденальні захворювання широко поширені як серед населення, так і серед робітників різних промислових галузей. Однак, встановити значення впливу на розвиток патології травної системи токсичними речовинами важко. Так, як для них характерні поліетіологічність та невелика вираженість клінічної картини, хоча відомо, що слизова оболонка шлунку (СОШ), є місцем проникнення різних ксенобіотиків, які є речовинами, що забруднюють середовище. 
1.2 Характеристика шкідливих факторів на промисловому підприємстві 

На сьогоднішній день ПАТ «Дніпроспецсталь» займає провідні позиції на ринках України, країн СНД та Європи, поставляє продукцію в більш ніж 50 країн світу. Підприємство виробляє сертифіковану металопродукцію з неіржавіючих, інструментальних, швидкорізальних, підшипникових, легованих, конструкційних марок сталі, а також з жароміцних сплавів на основі нікелю[12].

«Дніпроспецсталь» виробляє більше 800 марок сталі і сплавів і більше 1000 різних профілів прокату.

На електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь» найпоширеніші такі шкідливі речовини як, свинець (Рb), диоксид кремнію ( SiO2), оксид сірки (SO2), оксид азоту (NO2), фенол, алюмінієвий пил[13] :

Свинець (плюмбум) і його сполуки впливають на всі органи і системи організму, але особливо тяжкі зміни спостерігаються в нервовій системі. Найбільш ранньою ознакою впливу свинцю є посилення збудливості кори головного мозку. У подальшому в корі головного мозку і в підкіркових центрах розвиваються гальмівні процеси, зокрема знижуються смакові відчуття і чутливість шкіри. Сполуки плюмбуму токсичні, ГДК 0,01 мг/дм3. Накопичення Pb в організмі людини може викликати як свинцеві енцефалопатії, виродження периферичних нервів, венозний стаз, псевдомосклероз, серцева гіпертонія, цироз печінки тощо [14].

Будучи лужним нейтралізатором, диоксид кремнію при потраплянні в організм може вступати в реакцію з різними речовинами. Тому важко передбачити, які токсини або ж осади можуть утворюватися в крові, шлунковому соку, слині і т. д. З урахуванням того, що SiO2 не розчиняється у воді, частина її осідає в організмі. Саме з цієї причини в нирках, печінці та підшлунковій залозі утворюються так звані камені, які можуть викликати серйозні проблеми зі здоров'ям. Плюс до всього, у деяких вчених є припущення, що побічні продукти з іншими речовинами, що здатні викликати онкологічні захворювання [15].

Оксид сірки – токсична дія може виявлятися вже в малих концентраціях (20-30 мг/м3) і створює неприємний смак у роті, дратує слизові оболонки очей і дихальних шляхів, знижує опірність до респіраторних захворювань. При впливі на організм подразнює верхні дихальні шляхи, викликаючи запалення слизових оболонок носоглотки, бронхів. Високі концентрації оксиду сірки в повітрі викликають у людини задишку, можуть призвести до утрати свідомості. При надані першої медичної допомоги, постраждалого слід винести на свіже повітря, інгаляція киснем, промивання очей і носоглотки 2 відсотка розчином питної соди [16].
Диоксид азоту (IV). Патологічні ефекти виявляються в тому, що NO2 робить людину більш сприйнятливою до патогенів, зухвалим хворобам дихальних шляхів. У людей, що зазнали впливу високих концентрацій диоксиду азоту, частіше спостерігаються катар верхніх дихальних шляхів, бронхіти, круп і запалення легких. Крім того, диоксид азоту сам по собі може стати причиною захворювань дихальних шляхів. Попадаючи в організм людини, NO2 при контакті з вологою утворить азотисту і азотну кислоти, які роз'їдають стінки альвеол легких. При цьому стінки альвеол і кровоносних капілярів стають настільки проникними, що пропускають сироватку крові в порожнину легенів. У цій рідині розчиняється повітря, яке вдихають, утворюючи піну, що перешкоджає подальшому газообміну. Виникає набряк легенів, який часто веде до летального випадку. Тривалий вплив оксидів азоту спричиняє розширення кліток в корінцях бронхів (тонких розгалуженнях повітряних шляхів альвеол), погіршення опірності легких до бактерій, а також розширення альвеол [17].

Фенол – це хімічне органічна речовина, вуглеводень. Інші назви – карболова кислота, гідроксибензол. Він буває природного та промислового походження.

Синтетичний фенол вплив на організм людини надає негативний. Токсична дія з’єднання на органи і системи:

1) при вдиханні парів або проковтуванні уражаються слизові оболонки травного тракту, верхніх дихальних шляхів, очей;

2)  при попаданні на шкіру утворюється опік фенолом;

3)  при глибокому проникненні викликає некроз тканин; 

4) має виражену токсичну дію на внутрішні органи;

5)  при ураженні нирок викликає пієлонефрит, руйнує структуру еритроцитів, що призводить до кисневого голодування. Здатний викликати алергічний дерматит.

6) при вдиханні фенолу у великих концентраціях порушується робота мозкової діяльності, може призвести до зупинки дихання.

Механізм токсичної дії фенолів полягає в зміні структури клітини і, як наслідок, її функціонування. Найбільш сприйнятливі до отруйних речовин нейрони (нервові клітини) [18].

При вдиханні пилу алюмінію виникає фіброз легеней – алюміноз. У медицині розчинні солі алюмінію використовують як в'яжучі, припалюючі і бактерицидні засоби, наприклад рідина Бурова (розчин ацетату алюмінію). Однак біологічна роль алюмінію в організмі до кінця не вивчена [19].
1.3 Основні професійні захворювання працівників металургійних заводів 
В структурі захворюваності у галузі найбільшу питому вагу складають хвороби органів дихання (близько 56%), кістковом'язової тканини (2,9%), нервової системи, органів травлення, системи кровообігу [36]. Із професійних захворювань бронхо-легеневої системи частіше всього зустрічається пиловий бронхіт. Перебіг пилового бронхіту на підприємствах чорної металургії має певні особливості, які пов'язані насамперед із специфікою технологічного процесу.

Під час тривалого впливу теплового фактора на організм робітника можливий розвиток хронічного професійного перегріву. В основі розвитку хронічного перегріву, який розвивається в умовах виробництва, лежить вегетативна дисфункція, перебудова гемодинаміки, порушення метаболічних процесів в органах і тканинах.

Поєднаний вплив теплового фактора і токсичних речовин сприяє більш швидкому переходу функціональної патології серцево-судинної системи в органічну.

Також спостерігаються зміни з боку серцево-судинної системи. При наявності тривалого стажу роботи в контакті зі з'єднаннями фтору, формуються такі синдроми ураження серцево-судинної системи: нейроциркуляторна дистонія, артеріальна гіпертензія, міокардіодистрофія з розвитком в подальшому легеневого серця. В механізмі цих змін основне значення має вплив фтора на ліпідний обмін, а також на міокард з розвитком міокардіодистрофії і кардіосклерозу 

Новоутворення злоякісного характеру. Це пухлини печінки, шкіри, сечового міхура, лейкоз, ракові захворювання шлунка, пухлини рота та органів дихання, кісток, спричинені впливом шкідливих речовин, присутніх на робочому місці [37]. 
Професійний ризик виникнення виразкової хвороби залежить від величини експозиції хімічних та фізичних факторів виробничого середовища та терміну роботи в несприятливих умовах. За даними Ковальчук Т.А. [8] у працівників гірничо-металургійного комплексу в 2 – 3 рази частіше реєструються скарги, характерні для порушень функцій шлунка та дванадцятипалої кишки, ніж у працівників інших промислових підприємств, що обумовлено дією факторів виробничого середовища, в першу чергу пилу, токсичних речовин, важкості та напруженості трудового процесу. Виразкова хвороба у 75 % працівників ГМК супроводжується хронічним атрофічним гастритом, у 91 % ( зниження місцевого клітинного імунітету, у 85 % ( високим ступенем інфікованості Helicobacter pylori та у всіх хворих ( змінами психоемоційного статусу, що потребує відповідної корекції лікування.

1.4 Дія шкідливості на показники крові у працівників промислового підприємства

Гематологічні дослідження у працівників хімічного виробництва з професійними захворюваннями шкіри показали різноспрямовані зміни, які проявлялися  як зростанням, так і зниженням кількості формених елементів у периферичній крові. У осіб з професійними гіперкератозами виявлено статистично значущі зміни показників у залежності від статевої приналежності: у чоловіків – у вигляді еозинофілії, лімфоцитозу та лейкопенії, у жінок – у вигляді лейкопенії і збільшення кількості гемоглобіну. Зазначене, обумовлено різними метаболічними змінами, що розвиваються під впливом факторів виробництва [20]. 

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження

Досліджувалися показники крові працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», хворих на виразку шлунку, середній вік яких складав 43 роки. Контрольною групою слугували особи із виразкою шлунку, які не працювали на заводі. Їх середній вік склав 42 роки. Кров брали на початку диспансеризації. 
В крові визначали гематологічні та біохімічні показники, а саме: загальну кількість еритроцитів, лейкоцитів, тромбоцитів, кількість гемоглобіну, гематокрит, ШОЕ, еритроцитарні та тромбоцитарні індекси, загальний білок, білірубін, АЛТ, АСТ, альбумін, глюкозу, креатинін, тимолову пробу, холестерин.
Дослідження проводилось під час стаціонарного лікування хворих на базі навчально-наукового медичного центру «Університетської клініки» Запорізького державного медичного університету з діагнозом: виразкова хвороба шлунку. 

2.2 Методи дослідження
2.2.1 Визначення концентрації гемоглобіну в крові цианметгемоглобіновим та фотометричним методом
Принцип методу: гемоглобін в присутності окислювача та цианід аніонів утворює у водному розчині ціан метгемоглобін, забарвлення якого пропорційне концентрації гемоглобіну в крові. Гемоглобінцианід визначається колориметрично за допомогою фотоєлектроколориметра. Цей метод дозволяє визначити всі похідні гемоглобіну за винятком сульфогемоглобіну [26].

Реактиви та обладнання:

Трансформуючий розчин (ацетонциангідрин, калій залізо-синьородистий, натрія гідрокарбонат, дистильована вода);

Стандартний розчин геміглобінцианіду,  концентрація гемоглобіна 15,4г/100 мл при розбавленні крові в 251 раз.

Фотоєлектрокалориметр.

Мірна колба місткістю 2000 мл, пробірки місткістю 20 мл.

Піпетки місткістю 0,1 та 5 мл.

Зразок для аналізу – цільна кров.

Методика визначення.

Приготування робочих розчинів:

Трансформуючий розчин. Вміст флакону з окислювальним реагентом  та ампули з ацетонціангідрином переносять в мірну колбу  місткістю 2000 мл, доводять до мітки дистильованою водою та перемішують. 

Калібрувальний розчин геміглобінціаніду придатний до використання після відкриття ампули. Перед аналізом калібрувальний розчин потрібно підігріти до кімнатної температури.

Дослідна проба. 0,02 мл крові обережно перемішують, запобігаючи утворенню піни  з 5 мл трансформуючого розчину, витримують 15 хв і фотометрують проти трансформуючого розчину. Остаточне забарвлення      стабільне протягом 2 годин після закінчення інкубації за умови  запобігання від улучення прямого сонячного світла.

Калібрувальна проба. Вимірюють оптичну щільність калібрувального розчину геміглобінціаніду проти трансформуючого розчину (оптична щільність відповідає пробі крові з концентрацією гемоглобіну 150 г/л. 

Концентрацію гемоглобіну розраховують за формулою [2.1]:

                                     С = Едосл.×150 г/л,                                                       (2.1)

        Екал.

де С- концентрація гемоглобіну у крові, г/л;

150- концентрація гемоглобіну у калібрувальному розчині, г/л;

Е досл.- оптична щільність дослідної проби, од. опт. щільності;

Е кал.– оптична щільність калібрувальної проби,од. опт. щільності.

Норма: чоловіки – 130 – 170 г/л; Жінки – 120 – 150 г/л   

2.2.2 Визначення кількості тромбоцитів в мазках крові

Принцип методу заснований на розрахунку кількості кровۥяних пластинок в пофарбованих мазках крові на 1000 еритроцитів. Кров набирають в капіляр Панченкова з етілендіамінтетраацетат натрію 6 % (трилон Б), перемішують, готують тонкі мазки; фіксують 960 спиртом; фарбують по Романовському. Підраховують кількість тромбоцитів на 1000 еритроцитів. Норма: 180 – 320 х 109 [27].
Тромбоцитарні індекси розраховували на гематологічних аналізаторах [28].

2.2.3 Визначення кількості еритроцитів за допомогою камери Горяєва 

Принцип методу. 

У визначеному об’ємі камери Горяєва під мікроскопом підраховують клітинні елементи, а потім перераховують отриманий результат на 1 мкл чи 1 л крові. Кров заздалегідь розводять пробірковим методом, який запропонував Н. М. Ніколаєв, аби зменшити кількість клітин, що перебуватимуть в одному полі зору під мікроскопом [28].

Для підрахунку еритроцитів беруть досліджують кров, розведену в 200 разів. Для цього до 4 мл  розчину натрію хлориду додають 20 мкл крові. Кінець піпетки з кров’ю витирають марлевим тампоном, кров видувають  на дно пробірки, піпетку старанно промивають у верхньому шарі рідини. Вміст пробірки перемішують. Після цього заповнюють лічильну камеру, зливають 1-2 краплі і випускають подальшу краплю на сітку. Підрахунок еритроцитів слід проводити відразу в найблищі 2-3 години після взяття крові, а при гемолітичних анеміях відразу, так як еритроцити руйнуються. Недопустимо здійснювати підрахунок на наступний день. 

Підрахунок проводять через 1 – 2 хвилини (коли еритроцити осядуть на дно камери), користуючись об'єктивом 40х і окуляром 7х, або об'єктивом 8х і окуляром 15х. Рахувати еритроцити треба в 5 великих квадратах, тобто в 80 маленьких. Щоб уникнути неточності, внаслідок не цілком рівномірного розподілу крові в камері, вибирають для підрахунку не 5 сусідніх квадратів, а просуваються по всій сітці. Кількість еритроцитів в 1 мкл визначають по формулі [2.2]:

Х= А×200×4000=А×800000  = А×10000,                        (2.2)

             80                80

де А – кількість еритроцитів в 5 великих квадратах;

200 – ступінь розведення крові;

4000 – множник, що приводить результат до об`єму 1мкл.

Для перерахунку числа еритроцитів в одиниці системи СІ – Т (тера)/л отриману цифру множать ще на 106.

Норма: чоловіки: 4,0 – 5,0 х 1012 /л;   жінки: 3,7 – 4,7 х 1012 /л.

Еритроцитарні індекси розраховували на гематологічних аналізаторах [28].

2.2.4 Підрахунок загальної кількості лейкоцитів

Уніфікованим методом являється підрахунок лейкоцитів в камері Горєва.

Принцип.

Підрахунок лейкоцитів під мікроскопом в певній кількості квадратів сітки і перерахунок на 1 мкл крові, виходячи із об’єму квадратів і розчинення крові.

Реактиви: 3% розчин оцтової кислоти, підфарбованого декількома краплинами метиленового синього .

Спеціальне устаткування.

1. Мікроскоп.

2. Лічильна камера Горяєва.

Хід визначення.

Кров, що досліджують розводять в 20 разів. Для цього в аглютинаційну пробірку наливають 0,4 мл 3% розчину оцтової кислоти та 20 мкл крові. Кров видувають на дно пробірки і ретельно перемішують. Підготовлюють лічильну камеру:протирають на сухо камеру і покривне скло, потім притирають скло до камери, таким чином, щоб по краях скла з’явилися радужні кільця. Заповняють камеру розбавленою кров’ю, перед цим струшують декілька раз вміст пробірки, потім скляною паличкою відбирають краплю розбавленої крові і підносять її до краю покривного скла і рівномірно заповнюють камеру. Камеру залишають в горизонтальному положенні 1 хвилину. Підрахування кількості лейкоцитів здійснюють у 100 великих квадратах, що не розкреслені при малому збільшені (окуляр х 10, об’єктив 8 х) [26]. Розрахунок кількості лейкоцитів проводять за формулою [2.3]:

                                   Х = В  × 250 × 20 / 100 = В × 50,                                    (2.3)

де Х – кількість лейкоцитів в 1 мкл крові;

В – кількість лейкоцитів в 100 великих квадратах;

20 – розведення крові;

250 – множник, що приводить результати до об’єму 1 мкл.

Норма: 4,0 х 109 – 9,0 х 109 /л.

2.2.5 Визначення швидкості осідання еритроцитів (ШОЕ) мікрометодом  Панченкова

Швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) — неспецифічний лабораторний показник крові, що відображає співвідношення фракцій білків плазми; зміна ШОЕ може служити непрямою ознакою поточного запального або іншого патологічного процесу. Проба ґрунтується на здатності еритроцитів в позбавленій можливості згортання крові осідати під дією гравітації. В нормі величина ШОЕ у чоловіків не перевищує 10 мм/годину, а у жінок — 15 мм/годину.

Принцип методу

Питома маса еритроцитів перевищує питому масу плазми, тому вони поволі осідають на дно пробірки. Швидкість, з якою відбувається осідання еритроцитів в основному визначається ступенем їх агрегації, тобто їх здатністю злипатися разом. Через те, що при творенні агрегатів зменшується відношення поверхні частинок до їх об'єму, опір агрегатів еритроцитів тертю виявляється менше ніж сумарний опір окремих еритроцитів; у зв'язку з цим швидкість осідання збільшується. Агрегація еритроцитів головним чином залежить від їх електричних властивостей і білкового складу плазми крові. В нормі еритроцити несуть від'ємний заряд і відштовхуються один від одного. Ступінь агрегації (а значить і ШОЕ) підвищується при збільшенні концентрації в плазмі т.з. білків гострої фази – маркерів запального процесу. В першу чергу – фібриногену, C-реактивного білка, церулоплазміну, імуноглобулінів і інших. Навпаки, ШОЕ знижується при збільшенні концентрації альбумінів. 

Реактиви: 5% розчин Натрію цитрату (розчин повинен бути прозорим, при помутнінні стає непридатним для роботи).

Спеціальне устаткування: апарат Панченкова, який складається із штатива та капілярів.

Методика визначення.

Визначення ШОЕ проводять методом Панченкова (в піпетці). У градуйований на 100 ділень капіляр Панченкова набирають до мітки «Р» 5%-ий розчин цитрату натрію і переносять його на годинне скло. Потім у тому ж капіляр набирають двічі кров до мітки «К» і обидва рази видувають її на годинне скло. Співвідношення крові та цитрату складає 4:1. Кров, ретельно перемішану з цитратом натрію, знову набирають у капіляр до мітки «К». Капіляр ставлять в штатив суворо вертикально. ШОЕ враховують через 1 годину, при необхідності через 24 години і виражають у міліметрах. У методі Панченкова в якості антикоагулянта використовують цитрат натрію. У капіляр набирають 2.5 мкл цитрату і в той же капіляр добирають 7.5 мкл крові або в заздалегідь підготовані пробірки з цитратом додають 7.5 мкл крові, кров з цитратом перемішують в пробірці, знову набирають у капіляр і встановлюють у спеціальний штатив на 1 годину. ШОЕ виражають в мм за 1 годину по висоті стовпчика плазми [26].

Норма: чоловіки: 2-10 мм/год.;  жінки:  3-15 мм/год.

2.2.6 Визначення загального білка у сироватці крові
Принцип методу

Заснований на утворенні біуретового комплексу (має фіолетовий колір) пептидних зв'язків білків з двовалентними іонами міді. У методі використовують біуретовий реактив, що складається з KOH, CuSO4 і цитрату натрію. В утвореному комплексі мідь пов'язана з 4 азотами координаційними зв'язками, а з 2 киснями-електростатичними. Повноцінний комплекс утворюється лише з пептидами, що складаються більш ніж з 4 залишків. Оптичну щільність розчину (прямо пропорційну концентрації пептиду) визначають при 540-560 нм.

До переваг методу варто віднести його низьку чутливість до сторонніх речовин, невисоку похибку.

Чутливість методу — 2-10 мг/мл

Матеріалом для дослідження служить сироватка крові пацієнта без вираженого гемолізу або ліпемії. 

Метод линеїн до концентрації білка в сироватці 120 г/л, далі потрібно розведення і повторний аналіз.

Процедура аналізу

Приготувати і підписати три пробірки: 

· холоста проба

· калібрувальна проба

· дослідна проба

У пробірку з досвідченою пробірку вноситься сироватка пацієнта, в калібрувальну – розчин для калібрування з відомою концентрацією білка, в холосту пробу вносять дистильовану воду. У всі пробірки вносять біуретовий реагент в співвідношенні з сироваткою 50:1. 

Проби перемішують і інкубують протягом 30 хвилин при кімнатній температурі. Потім вимірюють оптичну щільність калібрувальної і дослідної проб проти холостий проби при 540 нм в кюветі товщиною 1 см. 

Розрахунок

Концентрацію загального білка розраховують за формулою:
С= (А 0×С калібр) /А калібр,
(2.4)
де С– концентрація загального білка в дослідній пробі, г/л;

А -оптична щільність дослідної проби;

А калібр – оптична щільність калібрувальної проби;

С калібр – концентрація загального білка в калібрувальному розчині, г/л. 

Для діагностики гіпопротеїнемії іноді корисним і інформативним виявляється визначення білка сечі. Для цього використовують більш чутливий метод, застосовний в області низьких концентрацій білка.
2.2.7 Визначення вмісту альбуміну у сироватці крові
Принцип методу.
Вимірювання альбуміну сироватки засноване на його кількісному зв'язуванні з барвником 3.3,5.5-тетрабромо-м-крезолсульфонфталеїном (бромкрезоловий зелений) в присутності детергенту. Оптична щільність комплексу альбумін-БКЗ має максимум поглинання при довжині хвилі 578 нм і прямо пропорційна концентрації альбуміну в пробі. Матеріалом для дослідження служить сироватка крові пацієнта.

Мінімально виявляється концентрація альбуміну в пробі, що визначається з прийнятним рівнем відтворюваності (CV≤10%) становить 4,5 г/л

Процедура аналізу

Приготувати і підписати три пробірки: 

· холоста проба
· калібрувальна проба
· дослідна проба

У пробірку з досвідною пробою вноситься сироватка пацієнта, в калібрувальну – розчин для калібрування з відомою концентрацією альбуміну, в холосту пробу вносять дистильовану воду. У всі пробірки вносять барвник в співвідношенні з сироваткою 100:1. 

Проби перемішують і інкубують протягом 1-5 хвилин при кімнатній температурі. Потім вимірюють оптичну щільність калібрувальної і дослідної проб проти холостий проби при 580-630 нм в кюветі товщиною 1 см. 

Розрахунок:
Концентрацію альбуміну розраховують за формулою:
Аоп.

С =                    з кал., 

Акал.
(2.5)
де: С — концентрація загального білка в аналізованій пробі, г/л;

А оп. — оптична щільність аналізованої проби;

А кал. — оптична щільність калібратора;

С кал. — вміст загального білка в калібраторі, г/л.

Нормальна кількість загального білка в сироватці крові коливається від 60 до 80 г/л. Плазма містить на 2-4 г/л більше за рахунок фібриногену, який відсутній в сироватці.
2.2.8 Визначення вмісту білірубіну в крові
Принцип методу. зв'язаний білірубін при взаємодії з діазореактивом (діазофенілсульфонова кислота) утворює рожеве фарбування, інтенсивність якого пропорційна концентрації білірубіну, що вступає в пряму реакцію. Кофеїновий реактив переводить незв'язаний білірубін в розчинний стан, завдяки чому він також реагує з діазореактивом, утворюючи рожеве фарбування. За інтенсивністю цього сумарного фарбування визначають концентрацію загального білірубіну. А концентрацію не пов'язаного білірубіну визначають як різницю між загальним і пов'язаним білірубіном.
Через 5-10 хв після додавання діазореактива колориметрують пробу на зв'язаний білірубін (при більш тривалому стоянні проби в реакцію вступає незв'язаний білірубін, що спотворює результат). Пробу на загальний білірубін колориметрують через 20 хв після додавання діазореактиву. Колориметрування проводять при зеленому світлофільтрі в кюветі товщиною 0,5 см проти контролю. Концентрацію загального і пов'язаного білірубіну визначають за калібрувальним графіком.

Нормальний вміст білірубіну в сироватці: загальний – 1,7-20,5 ммоль/л, зв'язаний – 0,86-4,3 мкмоль/л, вільний – 1,7-17,1 мкмоль/л.
2.2.9 Визначення активності аланінамінотрансферази у сироватці крові
Принцип методу: в основі методу лежить метод Райтмана-Френкеля. В результаті реакції переамінування під дією АЛТ утворюється піруват, який в лужному середовищі утворює з 2,4-динітрофенілгідразином пофарбований гідразон, що поглинає в області 500-560 нм (зелений світлофільтр). Концентрація утворився гідразону пропорційна активності АЛТ.

Реактиви:

1. Реагент 1: субстратно-буферна суміш, що містить трис-буфер 50 ммоль/л, ЕДТА 5 ммоль/л; Д, L - аланін 200 ммоль/л, α-кетоглютарат 2 ммоль/л. Перенести в мірну колбу на 50 мл і довести дистильованою водою до мітки.
2. Реагент 2: розчин 2,4-динитрофенилгидразона 1 ммоль/л.
3. Реагент 3: концентрат лужного розчину.
4. Калібратор. Розчин пірувату натрію 1 ммоль/л.

Хід визначення: В дослідну і холосту проби внести по 0,25 мл реагенту 1, витримати при 37°С протягом 5 хвилин. В дослідну пробірку внести 0,05 мл сироватки, ретельно переміщати та інкубувати протягом 30 хвилин при 37°С. Потім внести в обидві пробірки по 0,25 мл реагенту 2 і в холосту пробу 0,05 мл сироватки. Ретельно переміщати і витримати протягом 20 хвилин при кімнатній температурі. Потім внести по 2,5 мл в кожну пробірку реагенту 3. Ретельно переміщати, витримати протягом 5 хвилин при кімнатній температурі і виміряти при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр) у кюветі на 1 см проти холостої проби. Розрахунок активності ферменту в сироватці крові провести за калібрувальним графіком.

Побудова графіка: з калібратора приготувати ряд розведень: у першу пробірку долити 0,025 мл в наступні відповідно по 0,05 мл; 0,10 мл; 0,15 мл; 0,20 мл; 0,25 мл Додати води з першої по п'яту відповідно по: 0,325 мл; 0,3 мл; 0,25 мл; 0,2 мл; 0,15 мл; 0,1 мл. Додати в усі пробірки по 0,25 мл реагенту 1. Ретельно переміщати і додати 0,5 мл реагенту 2, ретельно перемішати і витримати при кімнатній температурі протягом 20 хвилин. Потім додати 5 мл реагенту 3 і залишити для розвитку забарвлення.

Активність АЛТ в першій пробірці становить : 9 Е/Л або 150 нмоль/л і в наступних відповідно: 18 Е/л, 37 Е/л, 56 Е/л, 77 Е/л, 92 Е/л або 300 нмоль/л, 617 нмоль/л, 934 нмоль/л, 1284 нмоль/л, 1534 нмоль/л.

Нормальні значення АЛТ в сироватці крові людини не більше 12 Е / л або 200 нмоль / л.
2.2.10 Визначення вмісту глюкози в крові
Принцип методу: глюкозооксидаза окислює глюкозу з утворенням перекису водню, яка під дією пероксидази окислює ортотолідин з утворенням синього хромогену.

Реактив:

1.Натрію хлорид 9 г/л (0,9 г NaСI в 100 мл води).

2. Сульфат цинку, 50 г/л: 5г сульфату цинку розчиняють у воді, об'єм доводять до 100 мл.

3. Натрій їдкий, 0,3 моль/л: готують, розчиняючи 1,2 NaOH в 100 мл води.
4. Ортотоліїдин, 1% розчин: 1г препарату розчиняють в 100 мл абсолютного спирту.
5. Ацетатний буферний розчин рН 4,8: змішують 4 частини 0,25 Н оцтової кислоти і 6 частин 0,25 Н ацетату натрію.
6. Пероксидаза хрону.
7. Робочий реактив в 80 мл ацетатного буфера розчиняють 2 мг глюкозооксидази і 1 мг пероксидази, додають 1 мл 1%-ного розчину ортотолідину, перемішують і доводять обсяг буферним розчином до 100 мл.

8. Калібрувальні розчини глюкози. Спочатку готують основний розчин з концентрацією 50 ммоль/ л, для чого 180 мг глюкози розчиняють в 20 мл бензойної кислоти. З цього розчину готують робочі калібрувальні розчини, що містять: 3 ммоль/л; 6 ммоль/л; 9 ммоль/л; 12 ммоль/л; 15 ммоль/л; 18 ммоль/л; 21 ммоль/л, для чого беруть 0,6 мл; 1,2 мл; 1,8 мл; 2,4 мл; 3,6 мл; 4,2 мл основного розчину і доводять насиченим розчином бензойної кислоти до 10 мл. Ці розчини містять глюкозу в тих же концентраціях, у яких вона буває в крові.

Хід визначення: У центрифужні пробірки вносять 1,1 мл хлориду натрію, 0,4 мл розчину сульфату цинку і 0,4 мл 0,3 М розчину NaOH, перемішують; при цьому утворюється дуже тонкий гель гідрату окису цинку, у нього випускають 0,1 мл крові або калібрувального розчину, знову перемішують і через 10 хв. центрифугують при 3000 об/хв протягом 10 хв.

До 1 мл надосадової рідини додають 3 мл робочого реактиву і обережно перемішують. Через 15 хвилин розвивається забарвлення і фотометрують в кюветах з довжиною оптичного шляху 1 см з червоним світлофільтром (625 нм) проти холостого досвіду, який ставлять одночасно з робочими пробами, але замість крові беруть фізіологічний розчин хлориду натрію. При приготуванні калібрувального графіка замість проб крові беруть 0,1 мл відповідного калібрувального розчину.

Нормальні величини натщесерце: 3,5 - 5,7 ммоль/л (60-100 мг в 100 мл).
2.2.11 Визначення тимолової проби у сироватці крові
Тимоловий реактив. В мірну колбу місткістю 500 мл налити близько 450 мл дистильованої води і, при постійному перемішуванні, піпеткою поступово долити 10 мл концентрату розчину тимолу. Носик піпетки повинен бути занурений у воду в колбі. Розчин довести дистильованою водою до мітки і перемішувати ще 10 хвилин до повного розчинення.
Робочий розчин сірчаної кислоти 0,1 моль/л. В мірну колбу місткістю 250 мл кількісно перенести вміст флакона з розчином сірчаної кислоти (2,5 моль/л), долити охолодженою до +8° С дистильованої водою до мітки і перемішувати.
Калібрувальна суспензія сульфату барію. В мірну колбу місткістю 50 мл піпеткою внести 1,5 мл розчину хлориду барію (48 ммоль/л) і довести до мітки робочим розчином сірчаної кислоти (0,1 моль/л), охолодженим точно до +10° С. Вміст колби ретельно перемішати. Калібрувальну суспензію сульфату барію готувати перед вживанням.

В пробірку внести 3 мл тимолового реактиву, долити 0,05 мл сироватки (плазми), ретельно перемішати і інкубувати протягом 30 хвилин при кімнатній температурі (+18-25° С). Безпосередньо перед виміром вміст пробірки ще раз перемішати і виміряти величину оптичної щільності проби при довжині хвилі 650 (630-690) нм в кюветі з товщиною поглинає світло шару 10 або 5 мм проти холостої проби (тимолового реактиву).

Величину інтенсивності помутніння визначають за калібрувальним графіком.
2.2.12 Визначення вмісту креатиніну у сироватці крові 
Принцип методу: креатинін реагує з пікриновою кислотою в лужному середовищі з утворенням забарвлених сполук.

Реактиви:
1. пікринова кислота, насичений розчин. В 100 мл води розчиняють 2 г пікринової кислоти при нагріванні в гарячій бані. Потім профільтрувати.
2. НСІ
3. основний калібрувальний розчин креатиніну, 10 ммоль/л: 113,1 мг креатиніну доводять до 100 мл 0,1 моль/л розчином НСІ. Для визначення креатиніну в сироватці крові робочий калібрувальний розчин отримують розведенням основного розчину водою в 100 разів; 1 мл розчину містить 0,1 ммоль креатиніну.
4. натрій їдкий, 2,5 моль/л.
Хід визначення: 2 мл сироватки крові змішують з 6 мл насиченого розчину пікринової кислоти. Через 5 хвилин пробірку поміщають на 15-20 сек в киплячу водяну баню, потім центрифугують. До 4 мл центрифугата додають 0,2 мл 2,5 моль/л розчину їдкого натру і ретельно змішують. Іноді після підлужності розчин мутніє внаслідок випадання фосфатів. В цьому випадку розчин ще раз центрифугують. Потім розчин доводять до обсягу 10 мл водою. Через 10 хв вимірюють у кюветі з товщиною шару 2 см при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр) проти холостої проби.
Холоста проба: 3 мл насиченого розчину пікринової кислоти і 0,2 мл 2,5 моль/л розчину їдкого натрію доводять до об'єму 10 мл водою.

Розрахунок проводять за калібрувальним графіком.
Побудова калібрувального графіка: У п'ять пробірок додають послідовно: 0,4 мл; 0,8 мл; 1,6 мл; 2,4 мл; 3,2 мл робочого калібрувального розчину креатиніну. В них додають по 3,0 мл пікринової кислоти і по 0,2 мл 2,5 моль/л розчину їдкого натру, доводять об'єм до 10 мл. Через 10 хв проводять вимірювання при тих же умовах, що і досвідчені проби. Концентрація креатиніну в пробах складає з першої по п'яту відповідно: 40 ммоль/л; 80 ммоль/л; 160 ммоль/л; 240 ммоль/л; 320 ммоль/л.
2.2.13 Визначення вмісту холестерину у сироватці крові 

Принцип методу. Метод заснований на тому, що холестерин в присутності оцтового ангідриду і суміші оцтової і сірчаної кислот утворює пофарбовані продукти, інтенсивність забарвлення яких визначається колориметрично.
Хід визначення. У суху пробірку (присутність слідів води заважає розвитку забарвлення) вносять 2 мл робочого реактиву (реактив відмірюють скляним циліндром) і 0,1 мл негемолізованої сироватки. Сироватку додають повільно, так щоб вона стікала по стінці пробірки. Пробірку енергійно струшують 10-12 разів і поміщають в термостат при 37˚ на 20 хв. Для приготування контрольної проби (одна-дві проби на групу) у суху пробірку відміряють 2 мл робочого реактиву. Забарвлення розчинів вимірюють на Феку проти контролю з червоним світлофільтром. Вміст холестерину в пробірках визначають за калібрувальної кривої.
Калібрувальний графік для визначення концентрації холестерину.
2.2.14 Визначення аспартат-амінотрансферази в сироватці крові

Принцип методу
Аспартат-амінотрансфераза каталізує реакцію між L-аспартат і 2-оксоглутарат, в результаті якої вони перетворюються в L-глутамат і оксалацетата. Визначення грунтується на вимірі оптичної щільності гідразонів 2-оксоглутаровой і піровиноградної кислоти в лужному середовищі. Гідразон піровиноградної кислоти, що виникає при мимовільному декарбоксилировании оксалацетата, має більш високу оптичну щільність.
Реактиви:
1. калію фосфат однозаміщений (КН2РО4).
2. калію фосфат двозаміщений (К2НРО4  3Н2О).
3. L-аспарагінова кислота або L-аспарагінової кислоти натрієва сіль.
4. фосфатне буфер 0,1 моль/л, рН 7,4: 0,16 г однозамещенного фосфату калію і 2,07 г двозамінного фосфату калію трьохводневого розчиняють в 40-160 мл води, перевіряють рН і доводять водою в мірній колбі до 100 мл. Стабільний при зберіганні в холодильнику.
5. Субстратні-буферний розчин 0,25 моль/л L-аспарагінової кислоти в 0,1 моль / л фосфатному буфері рН 7,4: 3,30 г L-аспарагінової кислоти (або 3,9 г натрієвої солі L-аспарагінової кислоти ) розчиняють в 40-50 мл 0,1 моль/л фосфатного буфера, перевіряють рН і доводять фосфатним буфером в мірній колбі до 100 мл. Якщо застосовують L-acпaрагіновую кислоту, то до навішування перед розчиненням в фосфатному буфері для встановлення рН 7,4 додають приблизно 20-26 мл 1 моль/л розчину їдкого натрію і потім перевіряють рН. Стабільний при зберіганні в холодильнику протягом місяця.
6. нікотинамідаденіндинуклеотид відновлений, динатрієва сіль, 15 ммоль / л: 16 мг НАДH  Na2 4H2O розчиняють в 1,5 мл води. Розчин стабільний протягом 2 тижнів при зберіганні в темному посуді в холодильнику. Коефіцієнт молярного поглинання не нижче 5,6 ґ 102 м2 # 8729- моль-1 при 340 нм.
7. етоглутарова кислота, 0,45 моль / л: 0,2 г - кетоглутарової кислоти розчиняють в 2,5 мл води і додають 5 моль/л розчину їдкого натрію. Якщо використовують динатрієву сіль, кетоглутарової кислоти, то 0,26 г солі розчиняють в 3 мл води, розчин стабільний протягом 2 тижнів при зберіганні в холодильнику. Кетоглутарова кислота не повинна містити домішок пірувату і малату.

8. малатдегідрогеназа з серця свині (L-малат: NAD + оксидоредуктаза). Суспензія в 50% -ому розчині гліцерину. Специфічна каталітична активність вище 17 ммоль. Домішки: АсАТ lt; 0,01%, ГлДГ lt; 0,003%, ЛДГ lt; 0,01%. Для приготування робочого розчину до 20 мкл суспензії додають 5 мл води.
9. Лактатдегідрогеназа зі скелетного м'яза кролика або свині. Суспензія в 50% -ому розчині гліцерину. Специфічна каталітична активність вище 8 ммоль / (с•л). Домішки: АсАТ lt; 0,01%, ГлДГ lt; 0,003%, АлАТ lt; 0,01%. Для приготування робочого розчину до 40 мкл суспензії додають 5 мл води. Стабільний протягом 3 місяців при зберіганні в холодильнику в добре закупореній посуді.
10. Натрій їдкий, 5 моль/л-1 моль/л.
11. Натрію хлорид, 154 ммоль/л (фізіологічний розчин).
Референтні значення: 7-18 Е/л г 0,017 або 0,12-0,31 мккат/л.
2.2.15 Визначення гематокритної величини в сироватці крові

Гематокритна величина – це відношення об’єму формених елементів крові (еритроцитів) до загального об’єму взятої на дослідження крові. Для визначення величини гематокриту застосовують методи мікроцентрифугування за Шкляром, центрифугування у градуйованих піпетках із приладу Панченкова за Й.Тодоровим та електронно-автоматичні.
Метод Тодорова. Стабілізовану кров набирають у піпетки із приладу Панченкова до мітки 0. Кінці піпеток закривають гумовим кільцем або кришкою. Піпетки центрифугують при 1500 об/хв протягом 1–1,5 год або при 3000 об/хв – півгодини. Потім визначають частину піпетки, яку займають еритроцити.
Електронно-автоматичний метод. У приладах типу “Целоскоп”, “Культер” визначення гематокритної величини відбувається одночасно з підрахунком червоних кров’яних тілець. Величина електричних імпульсів, які виникають при проходженні клітин через капіляр, прямо пропорційна їх об’єму. За допомогою спеціальної електронної апаратури сила імпульсів додається і отримана сума ділиться на загальну кількість еритроцитів. Загальний об’єм еритроцитів вираховується шляхом множення цієї цифри на їх кількість.

Гематокритну величину вираховують у процентах, за міжнародною системою (SI) – в м3/м3або в л/л. Наприклад, 45 % або 0,45 м3/м3, або 0,45 л/л.
Збільшення величини гематокриту буває при захворюваннях, що супроводжуються згущенням крові, наприклад, при діареях, поліцитемії.
Зменшення гематокритної величини спостерігають при анеміях різної етіології, гідремії.
2.2.16 Статистична обробка отриманих результатів

Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення за допомогою комп'ютерної програми SPSS [29].
Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середнє арифметичне (Х). Прямий спосіб його обчислення полягає в складанні усіх варіант (Х1 + Х2 + . . . Х N) з наступним діленням суми на число варіант сукупності [N]:


[image: image1.wmf]n

x

x

і

å

=






  (2.6)
де Σxі - сума варіант, N – число варіант у виборці. 

Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної 
[image: image2.wmf]x

x

і

-

, 
[image: image3.wmf](

)

2

x

x

і

-

, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою: 


[image: image4.wmf]1

)

(

2

-

-

=

å

n

x

x

S

s






  (2.7)
Потім знаходили величину середньої помилки (
[image: image5.wmf]x

S

), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень [2.6]: 
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Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний U-критерій Манна-Уітні, який дозволяє виявити різниці в значенні параметру між малими вибірками:
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де 
[image: image8.wmf]1

n

 кількість одиниць у першій вибірці;
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     кількість одиниць у другій вибірці; 
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одиниць [30].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

3.1.  Гематологічні показники у осіб, хворих на виразкову хворобу шлунку


Результати визначення гематологічних показників крові у чоловіків, хворих на виразкову хворобу шлунку представлені в табл. 3.1.
Таблиця 3.1 – Гематологічні показники крові у осіб, хворих на виразкову хворобу шлунку

	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Еритроцити ×1012/л

(N – 4,3-5,4)
	1
	43
	4,895
	0,680
	0,101
	4,690
	5,099
	2,85
	6,26

	
	2
	11
	4,555
	0,848
	0,212
	4,102
	5,007
	3,06
	5,46

	Гемоглобін,Г/л

(N – 140-160)
	1
	43
	149,7
	17,012
	2,536
	144,65
	154,87
	101,0
	185,0

	
	2
	11
	141,3
	19,916
	4,979
	130,76
	151,9*
	95,0
	171,0

	Гематокрит,%

(N – 36-48)
	1
	43
	37,62
	7,351
	2,217
	32,68
	42,56
	29
	54

	
	2
	11
	35,81
	4,562
	1,521
	32,30
	39,32
	30
	42

	Лейкоцити ×109/ л

(N – 4-9)
	1
	43
	5,958
	1,659
	0,479
	4,904
	7,013
	4,3
	10,1

	
	2
	11
	5,582
	1,176
	0,355
	4,792
	6,372
	4,2
	7,1


Продовження таблиці 3.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Тромбоцити ×109/л

(N – 180-320)
	1
	43
	218,77
	68,65
	10,23
	198,15
	239,40
	83
	400

	
	2
	11
	208,68
	50,71
	12,6
	181,66
	235,70
	120,0
	305

	ШОЕ, мм/год
(N – 1-10)
	1
	43
	10,49
	8,636
	1,28
	7,89
	13,08
	4
	41

	
	2
	11
	12,19
	12,74
	3,18
	5,40
	18,98
	3
	41


Примітки: 

1 – контроль – хворі на виразку шлунку, що не працюють на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь».

2 – працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», хворі на виразку шлунку.

Як показали результати досліджень, усі досліджувані показники крові були у межах норми в обох групах. 

Так, загальна кількість еритроцитів в 1 і 2 групі склала 4,89 ± 0,101 × 1012/л та 4,55 ± 0,212 × 1012/л відповідно.

Кількість гемоглобіну склала 149,7 та 141,3 г/л відповідно. При цьому верхня межа довірчого інтервалу в першій групі була вищою за фізіологічну норму. Розмах коливань у групі хворих, які не працюють на заводі «Дніпроспецсталь» був ширшим і склав 21 г/л, у працівників 1 групи – 10 г/л. 

Гематокрит у хворих обох груп склав 37,62 та 35,81 %. Розмах коливань у хворих 1 групи був ширше і склав 10 % при 7 % у другій. 

Загальна кількість лейкоцитів за середнім вмістом також відмінностей не мала, розмах коливань та довірчий інтервал були ширшими у групі хворих, не працюючих на заводі «Дніпроспецсталь».
Кількість тромбоцитів у першій групі склала 218,77 ± 10,77 × 109/л. У другій групі їх кількість була нижчою на  4,6 % і склала 208,68 ± 12,6 × 109/л. 

Середній показник ШОЕ був вищим у другій групі хворих і складав 12,19 ± 3,18 мм/год при 10,49 ± 1,28 мм/год у першій. У хворих, які не є працівниками заводу «Дніпроспецсталь», спостерігався широкий розмах коливань та довірчого інтервалу. 
Порівняння кількості працівників у групах, що мали відмінності від норми у гематологічних показниках, представлені в табл. 3.2. 
Таблиця 3.2 – Відсоток хворих на виразкову хворобу шлунку, у яких гематологічні  показники знаходяться поза референтних значень  

	Показник
	Непрацівники заводу «Дніпроспецсталь» % (n=43) 
	Працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», % (n=11)

	Еритроцити×1012/л

(N – 4,3-5,4)
	7
	9

	Гемоглобін, Г/л
(N – 140-160)
	18
	45

	Гематокрит, %

(N – 40-48)
	32
	18

	Тромбоцити, ×109/л

(N – 180-320)
	30
	36

	ШОЕ, мм/год

(N – 1-10)
	28
	9



В обох досліджуваних групах є хворі, у яких гематологічні показники виходять за межі фізіологічної норми. Найбільший відсоток осіб (45 %), у яких були відхилення від норми за кількістю гемоглобіну спостерігався у групі працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь». Також серед цих хворих найбільший відсоток був із зниженим вмістом тромбоцитів. У непрацівників заводу «Дніпроспецсталь» найбільший відсоток хворих був із зниженим гематокритом та підвищеним ШОЕ.
3.3 Еритроцитарні та тромбоцитарні індекси у осіб, хворих на виразкову хворобу шлунку

Результати визначення еритроцитарних та тромбоцитарних індексів представлені в табл. 3.3, 

Таблиця 3.3 – Еритроцитарні та тромбоцитарні індекси у осіб, хворих на виразкову хворобу шлунку

	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум



	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	MCV (середній об’єм еритроциту), фл

(N – 80-95)
	1
	4
	91,85
	25,46
	12,73
	51,33
	132,4
	65
	126

	
	2
	3
	89,60
	12,81
	7,40
	57,76
	121,4
	75
	97

	MCH (середній вміст гемоглобіну), пг (N – 27-31)
	1
	45
	29,69
	3,65
	0,544
	28,59
	30,78
	10,6
	34,0

	
	2
	16
	29,58
	2,62
	0,655
	28,18
	30,98
	23,9
	35,0

	RDW (ширина розподілу еритроцитів за об’ємом), % 
(N – 11,5-14,5)
	1
	45
	11,89
	1,41
	0,209
	11,47
	12,32
	8,7
	14,8

	
	2
	16
	12,14
	1,29
	0,323
	11,45
	12,83
	10,0
	14,7


Продовження таблиці 3.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	MPV
(середній об’єм тромбоцитів)

(N – 7-10), фл
	1
	7
	8,43
	0,97
	0,369
	7,53
	9,33
	7
	10

	
	2
	2
	9,0
	0
	0
	9,00
	9,00
	9
	9

	PCT (тромбокрит)
(N – 0,108-0,282), %
	1
	45
	0,18
	0,05
	0,008
	0,164
	0,197
	0,09
	0,29

	
	2
	16
	0,196
	0,05
	0,012
	0,168
	0,223
	0,11
	0,31

	PDW (відносна ширина розподілу тромбоцитів за об'ємом)

(N – 15-17), %
	1
	45
	15,09
	2,44
	0,363
	14,36
	15,83
	11,0
	21,4

	
	2
	16
	13,59*
	1,91
	0,478
	12,57
	14,61
	10,1
	16,0


Примітки: 

1 – контроль – хворі на виразку шлунку, що не працюють на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь».

2 – працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», хворі на виразку шлунку.
* – р<0,05.
Середній об’єм еритроциту в обох групах був у межах фізіологічної норми і складав 91,85 ± 12,73 та 89,6 ± 7,4 фл відповідно.

Середній вміст гемоглобіну також не відрізнявся. Проте розмах коливань був ширшим у групі хворих, що працювали на заводі «Дніпроспецсталь»
Ширина розподілу еритроцитів за об’ємом та середній об’єм тромбоцитів відмінностей у групах не мали.

Тромбокрит – частка об'єму цільної крові, яку займають тромбоцити – в 1 групи склав 0,181 ± 0,008, а в другій був на 8 % вищий. Довірчий інтервал був ширшим у групі хворих, не працюючих на заводі «Дніпроспецсталь».
Відносна ширина розподілу тромбоцитів за об'ємом нижче норми в групі хворих, які не працюють на заводі і складає 13,59 ± 0,478 % при 15,096 ± 0,363 % у першій групі.

Порівняння кількості працівників у групах, що мали відмінності від норми, представлені в табл. 3.4. 
Таблиця 3.4 – Відсоток хворих на виразку шлунку, у яких еритроцитарні та тромбоцитарні індекси знаходяться поза референтних значень  

	Показник
	Непрацівники заводу «Дніпроспецсталь», % (n=43)  
	Працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», % (n=11)  

	1
	2
	3

	MCV (середній об’єм еритроциту), фл

(N – 80-95)
	2,3
	27

	MCH (середній вміст гемоглобіну), пг

(N – 27-31)
	42
	45

	RDW (ширина розподілу еритроцитів за об’ємом), % 
(N – 11,5-14,5)
	28
	18


Продовження таблиці 3.4

	1
	2
	3

	MPV (середній об’єм тромбоцитів)

(N – 7-10), фл
	0
	0

	PCT (тромбокрит)
(N – 0,108-0,282), %
	14
	0

	PDW (відносна ширина розподілу тромбоцитів за об'ємом)

(N – 15-17), %
	58
	45


Найбільші зміни в еритроцитарних та тромбоцитарних індексах спостерігалися серед непрацівників заводу «Дніпроспецсталь». Так, у 28 % хворих ширина розподілу еритроцитів за об’ємом була меншою за нижню межу фізіологічних значень, у 14 % хворих тромбокрит і у 58 % відносна ширина розподілу тромбоцитів за об'ємом виходили за межі референтних значень.
Приблизно в однаковій кількості осіб – 42 та 45 % відповідно – середній вміст гемоглобіну виходив за межі фізіологічної норми. Середній об’єм еритроциту найбільше виходив за верхню межу фізіологічної норми серед хворих працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь». Їх кількість складала 27%. У непрацівників заводу «Дніпроспецсталь» кількість таких осіб складала 2,3 %.

Таким чином, не зважаючи на нормальні гематологічні показники крові, отримані в групах, кількісно менше відхилень від норми спостерігається в групі хворих, що працюють на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь», що можливо пов'язано з постійною системою організації медичних профоглядів працівників.
3.5.  Біохімічні показники у чоловіків, хворих на виразкову хворобу шлунку


Результати визначення біохімічних показників крові у чоловіків, хворих на виразкову хворобу шлунку представлені в табл. 3.5, 

Таблиця 3.5 – Біохімічні показники крові у чоловіків, хворих на виразкову хворобу шлунку

	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
	Стандартне

відхилення
	Стандартна похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Білірубін  
(N – 5-20 ), мкмоль/л
	1
	45
	14,50
	7,412
	1,104
	12,280
	16,733
	8,0
	47,0

	
	2
	16
	13,00
	1,966
	0,491
	11,952
	14,048
	8,0
	16,0

	Білок загал., г/л
(N – 65-84)
	1
	16
	75,25
	7,821
	1,955
	71,088
	79,424
	64,8
	88,0

	
	2
	2
	69,00
	1,414
	1,000
	56,294
	81,706
	68,0
	70,0

	АЛТ, Од/л
(N – до 45)
	1
	43
	33,76
	18,526
	2,825
	28,066
	39,469
	10,0
	85,0

	
	2
	5
	31,20
	14,042
	6,280
	13,764
	48,636
	14,0
	45,0

	АСТ, Од/л
(N – до 45)
	1
	32
	32,14
	15,089
	2,667
	26,704
	37,584
	14,0
	65,0

	
	2
	3
	27,00
	2,000
	1,154
	22,032
	31,968
	25,0
	29,0
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Альбумін, г/л
(N –34-44)
	1
	16
	47,53
	26,718
	6,679
	33,294
	61,768
	31,1
	146,1

	
	2
	2
	42,25
	1,626
	1,150
	27,638
	56,862
	41,1
	43,4

	Глюкоза, ммоль/л
(N – 3,3-5,5)
	1
	43
	5,144
	0,672
	0,102
	4,937
	5,351
	4,0
	6,7

	
	2
	6
	4,800
	1,332
	0,544
	3,401
	6,199
	2,5
	6,2

	Креатинін мкмоль/л

(N – 61-114 )
	1
	39
	78,64
	13,027
	2,086
	74,418
	82,86
	56,0
	102,0

	
	2
	3
	86,66
	16,041
	9,261
	46,81
	126,51
	70,0
	102,0

	Тимолова проба
(N – 0-4)
	1
	44
	1,398
	1,634
	0,246
	0,901
	1,895
	0,10
	8,50

	
	2
	5
	0,98
	0,653
	0,292
	0,168
	1,791
	0,50
	2,10

	Холестерин, ммоль/л
(N – 3,4-6,4)
	1
	29
	5,576
	1,396
	0,259
	5,045
	6,108
	3,33
	8,80

	
	2
	2
	4,510
	1,668
	1,180
	10,483
	19,503
	3,33
	5,69


Примітки: 

1 – контроль – хворі на виразку шлунку, що не працюють на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь».

2 – працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», хворі на виразку шлунку.

Як показали результати досліджень, практично усі досліджувані показники крові були у межах норми в обох групах. Проте досліджені біохімічні показники крові були вищими у групі хворих, які працювали на заводі «Дніпроспецсталь» (р > 0,05).
Так, дослідження печінкових проб показало, що загальний білірубін у  1 і 2 групі складав 14,50 ± 1,104 та 13,00 ±0,491 мкмоль/л відповідно. Активність АЛТ в обох групах не відрізнялася і складала відповідно 33,76 ± 2,825 та 31,20 ±6,28 Од/л. Активність АСТ на 19 % була недостовірно вищою у хворих, які працювали на заводі «Дніпроспецсталь». Тимолова проба на 42 % також була вищою у хворих працівників заводу «Дніпроспецсталь».
Кількість загального білка у першій групі була 75,25 ± 1,955 г/л, а у другій – на 9 % менша і складала 69,0 ±1,0 г/л. Також на 12 % вищим був у першій групі і вміст альбуміну, кількість якого складала 47,53 ± 6,679 г/л при 42,25 ± 1,15 г/л у не працівників заводу «Дніпроспецсталь». Середній показник глюкози та холестерину також був вищим у першій групі хворих. Креатинін, навпаки, був вищим у не працівників заводу «Дніпроспецсталь» вміст у яких складав  86,66 ±9,261 мкмоль/л при 78,64 ± 2,086 мкмоль/л у  групі  хворих, які працювали на заводі «Дніпроспецсталь».
Порівняння кількості працівників у групах, що мали відмінності від норми, представлені в табл. 3.6.
Таблиця 3.6 – Відсоток хворих на виразкову хворобу шлунку, у яких біохімічні показники знаходяться поза референтних значень

	Показник
	Непрацівники заводу «Дніпроспецсталь» % 
	Працівники електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», % 

	1
	2
	3

	Білірубін  

(N – 5-20 ), мкмоль/л
	9
	0

	Білок загал., г/л
(N – 65-84)
	6,6
	0

	АЛТ, Од/л
(N – до 45)
	26
	0

	АСТ, Од/л
(N – до 45)
	13
	0
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	1
	2
	3

	Тимолова проба
(N – 0-4)
	0
	0

	Альбумін, г/л
(N –34-44)
	28,5
	0

	Глюкоза, ммоль/л
(N – 3,3-5,5)
	21
	40

	Креатинін мкмоль/л

(N – 61-114 )
	2,6
	0

	Холестерин, ммоль/л
(N – 3,4-6,4)
	28,5
	0


За результатами аналізу з’ясувалося, що найбільший відсоток осіб із відхиленнями у біохімічних показниках крові був серед хворих, які не працювали на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь». Практично за всіма досліджуваними показниками були хворі, які мали підвищений вміст загального білірубіну, загального білку, альбуміну, глюкози, креатиніну, холестерину та зростання активності АЛТ і АСТ.

Серед працівників, що працювали на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь» спостерігається відхилення від норми тільки за вмістом глюкози у 40 % хворих. За всіма іншими біохімічними показниками крові хворих, у яких показники виходили за межі референтних значень, не було. 
4. ОХОРОНА ПРАЦІ
Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичні знання при виконанні дипломної роботи на тему: «Біохімічні та гематологічні  показники крові у працівників  електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь» при виразковій  хворобі шлунку». 

Експериментальна частина дипломної роботи складалася з кількох етапів: перший – засвоєння методів визначення загальної кількості еритроцитів, лейкоцитів, тромбоцитів, гемоглобіну, гематокриту, ШОЕ, еритроцитарних та тромбоцитарних індексів, загального білку, білірубін, АЛТ, АСТ, альбумін, глюкоза, креатинин, тимолова проба, холестерин, другий етап – статистичний та графічний аналіз отриманих даних за допомогою комп'ютера. При виконанні даної роботи можливі різного роду травми, такі як термічні та хімічні опіки, електротравми, потрапляння хімічних і біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи у лабораторії.
Перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці науковим керівником за інструкціями № 296 та № 199 з Охорони праці та інструкцією № 62 з Пожежної безпеки. Підтвердженням, проведення вищеперерахованих інструктажів, є підпис у  журналі реєстрації інструктажів при роботі в клінічно-діагностичній лабораторії Університетської клініки Запорізького державного медичного університету.

Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою  безпечної роботи дослідника. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря, що повинні відповідати вимогам ДСН 3.3.6.042 – 86 [50].

Дуже важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря. Концентрації небезпечних речовин в повітрі  та якість повітря в цілому повинні відповідати  ДСТУ 12.1.005-88 [51]. Температура повітря повинна бути оптимальною (18о – 20оС). Відносна вологість повітря та атмосферний тиск в лабораторії повинні відповідати  навколишньому середовищу [52].

 Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу [53]. 

Рівень виробничого шуму та вібрацій повинен відповідати  ДСН 3.3.6.037-99  та 3.3.6.039-99 відповідно [54, 55].

Особливу увагу слід приділяти створенню нормальної освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам ДБН В.2.5-28-2006 [56].

Приміщення лабораторії повинні бути обладнані водопроводом гарячої і холодної води та каналізацією відповідно до ДБН 2.5-64-2012 [57].

На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та з достатнім знайомством із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки робіт [58].

При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 Кодексу законів про працю України [59]. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, бо у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу.
При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення, зокрема мірний. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому вигляді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, тому що так можна вибити дно чи проломити стінку і поранитися. У раковину не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини. При виливанні в раковину таких речовин можливе їхнє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі відповідно до наказу № 1192 [60].
При роботі над даною темою мені довелося працювати із електроприладами. Усі мої дії підпорядковувалися вимогам ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів» [61]. З електроприладами я працювала чітко дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника у присутності лаборанта. Перед початком роботи прилади перевірялися на справність, перевірялася цілісність дротів, проводилася перевірка заземлення (занулення) приладів, для яких це передбачене інструкцією. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалася лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку. 

Дана робота ґрунтувалась на роботі з кров’ю, що передбачає потребу у дотриманні низки правил, які відповідають ДСП 9.9.5.-080-02 [63]. 

Для отримання препаратів досліджень використовувалась капілярна кров хворих з діагнозом:виразкова хвороба шлунку, що знаходилися на стаціонарному лікуванні. 
При підготовці даної роботи обробка результатів проводилась з використанням комп’ютерної техніки. 

До роботи з комп’ютером  допускаються працівники, з якими проведений вступний інструктаж та первинний інструктаж з питань охорони праці, техніки безпеки, пожежної безпеки та зроблений запис про їх проведення у спеціальному журналі інструктажів. Працівники при роботі з комп’ютером  повинні дотримуватися вимог техніки безпеки, пожежної безпеки та повинні знати прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом.

Площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. Відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах  +22... + 24 С і швидкості руху повітря не менше  0,2 м/с. 

Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах застосовують люмінесцентні лампи типу ЛБ.

В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. 

Перед початком роботи видалити пил з екрану, установити захисний екран, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню.  

Відстань від очей користувача до екрану дисплея повинна становити 50 – 70 см, кут зору 10 – 200, але не більше 400. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70 – 900. Необхідна гарна опора для спини та сідниць. Стегна розташовують паралельно підлозі або підставці.

Необхідно передбачити дотримання регламентованих перерв, активне їх проведення, регулярне заняття виробничою гімнастикою, рівномірне розподілення завдань. 

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що використовуються з великим навантаженням рекомендується 10 – 15 хв. через кожні 2 години. Кількість мікропауз (тривалість 2 хв.) повинна регулюватися індивідуально. 

Форма і зміст можуть бути різними: виконання альтернативної допоміжної роботи, що не вимагає великої напруги, проведення фізичних вправ на корекцію вимушеної пози, покращенню венозного кровообігу, часткове поновлення дефіциту активного руху. 

Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі [64].
Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту.

В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння:
вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії; ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01 м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу. До них обов’язково необхідно забезпечити вільний доступ. Загоряння у приміщенні  слід відразу ліквідувати. 

У разі виникнення пожежі необхідно: повідомити пожежну охорону;  вжити заходів щодо евакуації людей з приміщення; вимкнути електромережу.

Легкозаймисті та горючі рідини і електропроводку необхідно гасити піском, вогнетривким покривалом, порошковими вогнегасниками; знеструмлену електропроводку можна гасити водою або будь-якими наявними вогнегасниками. Загоряння у витяжній шафі ліквідується вогнегасниками після вимкнення вентилятора.  

  Перша допомога починається з того, що потерпілого необхідно винести на свіже повітря. Якщо є кисневий апарат або балон з киснем, то потрібно забезпечити потерпілому дихання чистим киснем. 

  Якщо він не дихає самостійно, починають штучне дихання, у разі зупинки кровообігу і непрямий масаж серця. Але головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення [65, 66].

Під час проведення дослідження трапляються нещасні випадки. Це передусім пов’язано з недотриманням правил техніки безпеки при використанні реактивів для визначення біохімічних показників, при використанні апаратів і при роботі з комп’ютером.

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні даної роботи, відносяться термічні і хімічні опіки,  електротравми,  потрапляння  біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення ядухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками. Тому важливим є знання долікарняної допомогу при цих випадках, щоб зарадити їм і їхнім наслідкам.

Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. 

Надання першої медичної допомоги потерпілому у разі електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. Для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. При відсутності ознак життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів. Якщо дії виявилися успішними і потерпілий прийшов до тями, потрібно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на „мітки струму”, які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню.
Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках заключається в швидкому припинені дії високої температури. Для цього потрібно відразу після евакуації потерпілого із зони ураження облити місце опіку холодною водою. 

  Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю          і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінний одяг.

Після зняття одягу шкіра навколо опіку обережно очищається теплою водою з милом, чистим бензином або спиртом, а уражені ділянки шкіри оброблюють аерозольним засобом проти опіків (пантенол), потім накладають асептичну пов’язку, змочену розчином марганцівки. Для знеболювання дають 1 – 2  таблетки кетанолу, а пов’язку змочують розчином місцевого анастетику. Самостійно розкривати чи зрізати пухирі не можна. Після цього потерпілого необхідно доставити в опікове відділення.

Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів сильних кислот (соляної, азотної, сірчаної), лугів і солей деяких важких металів. У разі виникнення такої ситуації потрібно, по-перше, одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видалити, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавицях. По-друге, уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води протягом 10 – 15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½ - 1 години. По-третє, обмив уражену ділянку шкіри, приступають до нейтралізації : при опіках кислотою використовують 4%-ний розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [67, 68].

  При роботі з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно інструкції z0819-00 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках. 

Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дезінфікуючим розчином може бути 0,5%  р-н хлорантоіну, 0,5% р-н дезактину, 0,05% р-н бактоліну. 

  Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку одним із дезінфіктантів – це може бути 700 спирт, 3 % розчин перекису водню, 5 % розчин йоду. Потім промивають шкіру двократно під проточною водою з милом, сушать стерильним рушником і знову обробляють дезінфікатантом. 

  При потраплянні сироватки на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30 % р-ном альбуциду, якщо ж  сироватка потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 700 спиртом. Про всі випадки аварії потрібно повідомляти керівництво підприємства [69].

Таким чином, знаючи основні заходи безпеки при роботі в лабораторії і при використанні комп’ютерної техніки, я звела до мінімуму ризик появи будь-якого виду травм при проведенні біохімічних досліджень, що необхідні для виконання моєї дипломної роботи.

ВИСНОВКИ
1. Загальна кількість лейкоцитів, еритроцитів, тромбоцитів, гематокрит та вміст гемоглобіну у хворих на виразкову хворобу шлунку знаходяться у межах фізіологічної норми. Всі показники були нижчими у групі працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь», а середній показник ШОЕ в даній групі був вищим (р>0,05).
2. Еритроцитарні та тромбоцитарні індекси у осіб, хворих на виразкову хворобу шлунку, були у межах референтних значень і суттєвих відмінностей між групами не мали за винятком відносної ширини розподілу тромбоцитів за об'ємом, показник якої у хворих працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь» був на 11 % достовірно меншим, ніж у групі хворих, що не є працівниками заводу «Дніпроспецсталь» (р < 0,05). 

3. Найбільший відсоток осіб (45 %), у яких були відхилення від норми за кількістю гемоглобіну спостерігється у групі працівників електрометалургійного заводу «Дніпроспецсталь». Також серед цих хворих найбільший відсоток був із зниженим вмістом тромбоцитів – 36 %. У непрацівників заводу «Дніпроспецсталь» найбільший відсоток хворих був із зниженим гематокритом – 32 % та підвищеним ШОЕ – 28 %.
4. Найбільший відсоток осіб, що мали відхилення від норми у еритроцитарних та тромбоцитарних індексах, спостерігається у хворих, що не працювали на електрометалургійного заводі «Дніпроспецсталь»: у 28 % хворих знижувалась ширина розподілу еритроцитів за об’ємом, у 14 % знижувався тромбокрит та у 58 % знижувалася відносна ширина розподілу тромбоцитів за об'ємом. 

5. Найбільший відсоток осіб, що мали відхилення від норми у біохімічних показниках крові, спостерігається серед хворих, що не працювали на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь». Серед працівників, що працювали на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь» спостерігається відхилення від норми тільки за вмістом глюкози у 40 % хворих. 
6. Не зважаючи на нормальні гематологічні показники крові, отримані в групах, кількісно менше відхилень від норми спостерігається в групі хворих, що працюють на електрометалургійному заводі «Дніпроспецсталь», що можливо пов'язано з постійною системою організації медичних профоглядів працівників
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦЇЇ

1. Отримані результати можуть бути використані терапевтичними медичними закладами для оцінювання фізіологічного стану працівників з метою завчасної профілактики професійних захворювань та їх лікування.
2. Отримані результати кваліфікаційної роботи можна використовувати в курсах «Клінічної біохімії» та «Методах лабораторної (клінічної) імунології».
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