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1. Цель исследования
Технология «Определение глобулиновых фракций белка в ликворе»  выполняется с целью диагностики болезней, при профилактических обследованиях, для мониторинга течения болезни и эффективности лечения.

 Исследование белка в ЦСЖ имеет важное диагностика значение при заболеваниях центральной нервной системы и мозговых оболочек, таких как энцефалиты (воспаление головного мозга), менингиты (воспаление твердой мозговой оболочки), арахноидиты (воспаление паутинной оболочки), сифилис мозга, нарушения мозгового кровообращения, опухоли, травмы. 
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; порядка выполнения исследования; контроля качества; регистрации и оценки результатов определения глобулиновых фракций белка в ликворе по реакции Нонне-Апельта, в клинико-диагностических лабораториях и научно-исследовательских учреждениях. 

2. Требования к обеспечению выполнения технологии
2.1.Требования к специалистам и вспомогательному персоналу.
Врачи клинической лабораторной диагностики  или биологи должны  иметь последипломное образование и периодически проходить повышение квалификации в установленном порядке. Врачи должны иметь сертификат специалиста. Врачи или биологи выполняют микроскопическое исследование ликвора.

Специалисты со средним образованием  (медицинский технолог, медицинский лабораторный техник, фельдшер-лаборант, лаборант) должны иметь соответствующую квалификацию по диплому,  сертификат специалиста и проходить в установленном порядке повышение квалификации. Они проводят макроскопическое исследование, физические измерения, химические исследования, подготовку препарата ликвора для микроскопического исследования. 

Требования к знаниям и умениям специалистов, выполняющих данное исследование, соответствуют требованиям образовательных стандартов.
2.2.Требования к обеспечению безопасности труда медицинского персонала
Лица, отвечающие за сбор, доставку и анализ образцов ликвора, должны быть обучены правилам биологической безопасности. Все образцы биологического материала считаются потенциально инфицированными, так как нельзя знать заранее, инфицирован ли образец.

Персонал должен соблюдать общие правила техники безопасности, принятые для работы в клинико-диагностических лабораториях. Рекомендуется строго соблюдать общие предосторожности при ручной обработке образцов мочи пациентов и работе с другими материалами, используемыми при выполнении анализа. Это касается не только биологической опасности, но и работы с химическими реактивами и электроприборами. 

Для обеспечения безопасности работы в лаборатории необходимо следовать правилам стандарта  ГОСТ Р  52905 —2007 (ИСО 15190:2003)  Требования  безопасности. [1].

Потенциально опасные отходы, загрязненные остатками биологического материала, образующиеся в процессе выполнения технологии, дезинфицируют. После дезинфекции собирают в одноразовую твердую герметическую упаковку, маркируют надписью с указанием класса отходов, (например, «Опасные отходы, класс Б), кода подразделения, фамилии ответственного за сбор отходов лица, затем помещают в специальные   контейнеры, установленные в определенных местах на территории лечебного учреждения [2, 3].

Все сотрудники должны выполнять инструкции и правила техники безопасности, изложенные в технических паспортах к электрическим приборам, используемым в технологии (фотометры, микроскопы, центрифуги); персонал, работающий с реактивами, должен быть обучен 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 Условия выполнения технологии клинического лабораторного анализа мочи и функциональное назначение.
 Комплекс исследований «определение глобулиновых фракций в ликворе» выполняется в клинико-диагностических лабораториях амбулаторно-поликлинических и стационарных учреждений здравоохранения (любой формы собственности).                                       

Функциональное назначение услуги: проводится с целью диагностики болезней, наблюдения за течением и прогрессированием болезни и эффективностью лечения.
2.4.  Материальные ресурсы, необходимые для выполнения технологии:
- центрифуга лабораторная (1500-2000 об/мин). При использовании центрифуги необходимо строго следовать инструкции производителя.

- пробирки (15-100 мм);
- штатив для пробирок;
- стакан химический (200 мл);
- дозаторы пипеточные 1-канальные переменного объема (10-100 мкл, 100-5000 мкл)

- наконечники для дозаторов.
 Реактивы:
- аммоний сернокислый; 

- вода дистиллированная горячая.

Не допускается использование просроченных  реактивов хранящихся в ненадлежащем порядке.

Прочий расходуемый материал:
- Перчатки резиновые.

- Дезинфицирующие средства.
3. Характеристика выполнения определение глобулиновых фракций белка в ликворе по реакции Нонне-Апельта0432
Технология определения глобулиновых фракций белка в ликворе по реакции Нонне-Апельта включает следующие последовательные этапы:
а) взятие, доставка, прием и регистрация биологического материала;

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

в) определение  глобулиновых фракций белка в ликворе по реакции Нонне-Апельта;

д) оценка результатов определения глобулиновых фракций белка в ликворе;

е) оценка правильности исследования (контроль качества исследования);

ж) регистрация заключений.
 3.1. Правила взятия о образцов ЦСЖ, условия хранения, доставки и регистрации (преаналитический этап).
Преаналитический этап проводится в лечебном отделении и после доставки биоматериала в лабораторию – в самой лаборатории. Врачами-клиницистами составляются заявки на исследования. В заявке должны быть указаны ФИО пациента, пол, возраст или год рождения, отмечен способ получения биоматериала, время сбора ЦСЖ, обязательно должен быть указан клинический диагноз, хотя бы на уровне диагностического предположения  и влияющие на анализ лекарственные препараты. Отсутствие в заказе диагноза или принимаемых пациентом лекарств, влияющих на результаты, может привести к неправильной трактовке полученных результатов и ошибке в постановке диагноза. Средний медицинский персонал отделения отвечает за подготовку пациента, хранение образца в течение строго определенного времени после сбора  и доставку образца ЦСЖ в лабораторию. В лаборатории для медицинского персонала клинических отделений должны быть составлены письменные инструкции по сбору, условиям хранения и транспортировки образцов ЦСЖ. 
Для получения ликвора чаще всего используют люмбальную, субокципитальную и вентрикулярную пункцию. 
Для получения спинно-мозговой жидкости производится люмбальная пункция. Прежде чем начать собирать жидкость  для лабораторных исследований, измеряют ее давление. Оно должно быть в пределах 90-180 мм.вод.ст. Задержка дыхания, давление на живот, пороки сердца, воспаления оболочек мозга, закупорка внутричерепных венозных синусов, повреждение мозга, его отек могут вызвать повышение внутричерепного давления до уровня свыше 180 мм.вод.ст. Сначала берут 1-2 мл СМЖ. Заметное снижение давления в этом случае говорит о наличии мозжечковых грыж или компрессии спинного мозга. В таких случаях сбор жидкости прекращают. 
Больные с частичным или полным блоком спинномозгового канала могут иметь низкое ликворное давление (менее 80 мм.вод.ст.), которое может упасть до нуля при взятии только 1 мл СМЖ. В этом случае ее сбор также прекращают. Если давление нормальное или заметно не меняется при взятии 1-2 мл жидкости, то ее можно брать еще. 

Необходимо первые 5 капель ликвора удалить, что позволяет освободиться от примеси "путевой" крови, попадающей в первую порцию ликвора в результате повреждения иглой кровеносных сосудов, расположенных в области эпидурального пространства или конского хвоста. 
Обычно жидкость необходимо собирать в три отдельные стерильные пластиковые пробирки с пробками: для клинического анализа, для биохимических и серологических исследований, для бактериологического анализа. Для клинического и биохимического анализа собирают первые 1-2 мл СМЖ. Для бактериологического посева используют следующую порцию жидкости в количестве 2-5 мл. При подозрении на туберкулезную или грибковую этиологию менингита следует брать не менее 10 мл СМЖ.

Пробирки снабжают этикетками с данными о больном (ФИО, отделение указать номер, номер истории болезни, время пункции, диагноз и необходимые исследования).
Обычно после взятия 10-20 мл СМЖ давление составляет 40-90 мм.вод.ст. Полученные пробы немедленно доставляют в лабораторию. 
С помощью люмбальной пункции у взрослого человека можно без осложнений получить 8-10 мл ликвора, у детей, включая детей младшего возраста, 5-7 мл, у грудных детей 2-3 мл.
3.2 Идентификация образца

В направлении на исследование должна быть включена следующая информация: фамилия и инициалы пациента, возраст или дата рождения, пол, отделение медицинского учреждения и палата (в стационаре), номер медицинской карты (идентификационный номер), диагноз, дата и время сбора образца ликвора (с указанием порции – утренняя, случайная и т.д.), время доставки образца в лабораторию. При необходимости  указать принимаемые пациентом лекарства.

3.3.  Приемлемость образца

Так как точность результатов исследования ликвора во многом зависит от качества доставленного образца ликвора, необходимо неукоснительно следовать правилам взятия и транспортировки ликвора. 
После доставки образца ликвора в лабораторию сотрудник лаборатории, принимающий материал, должен проверить правильность оформления направления на анализ, маркировку посуды (код или фамилия больного и другие данные должны быть идентичны данным, указанным в бланке-направлении) и зарегистрировать поступивший материал.  Образец не должен содержать примесей и чужеродных материалов. 
П р и м е ч а н и е  ─ Критериями для отказа в приеме образца ЦСЖ  на исследование могут быть: 

- немаркированные или неправильно маркированные образцы, 

- недостаточное количество ЦСЖ (менее 50 – 100 мл) для проведения всех исследований, 
- доставка ликвора в грязной или не соответствующей требованиям посуде,

3.4  Стандартизованная оперативная процедура

Принцип метода: метод качественного определения глобулиновых фракций белка в ликворе по реакции Нонне-Апельта - концентрация белка в ликворе пропорционально помутнению, появляющемуся при его коагуляции сернокислым аммонием. 
Состав  реагентов:
1. Насыщенный раствор сернокислого аммония.

Ход проведения исследования: 

Приготовление рабочего реагента: 

Для приготовления насыщенного раствора сернокислого аммония содержимое банки с сернокислым аммонием высыпать в химический стакан и прилить 60 мл горячей дистиллированной воды. Раствор взболтать, довести до кипения и полного растворения сернокислого аммония. Оставить стоять при комнатной температуре несколько дней. Готовый реактив должен иметь рН 7,0-7,1. Если реакция кислая, его следует подщелочить крепким раствором аммиака, осторожно добавляя его по каплям.
	

	


ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА:  
- В химическую пробирку пипеткой внести 0,2 мл ликвора и 0,2 мл реактива. Тщательно перемешать.

- В контрольную пробирку равного диаметра налить 1 мл воды. 

- Через 2 минуты визуально учесть результаты реакции, сравнивая опытную и контрольную пробы на темном фоне.
- Помутнение ликвора через 3 минуты и более не учитывается.
- Степень помутнения обозначается крестами: слабая концентрация – (+), заметная опалесценция – (++), умеренное помутнение – (+++), значительное помутнение – (++++).

Лабораторно-диагностическая интерпретация результатов:
Ликвор - жидкая среда, циркулирующая в полостях желудочков головного мозга, ликворпроводящих путях, субарахноидальном пространстве головного и спинного мозга. Общее содержание ликвора в организме 200-400 мл. Цереброспинальная жидкость заключена в основном в боковых, 3 и 4 желудочках головного мозга, Сильвиевом водопроводе, цистернах головного мозга и в субарохнаидальном пространстве головного и спинного мозга. Цифры распределения ликвора таковы: каждый боковой желудочек содержит 15 мл ликвора, 3,4 желудочки вместе с Сильевиевым водопроводом содержат 5 мл, церебральное субарахноидальное пространство- 25 мл, спинальное пространство- 75 мл ликвора. В младенчестве и в раннем детстве количество ликвора 40-60 мл, у детей младшего возраста- 60-80 мл, у старших детей- 80-100 мл. 

Ликвор образуется в желудочках мозга путем пропотевания плзмы крови через стенки сосудов (20%), а также секретируются клетками сосудистых сплетений (80%). Из желудочков она поступает в цистерны мозга и субарахноидальное пространство. За сутки образуется от 400 до 600 мл ликвора. Белок нормальной СМЖ представлен альбуминами и различными фракциями глобулинов.
Исследование белка в ЦСЖ имеет важное диагностическое значение при заболеваниях центральной нервной системы и мозговых оболочек, таких как энцефалиты (воспаление головного мозга), менингиты (воспаление твердой мозговой оболочки), арахноидиты (воспаление паутинной оболочки), сифилис мозга, нарушения мозгового кровообращения, опухоли, травмы.
Гипопротеинархия - снижение уровня белка в люмбальном ликворе, ниже 0,22 г/л рассматривается как гидроцефильный ликвор.

Гиперпротеинархия - увеличение уровня белка в ликворе, служит показателем патологического процесса. Повышение белка в спинномозговой жидкости при разных патологических процессах (воспаление, травма, опухоль) зависят от нарушения гемодинамики в сосудах мозга, приводящей к увеличению проницаемости их стенок и поступлению белковых молекул плазмы крови в ликвор. Поступление крови в ликворные пространства при разрыве сосудов мозга или продуктов распада опухоли мозга усугубляют степень протеинархии. Увеличение белка в ликворе может быть при туберкулезном, гнойном, серозном менингитах, после операций на мозге, полиемиелите, нефрите с уремией, сифилитическом параличе. При остром воспалении повышаются α- глобулины, при хронических - β- и γ- глобулины. 
Субарахноидальные кровоизлияния различной этиологии всегда сопровождаются гиперпротеинархией как в результате непосредственного поступления крови в ликворные пространства, так и нарушения проницаемости сосудистых стенок. При ишемических инсультах гиперпротеинархия наблюдается редко, содержание белка в ликворе колеблется от 0,3 до 1,0 г/л. При геморрагических инсультах отмечается высокая степень содержания белка - до 8,4 г/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 – ликвор, глобулиновые фракции; 

- дата получения пробы и, если это возможно, время получения; 
- результаты исследования с указанием единиц, в которых должны быть выражены результаты; референтные интервалы; 
- фамилия и подпись сотрудника, выполнившего исследование. 
Порядок выдачи результатов должен быть определен инструкцией, утвержденной руководителем медицинской организации. Все отказы выполнения исследования мочи также должны регистрироваться (с указанием причины отказа).
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 колориметре 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 белка в ликворе
	В10
	CV10
	B20
	CV20
	B1

	
	±24 
	27 
	±20 
	25 
	±50 


4.2.
Внешняя оценка качества
Внешняя оценка качества необходима для оценки правильности результатов лабораторных исследований и сопоставимости результатов, полученных в разных лабораториях. Каждая  лаборатория должна обязательно участвовать во внешней оценке качества. Специальными организациями, имеющими лицензию на проведение межлабораторной оценки качества выполнения лабораторных исследований, в том числе общего  белка ликвора, между лабораториями  периодически (несколько раз в год) распределяются контрольные образцы с установленным содержанием химических компонентов для контроля правильности. Полученные лабораториями результаты регистрируются и заключения рассылаются участвующим лабораториям для сравнительной оценки  правильности выполнения исследования. В случае неудовлетворительной оценки результатов лаборатория должна принимать соответствующие меры для исправления своих ошибок.
 Непрерывное образование специалистов
Для обеспечения качества анализа квалификация персонала должна соответствовать сложности выполняемого исследования. Весь персонал лаборатории должен периодически (раз в пять лет) проходить обучение на циклах усовершенствования, которые проводятся медицинскими образовательными учреждениями, имеющими соответствующую лицензию. Каждый специалист должен заниматься самообразованием. Лаборатория должна иметь доступную для пользования  современную литературу, включая периодические издания по лабораторной диагностике и атласы. Специалистам лаборатории необходимо участвовать в конференциях и семинарах. 
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 глобулиновых фракций  белка в ликворе по реакции Ннне-Апельта
	
	

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

	

	1.1.5.2
	Определение глобулиновых фракций  белка в ликворе по реакции Ннне-Апельта 
- единичное

- каждое последующее
	0,6
0,4
	

	
	Оценка результата и подготовка заключения
	
	0,5?


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