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 1.  Цель исследования

Тромбоциты — форменный элемент крови диаметром 2−4 мкм, представляющий собой «осколок» цитоплазмы мегакариоцитов костного мозга. В сосудистом русле располагаются вдоль стенок сосудов, в малоподвижном слое плазмы, богатом фибриногеном. Такое краевое стояние тромбоцитов предотвращает выход эритроцитов за пределы сосудистой стенки.

Выполняют важные биологические функции в организме, участвуя в процессе гемостаза. Обладают способностью к агрегации и адгезии. Способны поддерживать спазм поврежденных сосудов, принимают участие в процессе свертывания крови. 

2. Требования к обеспечению выполнения технологии 

2.1. Требования к специалистам и вспомогательному персоналу

Перечень специалистов с высшим и средним образованием, участвующих в выполнении технологии:

· врач клинической лабораторной диагностики;

· биолог; 

· специалист со средним медицинским образованием. 

Требования к образованию специалистов.

Исследование имеют право проводить врачи  клинической лабораторной диагностики и биологи, прошедшие специализацию и повышение квалификации в установленном порядке.  Врачи должны иметь сертификат специалиста. Подготовительную работу выполняет специалист со средним медицинским образованием, имеющий соответствующий сертификат (медицинского технолога, медицинского лабораторного техника (фельдшера - лаборанта)  или лаборанта.

Работа по выполнению указанной методики в лаборатории распределяется следующим образом: 

а) персонал со средним медицинским образованием проводит: прием, регистрацию полученного биологического материала, исследование, регистрацию результата;

б) врачи клинической лабораторной диагностики  и биологи  дают заключение об отклонениях от референтных значений, оценивают возможные патологические процессы, вызвавшие отклонения от нормы, принимают решение о необходимости дополнительных исследований (повторное проведение измерения и т. п.), а также о срочном информировании врачей клинических отделений.  Врачи клинической  лабораторной диагностики консультируют клиницистов и  помогают в интерпретации результатов исследований.

Требования к знаниям и умениям специалистов, выполняющих данное исследование, должны соответствовать требованиям образовательных стандартов. 
2.2. Требования к обеспечению безопасности труда медицинского персонала 

    
Требования по безопасности труда при выполнении технологии соответствуют общим правилам безопасности при работе в клинико-диагностической лаборатории согласно ГОСТ Р 52905 – 2007. Должны соблюдаться правила биологической безопасности, правила сбора и удаления отходов, правила работы с электроприборами и реактивами, пожарной безопасности. 


Все образцы, содержащие биологический материал являются потенциальными источниками инфекции. Для соблюдения биологической безопасности выполняют следующие правила: распаковка присланного в лабораторию биологического материала проводится в индивидуальных средствах защиты (халаты, резиновые перчатки); после окончания работы проводят дезинфекцию использованных расходных материалов, рабочих мест и помещений лаборатории в резиновых перчатках. Для обеззараживания используются средства, рекомендуемые для дезинфекции.

Все сотрудники лаборатории, работающие с реактивами, должны быть обучены обращению с ними, использовать средства персональной защиты, соблюдать правила личной гигиены.

Для предупреждения пожаров необходимо соблюдать правила пожарной безопасности в соответствии с действующими нормативными документами. 

2.3. Материальные ресурсы, необходимые для выполнения технологии: приборы, средства измерения, лабораторное оборудование

1. Световой микроскоп;
2. Автоматические пипетки переменного объема;
3. Одноразовые наконечники к пипеткам;

4. Пластиковые одноразовые пробирки с крышками или вакуумные пробирки (в составе вакуумной системы) с ЭДТА;

5. Штативы для пробирок;

6. Перчатки медицинские;

7. Стекла для приготовления мазков;

8. Емкость с дезинфицирующим раствором;

9. Метиловый спирт;
10. Рабочий раствор Романовского;

11. Камера Горяева;

12. Изотонический раствор хлорида натрия.
3.  Характеристика методик выполнения технологии 

3.1. Взятие образцов биологического материала
Для исследования образец крови берут чаще всего из локтевой вены. Показания для взятия крови из пальца на клиническое исследование крови:

- при ожогах, занимающих большую площадь поверхности тела пациента;

- при наличии у пациента очень мелких вен или когда они труднодоступны;

- при выраженном ожирении пациента;

- при установленной склонности к венозному тромбозу;

- у новорожденных.

При взятии образца крови из венозного или артериального катетера, через который проводилось вливание инфузионного раствора, катетер следует предварительно промыть изотоническим солевым раствором в объеме, соответствующем объему катетера, и отбросить первые 5 мл (миллилитров) взятой из катетера крови. Недостаточное промывание катетера может привести к загрязнению образца крови препаратами, вводившимися через катетер. 

Взятие венозной крови облегчается применением вакуумных пробирок. Под влиянием вакуума кровь из вены быстро поступает в пробирку, что упрощает процедуру взятия и сокращает время наложения жгута.

3.2. Идентификация образца

В направлении на лабораторные исследования (заявке) должны быть отображены следующие данные:

- дата и время назначения;

- дата и время взятия крови;

- фамилия и инициалы пациента;

- отделение, номер истории болезни, номер палаты;

- возраст, пол;

- диагноз;

- время приема последней дозы препаратов, способных повлиять на результат анализа;

- фамилия и инициалы лечащего врача, назначившего исследование;

- перечень необходимых исследований;

- подпись специалиста, проводившего взятие крови или другого биологического материала.

3.3. Приемлемость образца

Решение о браковании образцов сыворотки/плазмы крови и невозможности включения их в исследование принимает врач, ответственный за проведение исследований, он сразу же сообщает об этом регистратору или процедурной медицинской сестре для принятия мер по получению и доставке другого образца от этого пациента.
Критерии для отказа в принятии лабораторией биоматериала на исследования:

- расхождение между данными заявки и этикетки (инициалы, дата, время и т.д.);

- отсутствие этикетки на емкости для взятия пробы (контейнере или пробирке);

- невозможность прочесть на заявке и/или этикетке паспортные данные пациента;

- отсутствие названия отделения, номера истории болезни, фамилии лечащего врача, подписи процедурной сестры, четкого перечня необходимых исследований;

- гемолиз (за исключением исследований, на которые наличие гемолиза не влияет);

- взятый материал находится в несоответствующей емкости (то есть материал взят не с тем антикоагулянтом, консервантом и др.);

- наличие сгустков в пробах;

- материал взят в вакуумные емкости с просроченным сроком годности.

3.4.  Описание хода выполнения данной стандартизованной технологии

Принцип метода. В окрашенных мазках крови подсчитывают количество тромбоцитов, встречающихся при подсчете 1000 эритроцитов. Одновременно в счетной камере Горяева определяют количество эритроцитов в 1л крови, а затем делают перерасчет количества тромбоцитов на 1 л крови.
Ход проведения исследования 
Готовятся тонкие мазки, высушиваются, фиксируются и окрашиваются по Романовскому в течение 30-40 мин. При этом тромбоциты окрашиваются в сиреневый цвет.

Высохшие мазки микроскопируют с иммерсионным объективом. Подсчет количества тромбоцитов ведут в тонких местах препарата следующим образом: в каждом поле зрения считают число эритроцитов и тромбоцитов, прередвигая мазок до тех пор, пока не будут посчитаны 1000 эритроцитов. Тромбоциты в мазках выглядят в виде фиолетовых округлых образований размером 2-4мкм с отчетливо видимой центрально расположенной зернистой частью – грануломером и более светлой периферической незернистой зоной – гиаломером.

Зная количество тромбоцитов, встретившихся при подсчете 1000 эритроцитов, и количество эритроцитов в 1л крови, производят расчет содержания тромбоцитов в 1л крови по формуле:

x = a*b/1000, где х – количество тромбоцитов в 1л, а – количество тромбоцитов на 1000 эритроцитов, в – количество эритроцитов в 1л крови.
Референтные величины содержания тромбоцитов (PLT) в крови: новорож-

дённые 1−10 сут — 99−421×109/л; старше 10 дней и взрослые — 180−320×109/л [Никушкин Е.В., Крючкова М.И., 1998].
Лабораторная диагностическая интерпретация результатов:

Повышение количества тромбоцитов в крови (тромбоцитоз) может быть первичным (результат первичной пролиферации мегакариоцитов) и вторичным, реактивным, возникающим на фоне какого-либо заболевания. Увеличение количества тромбоцитов в крови могут вызывать следующие заболевания.

■ Тромбоцитозы первичные: эссенциальная тромбоцитемия (количество тромбоцитов может возрастать до 2000−4000×109/л и более), эритремия, хронический миелолейкоз и миелофиброз.

■ Тромбоцитозы вторичные: острая ревматическая лихорадка, ревматоидный артрит, туберкулёз, цирроз печени, язвенный колит, остеомиелит, амилоидоз, острое кровотечение, карцинома, лимфогранулематоз, лимфома, состояние после спленэктомии (в течение 2 мес и более), острый гемолиз, после операций (в течение 2 нед).

Снижение количества тромбоцитов в крови менее 180×109/л (тромбоцитопения ) отмечают при угнетении мегакариоцитопоэза, нарушении продукции тромбоцитов. Тромбоцитопению могут вызывать следующие состояния и заболевания.

■ Тромбоцитопении, вызванные снижением образования тромбоцитов (недостаточность кроветворения).

❑ Приобретённые:

− идиопатическая гипоплазия гемопоэза;

− вирусные инфекции (вирусный гепатит, аденовирусы);

− интоксикации (миелодепрессивные химические вещества и препараты, некоторые антибиотики, уремия, болезни печени) и ионизирующее оизучение;

− опухолевые заболевания (острый лейкоз, метастазы рака и саркомы в красный костный мозг; миелофиброз и остеомиелосклероз);

− мегалобластные анемии (дефицит витамина В12 и фолиевой кислоты);

− ночная пароксизмальная гемоглобинурия.

❑ Наследственные:

− синдром Фанкони;

− синдром Вискотта−Олдрича;

− аномалия Мая−Хегглина;

− синдром Бернара−Сулье.

■ Тромбоцитопении, вызванные повышенной деструкцией тромбоцитов.

❑ Аутоиммунные — идиопатическая (болезнь Верльгофа) и вторичные [при системной красной волчанке (СКВ), хроническом гепатите, хроническом лимфолейкозе и др.], у новорождённых в связи с проникновением материнских аутоантител.

❑ Изоиммунные (неонатальная, посттрансфузионная).

❑ Гаптеновые (гиперчувствительность к некоторым ЛС).

❑ Связанные с вирусной инфекцией.

❑ Связанные с механическим повреждением тромбоцитов: при протезировании клапанов сердца, экстракорпоральном кровообращении;

при ночной пароксизмальной гемоглобинурии (болезнь Маркиафавы−Микели).

■ Тромбоцитопении, вызванные секвестрацией тромбоцитов: секвестрация в гемангиоме, секвестрация и разрушение в селезёнке (гиперспленизм при болезни Гоше, синдроме Фелти, саркоидозе, лимфоме, туберкулёзе селезёнки, миелопролиферативных заболеваниях со спленомегалией и др.).

■ Тромбоцитопении, вызванные повышенным потреблением тромбоцитов: синдром диссеминированного внутрисосудистого свёртывания (ДВС) крови, тромботическая тромбоцитопеническая пурпура и др.

Количество тромбоцитов в крови, при котором необходима коррекция:

■ ниже 10−15×109/л — при отсутствии других факторов риска кровотечения;

■ ниже 20×109/л — при наличии других факторов риска кровотечения;

■ ниже 50×109/л − при хирургических вмешательствах или кровотечении.
4. Регистрация результатов 

Заключения регистрируют на бумажных и электронных носителях, которые хранят в установленном порядке. На бланке ответа должно быть указано:

· название лаборатории и медицинской организации,

· информация о пациенте, достаточная для его идентификации,
· название биологического материала и всех исследуемых показателей,
· дата получения пробы,
· результаты исследования, выраженные в единицах СИ или в единицах, прослеживаемых до единиц СИ,

· биологические референтные интервалы,

· фамилия и подпись сотрудника, выполнившего исследование.

Порядок выдачи результатов должен быть определен инструкцией, утвержденной руководителем медицинской организации.
5.  Обеспечение качества выполнения технологии 

В соответствии с требованиями стандарта  ГОСТ Р ИСО 15189 —2009 «Медицинские лаборатории. Частные требования к качеству и компетентности».
5.1. Внутрилабораторный контроль качества 

Внутрилабораторный контроль качества представляет собой систему повседневного слежения за точностью получаемых на биохимическом анализаторе результатов для поддержания стабильности аналитической системы, выявления и устранения недопустимых случайных и систематических погрешностей и   заключается в сопоставлении результатов исследования проб с результатами исследования контрольного материала и измерении величины отклонения. 

Внутрилабораторный контроль качества
 должен быть:

- систематическим, повседневным, проводиться по единым правилам, т.е. анализ контрольных проб должен включаться в обычный ход работы лаборатории;

- охватывать все области измерений (норма, высокие и низкие   патологические значения);

- производиться в реальных условиях работы лаборатории (так же, как обычные пробы пациентов, т.е. тем же персоналом и в тех же условиях);

- объективным (желательно  "шифровать" контрольный материал, чтобы исполнитель не знал, где опыт, а где контроль).

Хорошо организованная система внутреннего контроля качества позволяет достаточно эффективно выявлять ошибки, связанные с:

· внешними варьирующими факторами (реактивы, калибраторы, расходные материалы); 

· внутренними варьирующими факторами (организация в лаборатории  "домашних реактивов", обучение персонала, обслуживание приборов, ведение документации, реакция персонала на возникающие проблемы).
6. Трудозатраты  на выполнение технологии 

Таблица 1 ─ Трудозатраты в УЕТ на выполнение технологии.

	Код услуги
	Вид исследования
	Трудозатраты в УЕТ

	
	
	Специалиста со средним образованием
	Врача клинической лабораторной диагностики, биолога

	2.14
	Подсчет тромбоцитов
	
	

	
	Регистрация (предварительная и окончательная: поступившего материала, паспортных данных пациентов, результатов исследований и т.д.), ручная или на компьютере.
	0,45
	

	
	Обработка крови (получение сыворотки)
	0,3
	

	
	Подсчет тромбоцитов
	
	2,0

	
	Подготовка заключения
	
	0,1


Примечание: УЕТ – условные единицы трудозатрат, 1 УЕТ равна 10 мин.
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