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1. Цель исследования
Настоящая стандартизованная технология, в соответствии с положениями системы менеджмента качества в медицинской лаборатории (ГОСТ Р ИСО 15189-2009) состоит в установлении единых правил доставки материала в лабораторию; требований к качеству образцов крови; порядка выполнения исследования; контроля качества; регистрации и оценки результатов исследования крови аланинаминотрансферазы (АлАТ) в сыворотке (плазме) крови кинетическим УФ- методом, с учетом характеристик анализатора биохимического фотометрического АБФП-КТ-01 (торговая марка микроБиАн) (далее- анализатор или прибор), в клинико-диагностических лабораториях и научно-исследовательских учреждениях. 

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 крови 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 отделении.  Врачи клинической  лабораторной диагностики консультируют клиницистов и  помогают в интерпретации результатов исследований.

Требования к знаниям и умениям специалистов должны соответствовать образовательным стандартам.
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 [2]. Должны соблюдаться правила биологической безопасности, правила сбора и удаления отходов [3], 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 должны выполнять инструкции и правила техники безопасности, изложенные в технических паспортах к применяемым в технологии анализаторам. 
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
Анализатор биохимический фотометрический АБФП-КТ– 01, торговая марка микроБиАн (далее – анализатор или прибор).

Анализатор представляет собой портативный программируемый одноволновый специализированный фотометр со сменяемым светофильтром из спектрального диапазона 340-700 нм, обеспечивающий измерение оптической плотности раствора и определение по измеренной оптической плотности концентрации исследуемого вещества в растворе с пересчетом по фактору или калибровочной кусочно-линейной кривой.
Центрифуга лабораторная
Термостат на 37С
Реактивы: сертифицированный набор реагентов для определения  аланинаминотрансферазы (АлАТ) в сыворотке (плазме) крови АЛТ-УФ-НОВО кинетическим УФ- методом. 
Расходный материал: 

Дозаторы пипеточные 1-канальные переменного объема (10-100 мкл, 100-1000 мкл)

Наконечники для дозаторов
Наборы кювет на 0,5 см
Пробирки химические
Штативы для пробирок

Перчатки медицинские

Халат медицинский

Дезинфицирующий раствор

Емкость для дезинфицирующего раствора

Характеристика методики выполнения технологии
3. Характеристика выполнения определения аланинаминотрансферазы в сыворотке (плазме) крови кинетическим УФ- методом набором реагентов АСТ-УФ-НОВО, на анализаторе биохимическом фотометрическом АБФП-КТ– 01  (торговая марка микроБиАн)
Технология определения аланинаминотрансферазы в сыворотке (плазме) крови кинетическим УФ- методом набором реагентов АЛТ-УФ-НОВО, на анализаторе биохимическом фотометрическом АБФП-КТ– 01  (торговая марка микроБиАн) включает следующие последовательные этапы:
а) доставка, прием и регистрация биологического материала;

б) приготовление аналитических проб из доставленных образцов (если этого требует технология исследования);

в) калибровка биохимического анализатора;

г) определение АлАТ на биохимическом анализаторе в соответствии с инструкцией к прибору;

д) оценка результатов определения АлАТ в сыворотке (плазме) крови;

е) оценка правильности исследования (контроль качества исследования);

ж) регистрация заключений.
 3.1. Правила взятия образцов крови
На точность и правильность результатов оказывает влияние техника взятия крови, используемые при этом инструменты (иглы, скарификаторы и др.), а также пробирки, в которые берется, а в последующем хранится и транспортируется кровь.
Материал для исследования. Свежая капиллярная или венозная кровь без антикоагулянта или с антикоагулянтом гепарином и его солями натрия или лития (для экспресс-определения) на анализаторе.  Свежая негемолизированная сыворотка или плазма крови.
Время взятия и доставки в лабораторию. При плановых исследованиях с 7 до 9 ч утра. При экстренных анализах — в любое время дня.

Подготовка пациента. Исключить прием алкоголя, физические нагрузки, прием лекарств, интерферирующих при определении активности АлАТ. Натощак, при взятии крови пациент находится в положении лежа или сидя.

Методика взятия. Кровь берется в химически чистую центрифужную пробирку или в коммерческую одноразовую пробирку под вакуумом. Для получения плазмы в качестве антикоагулянтов могут быть использованы гепарин и его соли (натрия или лития). Для определения активности АлАТ в лабораторию доставляют по возможности быстрее 1 мл крови или 0,5 мл сыворотки. На 1 определение в зависимости от метода требуется 0,02—0,1 мл сыворотки или плазмы. При получении сыворотки или плазмы после центрифугирования крови их необходимо как можно быстрее отделить от сгустка и клеток.
Достоверность и точность исследований, проводимых из венозной крови, во многом определяется техникой взятия крови. Подготовка пациента к взятию крови из вены включает несколько этапов.

Место венепункции нужно продезинфицировать марлевой салфеткой или специальной безворсовой салфеткой, смоченной 70% спиртом и подождать до полного высыхания антисептика (30-60 секунд). Не рекомендуется использовать 96о спирт, так как он дубит кожу, поры кожи закрываются, и стерилизация может быть неполной.

Не рекомендуется вытирать и обдувать место прокола, пальпировать вену после обработки. Рука пациента должна покоиться на твердой поверхности, быть вытянута и наклонена немного вниз так, чтобы плечо и предплечье образовывали прямую линию. Необходимо следить, чтобы в момент взятия крови кулак пациента был разжат. Жгут следует накладывать не более, чем на 1-2 минуты. Игла должна быть достаточно большого диаметра и иметь короткий срез, чтобы не травмировать противоположную стенку вены во избежание тромбоза. После взятия крови необходимо приложить сухую стерильную салфетку к месту венепункции, а затем наложить давящую повязку на руку или бактерицидный пластырь.
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. 

Рационально применение пробирок для взятия крови небольшого объема (4-5 мл) при соотношении диаметра и высоты пробирки 13 на 75 мм. Использование плазмы вместо сыворотки дает увеличение на 15% - 20% выхода анализируемого материала при одном и том же объеме взятой у пациента крови. 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. Вакуумная система состоит из трех основных элементов, соединяющихся между собой в процессе взятия крови: стерильной одноразовой пробирки с крышкой и  дозированным содержанием вакуума, стерильной одноразовой двусторонней иглы, закрытой с обеих сторон защитными колпачками, и одно- или многоразового иглодержателя. Пробирки, входящие в закрытую вакуумную систему, содержат различные добавки и антикоагулянты. Метод взятия крови с помощью закрытых вакуумных систем имеет ряд преимуществ, основными из которых являются обеспечение высокого качества пробы и предотвращение любого контакта с кровью пациента, а значит, обеспечение безопасности медицинского персонала и других пациентов за счет существенного снижения риска заражения гемоконтактными инфекциями.
Для обозначения содержимого пробирок с различными добавочными компонентами применяют цветное кодирование закрывающих их пробок. Добавление в пробирку ингибиторов гликолиза (фторида, йодацетата) как одних, так и в комбинации с антикоагулянтами (гепарином, ЭДТА), кодируется пробкой серого цвета.
Сыворотка получается путем центрифугирования после завершения процесса коагуляции ТРЦ и факторов свертывания (ч/з 30-45 мин)

Плазма – практически свободный от клеток супернатант, полученный после центрифугирования цельной крови, свертыванию которой препятствует добавление антикоагулянтов. Центрифугировать необходимо немедленно. 

Режим центрифугирования: 10 минут при скорости 3000 об/мин. Сыворотку (плазму) отделить сразу по окончании центрифугирования.
3.2.  Правила доставки, хранения и подготовки проб к исследованию
Для обеспечения качественного результата исследований нужно четко контролировать время и условия хранения проб до выполнения анализа.
 Свежая капиллярная или венозная кровь используется для анализа в течение 2-3 мин, гепаринизированная кровь- в течение 15 мин. АлАТ в сыворотке стабильна при комнатной температуре в течение 1 дня в капилляре с гепарином- 15 мин, закрытой пробирке- 8 ч. Хранение сыворотки или плазмы при комнатной температуре в закрытом сосуде может быть увеличено до 4 дней при 2—8°С. 

3.3.  Прием и регистрация биологического материала
 Пробирки с образцами  венозной крови доставляют в лабораторию в день взятия в штативах в специальных сумках-саквояжах для доставки биологического материала, в которых пробирки должны находиться в вертикальном положении, а при  транспортировке на удаленное расстояние  - в специальных контейнерах.  

Сотрудник лаборатории, принимающий материал, должен проверить: 

- правильность оформления направления: в бланке– направлении указываются данные обследуемого (фамилия, имя и отчество, возраст, № истории болезни или амбулаторной карты, отделение, диагноз, проводимая терапия);

- маркировку пробирок с образцами крови (на них должны быть нанесены код или фамилия больного, идентичные коду и  фамилии в бланке направления материала для исследования). Лаборант должен зарегистрировать доставленный материал, отметить количество пробирок.

    Немаркированные или неправильно маркированные образцы не пригодны для исследования и отбрасываются, о чем необходимо уведомить врача, назначившего анализ. 
3.4 Определение  аланинаминотрансферазы в сыворотке (плазме) крови  на биохимическом анализаторе.

Определение  ланинаминотрансферазы в сыворотке (плазме) крови на биохимическом  анализаторе должен проводиться в строгом соответствии с инструкцией к прибору.

При работе на биохимическом анализаторе следует:

- использовать реактивы,  зарегистрированные в установленном порядке; при смене реактивов на продукцию другого производителя следует проверить и установить калибровку прибора; 

- запускать прибор, соблюдая все стадии промывки, добиваясь  нулевых (фоновых) значений показателей по всем каналам;

- обращать внимание на сообщения прибора о вероятных систематических   ошибках;
- при  выявлении ошибки обязательно устранить причину, не   работать на неисправном приборе;

- выполнять процедуру контроля качества по соответствующей программе, с оценкой полученного результата;

- работать осмысленно, сопоставляя получаемые результаты с клинической характеристикой проб больного;

- после окончания измерений тщательно промыть анализатор;

- при остановке прибора на длительный срок обязательно   выполнить все процедуры консервации (по возможности  совместно с сервис-инженером);

- при возникновении технических проблем следует воспользоваться помощью    сервис-инженера  фирмы, имеющей лицензию на техническое обслуживание;  не доверять работу необученному персоналу.
3.5  Стандартизованная оперативная процедура

Принцип метода: контроль за скоростью реакции переаминирования осуществляют сочетанием аминотрансферазной реакции с реакцией, катализируемой соответствующей субстрату дегидрогеназой. Кетокислоты, образующиеся в аминотрансферазной реакции, определяют путем ферментативного превращения в соответствующие гидроксикислоты по изменению концентрации НАДН2 в среде инкубации.С убстраты, кофермент НАДН2 и вспомогательные ферменты МДГ и ЛДГ добавляют в среду инкубации в избытке, чтобы скорость реакции зависела только от активности АлАТ.
При определении активности АлАТ кинетическим методом требуется фотометр, позволяющий проводить измерения при длине волны 340 нм. Температуру инкубационной среды в кювете необходимо поддерживать на постоянном уровне. Запуск реакции проводят после окончания восстановления при участии НАДН2 эндогенных кетокислот, попадающих в инкубационную среду вместе с исследуемым образцом. После окончания лаг-фазы реакцию запускают добавлением субстрата-α-кетоглютаровой кислоты и контролируют изменение поглощения АА/мин.   В связи с тем, что величина поглощения инкубационной среды в начале реакции колеблется в пределах 1.3—1.5, для установки исходного поглощения реакционной смеси в пределах 0.7-0.9 в качестве контрольной пробы (blank) используют раствор бихромата калия.

Для определения активности АлАТ было предложено сочетание иных ферментативных реакций, в частности, использование в качестве индикаторного фермента глютаматдегидрогеназы (ГлДГ) и НАД качестве кофермента. Для расчета активности АлАТ используется скорость образования НАДН2, т. е. увеличение экстинкции, а не уменьшение, как в предыдущей реакции.
Состав набора реагентов АлТ-УФ-НОВО»:

- реагент 1 (Р1) – трис-HCl буфер, L- аланин,- кетоглутарат
-реагент 2 (Р2) – лиофилизат (НАДН, ЛДГ).
Концентрации компонентов в реакционной среде:

- L- аланин- 0,5 моль/л;
- НАДН- 0,2 ммоль/л;
- ЛДГ- 2000 Е/л;
- Трис-HCl буфер, рН-7,8- 0,09 моль/л;

- α- кетоглутарат- 15 ммоль/л. 
Хранение набора: Хранить при температуре 2-8оС в упаковке предприятия - изготовителя в течение всего срока действия.
Аналитические характеристики: 

- Линейность: до 280 мкмоль/л
- Коэффициент вариации: не более 5%
 - Нормальные величины АлАТ: женщины- до 31 Е/л





      мужчины- до 40 Е/л

Пробы для анализа: негемолизированная сыворотка, плазма крови.
Ход проведения исследования: 

Приготовление рабочего реагента и его стабильность: 
1 флакон Р2 растворить в содержимом 1 флакона Р1, перемешать. Рабочий реагент стабилен в течении 1 месяца при температуре 2-8С. 
	1


ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА:  Набор предназначен для проведения анализа на биохимических полуавтоматических и автоматических анализаторах, включая анализатор биохимический фотометрический АБФП-КТ– 01  (торговая марка микроБиАн) кинетическим УФ-методом.
- Длина волны: 340  нм;

- Длина оптического пути: 10 мм;

- Температура: 37оС.

Довести температуру рабочего реагента до температуры анализа. К 1000 мкл рабочего реагента добавить 100 мкл пробы, перемешать и поместить в термостатируемое кюветное отделение анализатора. Через одну минуту начать считывать оптическую плотность через равные промежутки времени в течении 1-3 минут. Количество считываний должно быть не менее трех. Рассчитать среднее изменение оптической плотности за одну минуту (∆Е/л). Если ∆Е/л превышает 0,16 (активность АлАТ более 280 Е/л), пробу разбавить в 10 раз физиологическим раствором, повторить анализ и умножить на 10.
Расчет: активность АСТ (А) в пробе в Е/л рассчитать по формуле:

А= ∆Е/мин х фактор, значение фактора -1768
Принцип работы прибора:

Лабораторные исследования на приборе основаны на определении значения оптической плотности (поглощения, абсорбции) жидкой биопробы относительно значения оптической плотности холостой пробы и последующем пересчете полученного значения оптической плотности (поглощения, абсорбции) в необходимый параметр лабораторного теста в соответствии с методикой медицинского лабораторного исследования.

Лабораторные исследования на приборе могут быть проведены как в ручном режиме, так и с использованием встроенных программ.
Работа с использованием встроенных программ

Перед измерениями подготавливаются пробирки с реактивом. К началу определения реактив должен нагреться до 37°C. Для этого пробирки можно установить в настольный термостат.
Выполнение биохимического определения АлАТ кинетическим методом с калибровкой по фактору

Перед запуском методики на выполнение сделайте её текущей.

Выбор текущей методики. После включения прибор переходит в начальное состояние (в зависимости от модификации прибора  и его состояния  перед  последним  выключением  наименование методики может меняться):
	11) АлАТ




Строка отображает номер и название текущей методики. Прежде, чем начать исполнение или редактирование какой-либо методики, её необходимо сделать текущей. Для этого нажимайте кнопки ВЫБОР+ (увеличение номера) или ВЫБОР- (уменьшение номера) до тех пор, пока не будут отображены номер и название соответствующей методики. Следует помнить, что в памяти прибора могут присутствовать несколько методик с одинаковым названием.
Убедитесь в том, что температура в измерительной ячейке близка к 37°C. Затем нажмите кнопку ВВОД.
Принтер отпечатает следующие параметры методики:
	Тест # 11 АлАТ

КИНЕТИКА

Фильтры: 340 нм

Фактор = -1768
Задержка =   60 с; Вр. счит. =  60 с

# dA/мин Конц.

 


Внимание: возможно, что параметры этого теста были изменены после покупки прибора. В таком случае нетрудно запрограммировать тест заново  или отредактировать имеющийся тест.
Запрограммировать заново:

Перед вводом методики следует привести аппарат в начальное состояние. Какая методика при этом является текущей – безразлично. Затем нажмите кнопку МЕНЮ и на все вопросы отвечайте нажатием кнопки ОТМЕНА до тех пор, пока не будет отображён вопрос:

	Создать тест?



Нажмите кнопку ВВОД. Программа произведёт поиск пустой ячейки памяти и перейдёт к редактированию её параметров. Если все ячейки окажутся занятыми, будет выдано сообщение:
	Нет свободной ячейки памяти!



Через несколько секунд аппарат перейдёт в начальное состояние. Если свободная ячейка нашлась, то принтер распечатает параметры теста, который хранился там ранее.

Первый параметр имеет два возможных варианта:
	Вид процедуры: Конечная точка

и 
Вид процедуры: Многоточечная



Прибор со светофильтром из ряда 340 нм, 405 нм и 492 нм имеет еще один вариант параметра:
Вид процедуры: Кинетика
Первый вариант предполагает измерение по конечной точке с линейной калибровкой, второй - по конечной точке с нелинейной многоточечной калибровкой, третий – измерение в кинетике. Выбор между вариантами производится кнопками ВЫБОР+ и ВЫБОР-, переход к следующему параметру методики - кнопкой ВВОД.

В случае выбора кинетической процедуры предлагается выбрать между двумя видами измерений:
	Кинетика Многоточечная

и 
Кинетика Двухточечная



Выбор между вариантами производится кнопками ВЫБОР+ и ВЫБОР-, переход к следующему параметру методики - кнопкой ВВОД.
При выборе кинетического измерения далее будет предложено выбрать один из вариантов:
	Калибровка по стандарту

и

Калибровка по фактору



Выберите вариант, который Вам требуется при помощи кнопки ВЫБОР+ или ВЫБОР-. Нажмите кнопку ВВОД для подтверждения. В зависимости от того, какой вариант выбран, может появиться запрос:
	Стандарт 50,0 сохранить ?

или

Фактор  234 сохранить ?



Эти вопросы появляются в случае, если память параметров теста содержит значение стандарта (фактора), установленное ранее. Вы можете нажать кнопку ВВОД, если хотите сохранить прежнее значение. Чтобы ввести новое значение, нажмите кнопку ОТМЕНА. 

После перехода к процедуре ввода числа в верхней строке дисплея появится строка символов («клавиатура»):
	В 0123456789.- У Фактор:



В левой части нижней строки расположено название вводимого числа.

Символы 0-9, «.», «-» служат для формирования числа, символ «В» - для завершения ввода, «У» - для удаления самого правого символа в строке набора числа. Строка набора числа расположена с правой стороны нижней строки дисплея. Текущая позиция «клавиатуры» выделяется мигающим символом. Для перемещения текущей позиции служат кнопки ВЫБОР+ (перемещение влево) и ВЫБОР- (перемещение вправо), а также кнопка МЕНЮ для перемещения текущей позиции к символу «В».
При нажатии кнопки ВВОД происходит выполнение операции, связанной с текущим символом «клавиатуры»: ввод цифры в правую позицию набираемого числа (0-9), удаление последней цифры («У»), изменение знака числа («-»), установка десятичной точки («.»), завершение ввода с запоминанием результата («В»):
	В0123456789.- У

Фактор: -1768




Ввод цифр и десятичной точки производится последовательно, слева направо. Вводимое число может содержать не более 5 цифр (включая ведущий 0). Для изменения какой-либо ошибочно введенной цифры надо последовательно удалить все цифры от крайней правой до ошибочной, а затем повторить ввод цифр.

Если десятичная точка уже установлена, то повторная установка десятичной точки переносит ее в позицию после последней введенной цифры. Для ввода (и удаления) знака «-» вводимого числа следует использовать знак «-» на «клавиатуре».

Выход из процедуры ввода без запоминания результата производится кнопкой ОТМЕНА.

Следующий вопрос касается определения времени задержки (lag time):
	Задержка (сек)

00



Установка времени задержки производится кнопками ВЫБОР+ или ВЫБОР- с шагом 10 секунд. Максимальное время задержки – 1190 секунд. В данной методике устанавливаем 60 сек.
Далее предлагается задать время измерения (read time):
	Время измерения

(сек):
00



Установка времени измерения производится кнопками ВЫБОР+ или ВЫБОР- с шагом 10 секунд. Максимальное время измерения определяется заданным в предыдущем шаге временем задержки таким образом, чтобы сумма этих времен не превышала 1200 секунд. В данной методике устанавливаем 60 сек.
После этого производится ввод наименования теста.
В заключение Вы должны будете ввести наименование новой методики. Сначала экран будет выглядеть так:
	Имя теста 4: А



В нижней строке выведен первый символ наименования, который можно менять при помощи кнопок ВЫБОР+ и ВЫБОР-, перебирая одну за другой все литеры русского алфавита. Переход к регистру ввода латинским шрифтом или цифровых знаков производится кнопкой МЕНЮ. Выбрав нужный символ, нажмите кнопку ВВОД для перехода к подбору следующего. Удаление последнего символа производится кнопкой ОТМЕНА. Длина наименования не превышает 12 символов. Когда на экране окажется полное наименование методики, то вместо кнопки ВВОД нажмите кнопку ПЕЧАТЬ. На этом создание новой методики будет завершено и она станет текущей.
Принтер отпечатает следующие параметры методики:
	Тест # 11 АлАТ

КИНЕТИКА

Фильтры: 340 нм

Фактор = -1768

Задержка =   60 с; Вр. счит. =  60 с



Измерение:
После запуска методики: 

На дисплее Вы увидите запрос:
	Жду нулевую пробу или <ВВОД>



Если оптический ноль, установленный по воде, Вас устраивает, нажмите ВВОД. Если требуется ноль по воздуху, вставьте в ячейку пустую фотометрическую кювету. Если же ноль следует установить по реагенту – кювету с рабочим реактивом.

После появления на дисплее сообщения:
	Нулевая проба: 0.003




кювету можно извлечь. Затем по запросу
	Жду пробу 1



Возьмите из термостата фотометрическую кювету с подогретым реактивом и внесите в неё первый образец (исследуемую сыворотку). Перемешайте реакционную смесь и вставьте кювету в измерительную ячейку. О протекании процесса свидетельствуют показания нижней строки дисплея. Например,
	LT45   1.343



означает, что идёт фаза задержки (LT), до её окончания осталось 45 секунд, текущее значение абсорбции 1.343. Показания меняются через каждые 5 секунд. После начала времени считывания показания аналогичные, например:
	RT50   1.312



(идёт фаза задержки (RT), до её окончания осталось 55 секунд, текущее значение абсорбции 1.312). По завершении процесса на дисплее появится результат определения в виде:
	Проба 1 21.4



Здесь показана активность определяемого фермента. Результат отображается до тех пор, пока Вы не извлечёте кювету. Это даёт возможность записать данные вручную, если принтер не используется. Когда кювета вынута, отображается запрос на ввод следующей пробы.

Если при анализе хода реакции программа обнаруживает явление истощения субстрата, то выдача результата будет сопровождаться предупреждающим звуковым сигналом и появлением справа от результата сообщения «Истощение?». В этом случае следует полагать результат недостоверным и для получения верного результата повторить определение с предварительно разведённым в несколько раз образцом.

Аналогично, при обнаружении существенных колебаний скорости реакции на интервале считывания, на дисплей выдаётся сообщение «Помехи?». В таких случаях следует проверить, что могло вызвать эти колебания и, по возможности устранив причину, повторить определение.

Чтобы завершить работу с методикой, нажмите кнопку ОТМЕНА, когда дисплей покажет очередной запрос. Это может быть любой из запросов: «жду дистил. воду», «жду станд.» или «жду пробу».

Внимание: после пробы с номером 20 кинетический тест завершается автоматически. Если у Вас большее количество проб, следует вызвать тест на выполнение повторно.

Примерный вид распечатки:
	Тест # 11 АлАТ

КИНЕТИКА

Фильтры: 340 нм

Фактор = -1768
Задержка =   60 с; Вр. счит. =  60 с

# dA/мин Конц.





	Абс. нулевой пробы = 0.003

1
–0.013 22.8

2
–0.007 12.6

3
–0.016 28.6

4
–0.041 71.5

5
–0.018 31.8

Конец теста


В колонке «#» печатается номер пробы; в колонке «dA/мин» – скорость изменения оптической плотности в интервале считывания; «Конц.» – результат определения в единицах активности или концентрации, в зависимости от того, что является определяемым компонентом: фермент или метаболит. В свободной правой части строки при наличии признаков недостоверности определения печатается предупреждающее сообщение (отсутствие сообщения свидетельствует о достоверности результата).
Лабораторная диагностическая интерпретация результатов:
АлАТ- катализирует перенос аминогруппы с аланиновой  кислоты на α- кетоглутаровую кислоту. АлАТ преоблдает в паренхматозных органах человека человека -  печень, почки, поджелудочная железа, сердечная мускулатура, скелетная мускулатура, легкие. Печень является наиболее богатым источником АлАТ. АлАТ повышается еще в доклинический период, также при стертых и безжелтушных формах гепатита.АЛТ используют для дифф. диагностике при желтухе. Нарушение правого желудочка может вызвать некоторую недостаточность печени, что сопровождается повышением АЛТ. Длительность гиперферментемии зависит от особенности течения заболевания, этиологии, вирулентности возбудителя.  АСТ>АЛТ наблюдается при опухолях, алкогольном гепатите, циррозе. АСТ и АЛТ увеличивается с возрастом до максимальных значений (к 45 годам), после чего происходит их  постепенное снижение. У новорожденных и детей активность АЛТ в сыворотке крови выше, чем у взрослых.    
Гемолиз и особенно тромбоцитолизисе сказывается на активности  ферментов. В гемолизированной сыворотке активность АлАТ может превышать на 10 %.
Вопрос о зависимости между активностью аминотрансфераз и  массой тела окончательно не решен. Избыточной массе тела сопутствует более высокая активность аминотрансфераз, активность АлАТ при этом выше активности АсАТ.

Активность аминотрансфераз в сыворотке крови обычно не меняется при нормально протекающей беременности.

Регистрация результатов 

В бланке ответа должно быть указано:

- название лаборатории и медицинской организации; 
- информация о пациенте – ФИО, пол, возраст; 
-название биологического материала и всех исследуемых показателей –    кровь (плазма), общий билирубин; 

- дата получения пробы и, если это возможно, время получения; 
- результаты исследования с указанием единиц, в которых должны быть выражены результаты – Е/л; референтные интервалы – женщины- до 31 Е/л; мужчины- до40 Е/л; 
- фамилия и подпись сотрудника, выполнившего исследование. 

4.Контроль качества исследования на биохимических анализаторах

4.1.
 Порядок проведения контроля качества  
Комплексная система контроля  качества клинических лабораторных исследований осуществляется путем:

- установления единых требований к аналитическому качеству количественных методов; 

-  ежесерийного выполнения процедур  внутрилабораторного контроля качества с использованием контрольных материалов (оперативный контроль качества);

-  регулярного участия в программах внешней оценки качества (ГОСТ Р 53133.1―2008) [4]. 

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. 

Проводится в соответствии с инструкцией к прибору и инструкцией к используемым контрольным материалам и требованиями стандарта ГОСТ Р 53133.2―2008 [5].

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).


Принцип проведения внутреннего контроля достаточно прост:   периодически (в каждой серии) нужно проводить измерение одного и того же контрольного материала, а результаты этих измерений заносить на контрольную карту.


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).
          Для оценки качества исследований рассчитываются следующие статистические показатели:

 - среднее арифметическое  значение или средняя арифметическая (Х):

 -  предварительная оценка прецизионности (по 10 измерениям в одной 


серии) -  CV10;
 - предварительная оценка относительного смещения – В10;

 - окончательная оценка прецизионности
(по 20 измерениям) CV20;

- окончательная оценка относительного смещения В20.

В таблице  представлены рекомендуемые стандартом  ГОСТ Р 53133.1─2008 (приложение А) оперативные пределы допускаемых значений внутрилабораторных погрешностей биохимических исследований. Эти ПДЗ  вычислены как компромисс между основанными на коэффициентах биологической вариации пределами погрешностей и фактическими характеристиками точности, достигнутыми большей частью клинико-диагностических лабораторий страны по данным системы внешней оценки качества.
4.2.
Внешняя оценка качества


Участие во внешней оценке качества при работе на бохимических анализаторах является обязательным и учитывается как один из основных критериев при сертификации клинико-диагностических лабораторий любого подчинения. 
Внешняя оценка качества проводится специальными  организациями, имеющими соответствующую лицензию на проведение межлабораторной оценки качества выполнения лабораторных исследований, в том числе биохимических с использованием анализаторов.
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