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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 на общий билирубин методом Йендрашика-Грофа с учетом характеристик анализатора биохимического фотометрического кинетического БиАн 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. 

В состав реактивов входит соляная кислота (едкое вещество) и нитрит натрия (вредное вещество)! При попадании их на слизистую или на кожу – промыть большим количеством проточной воды. 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:
БиАн – анализатор биохимический фотометрический кинетический (в дальнейшем – прибор). 
Центрифуга лабораторная

Реактивы: сертифицированный готовый набор реагентов для определения общего билирубина в сыворотке (плазме) крови методом Йендрашика-Грофа по конечной точке «Билирубин-Общий-Ново-А»

Расходный материал: 

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

Наконечники для дозаторов

Пробирки

Штативы для пробирок

Перчатки медицинские

Халат медицинский

Дезинфицирующий раствор

Емкость для дезинфицирующего раствора

Характеристика методики выполнения технологии
3. Характеристика выполнения определения общего билирубина  в сыворотке (плазме) крови на биохимическом анализаторе БиАн методом Йендрашика-Грофа набором реагентов Билирубин-Ново
Технология определения общего билирубина  в сыворотке (плазме) крови на биохимическом анализаторе БиАн методом Йендрашика-Грофа набором реагентов Билирубин-Ново  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 билирубина на биохимическом анализаторе в соответствии с инструкцией к прибору;

д) оценка результатов определения общего билирубина 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. Кровь из пальца или из вены. Негемолизированная. Кровь из пальца или из вены, взятая с антикоагулянтом (гепарин); сыворотка, плазма крови.
Кровь берется натощак (последний прием пищи за 12—14 ч до взятия крови), исключить физические нагрузки, прием алкоголя, прием ряда лекарств (индометацина, метилдопа, допамина, феназопиридина). Анализ проводят до выполнения контрастных (холеграфия) исследований или через неделю после них. Исключить из пищи  морковь и другие красящие продукты.

Кровь берут в чистую сухую пробирку, пробирку с антикоагулянтом (гепарином), стерильную одноразовую коммерческую вакуумную пробирку для получения сыворотки или плазмы. Пробирку закрывают пробкой. В случае получения плазмы кровь в закрытой пробирке медленно, тщательно, без пенообразования  перемешивают с антикоагулянтом. Кровь может быть взята в гепаринизированный капилляр (из пальца).  
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.
Свежую капиллярную или венозную кровь исследуют немедленно в течение 2—3 мин (НЕ ПОЗДНЕЕ!) после взятия. Гепаринизированная кровь исследуется не позднее, чем  через 2 ч после взятия. В гепаринизированном капилляре кровь хранится не более 15 мин; плазма крови, полученная с гепарином, или сыворотка хранятся не более 2 ч при температуре 4—25°С. При доставке в экспресс-лабораторию или плановую лабораторию, при транспортировании биожидкостей для определения билирубина пробирку  или контейнер с кровью (сывороткой, плазмой) плотно закрыть, защитить от воздействия электрического или дневного света и хранить в  темном месте.

Билирубин в цельной крови нестабилен. Как можно скорее следует получить сыворотку или плазму и отделить их от сгустка и форменных элементов.

В сыворотке и плазме в плотно закрытых сосудах при комнатной температуре общий билирубин стабилен 2 дня.
Примечания.

Билирубин всех фракций снижается на 30—50%, если кровь и, особенно, сыворотка или плазма, подвергаются воздействию прямого дневного света в течение 1—2 ч. 

Дезинфицирующие средства, перекиси, моющие средства, загрязняющие посуду, антикоагулянты (цитрат, оксалат), фториды мешают определению билирубина.

При использовании диазометодов гемоглобин вызывает снижение результатов вследствие конкуренции за нитрит.

Метгемоглобин при гемолизе, низкие концентрации белка ухудшают процессы диазотирования.

В колориметрических методах гемолиз завышает результаты. Метод нельзя использовать при гематокрите более 60%. 

Каротин (морковь) завышает результаты при прямых спектрометрических методах. Высокие концентрации креатинина у больных с азотемией завышают результаты.      

Липемия и высокие концентрации триглицеридов дают ложно завышенные результаты, как и большинстве биохимических тестов.

Голодание более 24—48 ч, тяжелая физическая нагрузка, прием алкоголя также вызывают повышение концентрации.

Ряд лекарств оказывает аналитическое влияние, вызывая занижение результатов для общего (амикацин, аминофеназон, 4-аминосалициловая кислота, аскорбиновая кислота, леводопа, нитрофурантоин, пиндолол, теофиллин)  билирубина или в результате фармакологического воздействия в организме (антиконвульсанты, аспирин, барбитураты, карбамазепин, циклоспорин, пенициллин, фенобарбитал, фенитоин).

 Аналитическое увеличение дают тирозин, метилдопа, метотрексат, декстран, гистидин, индикан, леводопа в высоких концентрациях, изопротеренол, липохром, нитрофурантоин.

 При лечении завышение результатов вызывают препараты, оказывающие гемолитическое, гепатотоксическое действие (некоторые антибиотики — эритромицин, линкомицин; индометацин, канамицин, жаропонижающие средства — антипирин), противогрибковые, противомалярийные препараты, анаболические стероиды, барбитураты, тиазиды, препараты, содержащие висмут, ингибиторы моноаминооксидазы, ниацин, морфин, холинэргические средства.
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 общего билирубина в сыворотки (плазме) крови на биохимическом анализаторе.

Определение общего билирубина 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 ;
- 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 кюветы;

- 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: модифицированный метод Йендрашика-Грофа определения общего билирубина основан на реакции диазотирования билирубина диазосульфаниловой кислотой в присутствии ускорителя реакции кофеина-бензоата натрия. В результате реакции образуется окрашенное соединение, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации билирубина в пробе. 
Состав набора реагентов «Билирубин-Ново (общий)»:

1.реагент 1 (Р1) – раствор кофеина-бензоата натрия и сульфаниловой кислоты, готовый к использованию
2.реагент 2 (Р2) – раствор натрия азотисто-кислого, готовый к использованию
3.Калибратор - лиофильно высушенный раствор билирубина с концентрацией в интервале 20-40 мкмоль/л. Точное значение концентрации билирубина указано на флаконе с калибратором и в аналитическом паспорте. 
Хранение набора: Хранить при температуре 2-8оС в упаковке предприятия - изготовителя в течение всего срока действия. Допускается выпадение осадка в Р1. Перед использованием флакон Р1 выдержать в горячей воде (40-50оС) до полного растворения осадка.

Стабильность реагентов: Р1 и Р2 могут храниться  в плотно закрытом виде, в темном месте, при комнатной температуре не менее 3 месяцев.
Аналитические характеристики: 

- Линейность: до 342 мкмоль/л
- Коэффициент вариации: не более 7%
- Чувствительность: не более 2 мкмоль/л

 - Нормальные величины общего билирубина: 8,5-20,5 мкмоль/л

Ход проведения исследования: 

Приготовление калибратора и его стабильность: 

	Во флакон с калибратором добавить 1 мл дистиллированной или деионизированной воды, растворить при осторожном перемешивании.  После полного растворения концентрация билирубина – 32,0  мкмоль/л.

Разведенный реагент стабилен  в течение 5 дней при 2-8°С (или не более трех недель в замороженном состоянии).  Реагент светочувствителен. Хранить в темноте.  Сухой реагент стабилен в течение года при комнатной температуре. 



ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА:  Набор предназначен для проведения анализа на любом фотометрическом оборудовании, включая биохимические  анализаторы (в том числе БиАн).
- Длина волны: 546 (520-560) нм;

- Длина оптического пути: 10 мм;

- Температура: 18-25оС.

Довести температуру реагентов до температуры анализа.

Реагент1, калибратор и анализируемые пробы не держать на свету!

	Отмерить, мкл
	Опытная проба 
	Контроль для пробы 
	Калибровочная проба
	Контрольная (холостая) проба  для калибратора.

	Р 1
	1000
	1000
	1000
	1000

	Р 2
	50
	-
	50
	-

	Проба 
	100
	100
	-
	-

	Калибратор 
	-
	-
	100
	100


Пробы перемешать, выдержать при комнатной температуре (18-25оС) 20 минут. Окраска стабильна в течение 1 часа.

Измерение экстинции опытных проб против контрольной пробы производить на биохимическом анализаторе БиАН  в кювете с толщиной поглощающего слоя  1 см при длине волны  546 нм (520 -560 нм) методика «по конечной точке»:
Включите прибор тумблером. После этого он будет готов к работе через 10 минут. Внимание: После выключения прибора, его можно включать в сеть не ранее, чем через 5 минут.
На анализаторе биохимическом БиАн мы можем использовать запрогаммированную методику определения общего билирубина в сыворотке (плазме) крови (по фактору, по стандарту, с сывороточным или реагентным контролем), или самостоятельно выполнить программирование теста.
	3.1. ВЫБОР ТЕКУЩЕЙ МЕТОДИКИ


После включения фотометра он переходит в начальное состояние:
	Яч 23.4 Тер 22.9 11) АлАТ


Верхняя строка информирует о текущей температуре в измерительной ячейке и термостате. Нижняя отображает номер и название текущей методики. Прежде, чем начать выполнение 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.
	3.3. ВЫПОЛНЕНИЕ БИОХИМИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПО КОНЕЧНОЙ ТОЧКЕ С
СЫВОРОТОЧНОЙ ХОЛОСТОЙ ПРОБОЙ


Сывороточная холостая проба представляет собой обычно реакционную смесь, содержащую биологический материал, но приготовленную на основе неполной композиции реактивов. В такой реакционной смеси специфическая цветовая реакция не развивается. Сывороточная холостая проба применяется в тестах, в которых собственная окраска сыворотки (или другого исследуемого биологического материала) может исказить результат определения.
Таким образом, при помощи сывороточной холостой пробы компенсируется собственное оптическое поглощение сыворотки.
Для определённости предлагается освоить проведение теста на примере определения общего билирубина методом Ендрашека. Соответствующий тест внесён в прибор под номером 24.
Перед запуском методики на выполнение сделайте её текущей (см. п.3.1). Затем нажмите кнопку «ВВОД». Принтер отпечатает следующие параметры методики:
Тест # 24: Билирубин об КОНЕЧНАЯ ТОЧКА СЫВОРОТОЧНАЯ ХОЛОСТАЯ ПРОБА Фильтры: 540 нм 690 нм Фактор = 234.00
# dA  Конц.


ВНИМАНИЕ! Возможно, что в Вашем приборе параметры этого теста были изменены другим пользователем после выпуска.
В таком случае вы можете воспользоваться любым другим тестом по конечной точке с сывороточной холостой пробой. Кроме того, нетрудно запрограммировать тест заново  или отредактировать имеющийся тест.
На дисплее Вы увидите запрос:
	Жду хол.пробу 1


Вставьте кювету с сывороточной холостой пробой для первого образца. По завершении считывания на дисплей будет выдана её оптическая плотность. Извлеките кювету. Затем по каждому запросу вставляйте прочие сывороточные холостые пробы.
Когда же извлечёте последнюю, нажмите на кнопку «ВВОД».
Программа перейдёт ко второму циклу измерений. На дисплее будет запрос:
	Жду пробу 1


Вставьте кювету с первым окрашенным образцом. Таким же образом проведите считывание оставшихся образцов. Программа отсчитает столько же проб, сколько было в первом цикле, и вернётся к начальному состоянию.
Примерная распечатка:
Тест # 24: Билирубин об КОНЕЧНАЯ ТОЧКА СЫВОРОТОЧНАЯ ХОЛОСТАЯ ПРОБА Фильтры: 540 нм 690 нм Фактор = 234.00
# dA1 dA2 dA  Конц.
Реактив1: Абс = 0.004 Реактив: Абс = 0.021
1 0.021 0.059 0.038  8.9

2 0.002 0.073 0.071 16.6

3 0.014 0.155 0.141 33.0

4 0.037 0.286 0.249 58.3

5 0.016 0.057 0.041  9.6

6 0.010 0.038 0.028  6.6

7 0.048 0.079 0.031  7.3

8 0.015 0.079 0.064 15.0 Конец теста

Здесь рассмотрено проведение теста с калибровкой по фактору.
При работе с калибровкой по стандарту прибор предложит Вам ответить на вопросы «Новая калибровка?» и «Кол-во дублей стандарта = 1?». Как на них отвечать, описано выше (см. п.3.2).
Сывороточная холостая проба для стандарта подаётся по запросу:
	Жду хол.стандарт Экземпляр  1


Окрашенный образец стандарта подаётся по запросу:
	Жду станд.59.0 экземпляр 1


По этим запросам следует вставлять, соответственно, сывороточные холостые пробы для стандартных образцов и для исследуемых образцов (от 1 до 99), и опытные пробы в запрашиваемой анализатором последовательности. Прерывание запроса следующих холостых проб осуществляется кнопкой «ВВОД».

По окончании всех измерений тщательно промыть кювету, выключить анализатор тумблером на задней стенке прибора.

Если концентрация билирубина в пробе превышает 342 мкмоль/л, пробу разбавить физиологическим раствором в 2 раза, анализ повторить и полученный результат умножить на 2.
Провести лабораторную диагностическую интерпретацию результатов: сопоставить результаты с референтным интервалом, с результатами предыдущих исследований.
Лабораторная диагностическая интерпретация результатов:
Накопление в крови билирубина - частый лабораторный симптом заболеваний печени, сопровождающихся холестазом. Содержание общего билирубина в сыворотке крови в норме составляет 3,4-17,1 мкмоль/л, прямого- 0,0-3,4 мкмоль /л, непрямого- 3,4-13,7 мкмоль/л. 

Возрастание уровня общего билирубина в сыворотке крови выше значения 17,1 мкм/л называется гипербилирубинемией. Это состояние может быть следствием трех основных групп заболеваний:

- болезни, связанные с повышенным образованием билирубина (в большем количестве, чем то, которое нормальная печень может экскретировать), при этом печень и желчные пути обычно не вовлечены в патологический процесс; наиболее частым заболеванием этой группы болезней выступает гемолитическая анемия, для которой характерно усиленное разрушение эритроцитов;
- болезни, связанные с повреждением клеток печени или врожденными ферментопатиями, а, следовательно, с нарушением их способности конъюгировать билирубин (болезни печени);

- болезни, связанные с нарушением оттока желчи (следовательно, снижением экскреции билирубина) вследствие закупорки желчевыводящих протоков печени (болезни желчевыводящих путей). 

Во всех этих случаях билирубин накапливается в крови и, по достижении определенных концентраций, диффундирует в ткани, окрашивая их в желтый цвет. Желтушная окраска кожи появляется тогда, когда содержание билирубина в крови превышает 30-35 мкмоль/л. Различают легкую форму желтухи - при концентрации билирубина в крови до 86 мкмоль/л, среднетяжелую- 87-159  мкмоль/л и тяжелую - свыше 160 мкмоль/л. 
В клинической практике наиболее широкое распространение получило деление желтух на гемолитические, паренхиматозные и обтурационные. Гемолитические и паренхиматозные желтухи - это неконъюгированная, а обтурационная - конъюгированная гипербилирубинемия. В некоторых случаях желтуха может быть смешанной по патогенезу. Так при длительном нарушении оттока желчи (механическая желтуха) в результате вторичного поражения паренхимы печени может нарушаться экскреция прямого билирубина в желчные капилляры и он непосредственно попадает в кровь; кроме того снижается способность печеночных клеток синтезировать билирубинглюкурониды, вследствие этого количество непрямого билирубина также увеличивается. 
Гемолитическая анемия - группа болезней, при которых анемия вызвана усиленным разрушением (гемолизом) эритроцитов. В результате усиленного гемолиза происходит интенсивное образование в ретикулоэндотелиальных клетках билирубина из гемоглобина. В то же время печень оказывается неспособной к связыванию (конъюгации) столь большого количества билирубина, что приводит к накоплению свободного билирубина в крови и тканях. Однако даже при значительном гемолизе гипербилирубинемия обычно незначительна (менее  68,4  мкмоль/л) вследствие большой способности печени в отношении конъюгирования билирубина. Гемолиз также может быть усилен при В12-дефицитных анемиях, малярии, массивных кровоизлияниях в тканях, инфаркте легких, при синдроме размозжения мягких тканей  (неконъюгированная гипербилирубинемия). 
Наиболее частой формой гемолитической желтухи и гипербилирубинемии выступает «физиологическая желтуха» у новорожденных (встречается у 60% младенцев в первые недели жизни). Причиной этой желтухи выступает ускоренный гемолиз эритроцитов и незрелое состояние печеночной системы поглощения, конъюгации и секреции билирубина. В связи с тем, что билирубин, накапливающийся в крови, находится в неконъюгированном (свободном) состоянии, когда его концентрация в крови превышает уровень насыщения альбумина (34,2-42,75  мкмоль/л), он способен преодолеть гематоэнцефалический барьер. Это может привести к гипербилирубинемической токсической энцефалопатии. В первые сутки после рождения уровень билирубина нередко увеличивается до 135 мкмоль/л, у недоношенных детей он может достигнуть величины 262 мкмоль/л. Для лечения такой желтухи эффективно стимулирование системы конъюгации билирубина фенобарбиталом. 
Гемолитическими по своему происхождению могут быть желтухи, вызванные действием лекарственных средств, усиливающих распад (гемолиз) эритроцитов (например, ацетилсалициловая кислота, тетрациклин, и др). 

Паренхимотозная желтуха - наступает деструкция гепатоцитов, нарушается экскреция прямого (конъюгированного) билирубина в желчные капилляры. И он попадает непосредственно в кровь, где содержание его значительно увеличивается. Кроме того, снижается способность клеток синтезировать билирубинглюкурониды; вследствие чего количество непрямого билирубина также увеличивается. Основными причинами паренхиматозных желтух являются острые и хронические вирусные гепатиты, циррозы печени, токсические вещества (хлороформ, четыреххлористый углерод, ацетаминофен), массивное распространение в печени раковой опухоли, альвеолярный эхинококк и множественные абсцессы печени. 
При вирусных гепатитах степень билирубинемии в какой-то мере коррелирует с тяжестью заболевания. Так, при легкой форме течения вирусного гепатита В содержание билирубина в сыворотке крови не выше 90 мкмоль/л (5мг%), при среднетяжелой - в пределах 90-170 мкмоль/л (5-10 мг%), при тяжелой - свыше 170 мкмоль/л (выше 10% мг). При развитии печеночной комы уровень билирубина может повышаться до 300 мкмоль/л. 

К паренхиматозным желтухам (неконъюгированный тип гипербилирубинемии) относится целый ряд редко встречающихся синдромов, в основе которых лежат наследственные дефекты метаболизма билирубина: 
Синдром Криглера-Найяра типа 1 (врожденная негемолитическая желтуха) - метаболитическое нарушение конъюгации билирубина. В основе синдрома лежит наследственный дефицит фермента - билирубин-UDP- глюкуронилтрансферазы. При исследовании сыворотки крови выявляют высокий уровень общего билирубина (выше 42,75 мкмоль/л) за счет непрямого (свободного). Болезнь обычно заканчивается летально в первые 15 месяцев, лишь в редком случае она может проявляется в юношеском возрасте. 

Синдром Криглера-Найяра типа 2 – редкое наследственное заболевание, обусловленное менее серьезным дефектом в системе конъюгирования билирубина. Концентрация билирубина в сыворотке крови не превышает 42,75 мкмоль/л, весь накапливающийся билирубин относится к непрямому. 

Болезнь Жильбера - заболевание, включающее гетерогенную группу нарушений, многие из которых являются следствием компенсированного гемолиза, имеются также нарушения, обусловленные снижением поглощения билирубина гепатоцитами. У таких больных снижена и активность билирубин- UDP- глюкуронилтрансферазы. Болезнь Жильбера проявляется периодическим повышением в крови общего (за счет непрямого) билирубина, редко превышающим 50 мкмоль/л (17-85 мкмоль/л); эти повышения часто бывают связаны с физическим и эмоциональным напряжением и различными заболеваниями. При этом отсутствуют изменения других показателей функции печени, нет клинических признаков печеночной патологии. Важное значение в диагностике этого синдрома имеют специальные диагностические пробы: проба с голоданием, проба с фенобарбиталом (прием фенобарбитала, индуцирующего конъюгирующие ферменты печени, вызывает снижение уровня билирубина), проба с никотиновой кислотой, которая уменьшает осмотическую резистентность эритроцитов и тем самым стимулирует гемолиз, приводит к повышению уровня билирубина. 
Нарушение утилизации билирубина в печени встречаются при сердечной недостаточности и наличии портокавального шунта. При этих состояниях билирубин в крови повышается за счет непрямого. 

Синдром  Дабина- Джонсона - хроническая идиопатическая желтуха. В основе этого аутосомно-рецессивного синдрома лежит нарушение печеночной секреции конъюгированного (прямого) билирубина в желчь (дефект АТФ-зависимой транспортной системы канальцев). В сыворотке крови длительное время определяется повышенная концентрация общего и прямого билирубина. 
Синдром Ротора - форма хронической семейной гипербилирубинемии с повышением неконъюгированной фракции билирубина. В основе синдрома лежит сочетанное нарушение механизмов глюкуронилдирования и транспорта связанного билирубина через мембрану клетки. 

Обтурационная желтуха (конъюгированнная гипербилирубинемия)- нарушает желчевыведение вследствии закупорки общего желчного протока камнем, опухолью или вследствие других причин. Нарастания давления в желчных капиллярах приводит к увеличению проницаемости или нарушению их целостности и попаданию билирубина в кровь. В связи с тем, что концентрация билирубина в желчи в 100 выше, чем в крови, и билирубин конъюгированный, в крови резко повышается концентрация прямого билирубина. Несколько повышается концентрация и непрямого билирубина. Обтурационная желтуха приводит к наиболее высокому уровню билирубина крови, величина которого иногда достигает 800-1000 мкмоль/л. 
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 – мкмоль/л; референтные интервалы – 8,5-20,5; 
- 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.
Оперативные пределы допускаемых значений

	Вид исследования
	для установочной серии внутрилабораторного контроля качества, коэффициент  вариации, %
	для результата единичного измерения, относительное смещение,  %

	Исследование уровня общего билирубина в крови
	В10
	CV10
	B20
	CV20
	B1

	
	±17 
	16 
	±15 
	15 
	±33 


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.
5.Трудозатраты  на выполнение технологии

Трудозатраты рассчитаны в условных единицах трудозатрат (УЕТ) на биохимическое исследование образца крови.
	Код

услуги
	Вид исследования
	Трудозатраты в УЕТ.

	
	
	Специалиста со средним образованием
	Врача клинической лабораторной диагностики

	
	Определение билирубина в сыворотке (плазме) крови
	
	

	4.1
4.1.1

4.1.2
	Обработка венозной крови:
- При получении сыворотки:

- При получении плазмы:
	0,3

0,3
	

	4.1.3
	Регистрация (предварительная и окончательная: поступившего материала, паспортных данных пациентов, результатов исследований и т.д.), ручная или на компьютере. 
	0,45

	

	4.15
	Определение билирубина и его фракций методам Йендрашика-Клеггорн-Грофа:

- единичное

- каждое последующее
	0,8

0,5
	

	4.32
4.32.1
	Проведение биохимических исследований на автоматических и полуавтоматических анализаторах
На полуавтоматическом анализаторе

- по конечной точке
	0,15
	00,5

	
	Оценка результата и подготовка заключения
	
	0,5


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