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РЕФЕРАТ

Дана робота викладена на 93 сторінках друкованого тексту, містить 14 таблиць. Список літератури включає 67 джерел, в тому числі 10 джерел латиницею. 
Об’єктом дослідження була кров хворих на цукровий діабет I-го типу.  
Метою роботи було вивчення динаміка імунологічних та біохімічних показників периферичної крові у хворих на цукровий діабет I типу в залежності від дебюту та тривалості захворювання.
Методи дослідження: клінічні (лейкоцити, гемоглобін, швидкість осідання еритроцитів), імунологічні (лейкограма), біохімічні (глюкоза, загальний білірубін, креатинін, сечовина, загальний  холестерин, альфа-амілаза) та статистичні.

У результаті дослідження встановлено, що у пацієнтів з цукровим діабетом I-го типу спостерігаються достовірні зміни клінічних та біохімічних показників в залежності від дебюту та тривалості хвороби. 
Новизна роботи. Проведено аналіз динаміки змін клінічних та біохімічних показників у хворих різних вікових груп в залежності від дебюту та тривалості цукрового діабету I-го типу в екологічно несприятливих умовах м. Запоріжжя.
Значущість роботи – результати дослідження поширюють уявлення про метаболічні процеси у вікових групах хворих на цукровий діабет I-го типу в залежності від початку та тривалості захворювання. 

Практичне значення: отримані результати можуть бути впроваджені в педагогічний процес при вивченні спецкурсів спеціалізації "Біохімія та імунологія" та будуть корисними для більш прицільного проведення лікарської терапії.
Цукровий діабет I-го типу, клінічні ТА БІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ, ЛЕЙКОГРАМА, НЕЙТРОФІЛИ, ЛІМФОЦИТИ
ABSTRACT
This work is presented on 93 pages of printed text, contains 14 tables.                       The list of references includes 67 sources, including 10 Latin sources.
The object of research was the blood of patients with I type diabetes. 

Work's purpose was studying the clinical and biochemical indices of age group of patients I type diabetes depending on the debut and duration of the disease . 

Research methods: clinical (leukocytes, hemoglobin, erythrocyte sedimentation rate), biochemical (glucose, total bilirubin, creatinine, urea, total cholesterol, alpha amylase) and statistical.

As a result, was discovered that patients with I type diabetes have significant changes of biochemical and clinical indices depending on the debut and duration of the disease.
Work's novelty. The dynamics of clinical and biochemical indices was analysed of patients of different age groups depending on the debut and duration of the I type diabetes.
Work’s significance ‒ the results widen a concept of the metabolic process of patients of different age groups with I type indices depending on the debut and duration of the disease. By virtue of this study was found that patients’ age during disease has a strong influence on the clinical and biochemical indices that allow to determine the level of late complications development and promote the study of the course of type I diabetes.

The results can be used by doctors for the proper treatment and to develop preventive measures to reduce the late complications of type I diabetes.
Type 1 diabetes mellitus, clinical and biochemical parameters, leukogram, neutrophils, lymphocytes
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ВСТУП

Цукровий діабет (ЦД) ‒ важке прогресуюче  хронічне захворювання, що характеризується стійким підвищенням рівня глюкози у крові та високим ризиком інвалідизуючих ускладнень, може виникнути у будь-якому віці і продовжуватися протягом всього життя [1]. 

За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я на ЦД хворіє близько 3% населення Землі. Від 10 до 20% загальної кiлькостi цих хворих – дiти. Але, незважаючи на діяльність багаточисленних діабетичних асоціацій, медичних досліджень, впроваджених програм по ліквідації ЦД, за висновками експертів Міжнародної діабетичної асоціації (IDF), кожен 12-ий  мешканець планети має ЦД, а 46,3 % випадків діабету залишається не діагностовано, кожен другий не знає про своє захворювання [2, 3]. За прогнозами  експертів, кількість  випадків захворювання на ЦД буде зростати  до 552 млн. осіб до 2030 року [4].
Діабет є неінфекційною хворобою, що набула  масштабів епідемії. Глобальною проблемою є висока смертність від діабету, адже майже 3 млн. хворих вмирає в результаті ускладнень, спричинених захворюванням. Серед найбільш розповсюджених ускладнень виділяються інфаркти, інсульти, ниркова недостатність. Окрім летальних випадків, діабет може спричиняти важкі ускладнення, які інвалідизують хворого ‒ розвиток сліпоти, ниркової недостатньої, серцево-судинної патології [1, 5]. 

В різних країнах світу  поширеність цукрового діабету у популяції складає  від 4 до 11%. У Німеччині захворюваність на ЦД складає 10,2%, у Франції – 6,2%,в  Іспанії – 9,9%,  у Великобританії – 6,8%, у Швеції – 5,7%, в Австрії – 9,1%, в Швейцарії – 7,4%,  високий рівень захворюваності на ЦД спостерігається в США – 26,8% [6, 7]. Епідеміологічні дослідження ЦД в Україні  також свідчать про постійне збільшення числа хворих серед населення: на початку 2017 році було зареєстровано 1 246 117 хворих, однак фактично поширеність у 3-4 рази вища [4, 8]. Це менше ніж в Європі, але показник захворюваності залишається високим серед інших хвороб [4, 6]. Тяжкий перебiг захворювання характерний при розвитку ЦД I типу у дітей. За останні 10 років кількість дітей з цукровим діабетом збільшилася вдвічі [9]. ЦД в дитячому та підлітковому віці відрізняється крайньою лабільністю обмінних процесів і швидким розвитком кетоацидозу. А при недостатній компенсації з роками розвиваються специфічні ускладнення, що загрожують втратою працездатності та передчасної смертності хворих. Патогенетичні основи для розвитку цих ускладнень закладаються вже в дитячому віці, а їх поширеність в залежності від ступеня компенсації метаболічних процесів і тривалості ЦД становить від 5 до 50% [4, 9]. Тому, вивчення особливостей перебігу ЦД I-го типу у дітей і підлітків та виявлення ознак розвитку пізніх  змін  та ускладнень є запорукою  ефективного лікування та досягнення стабільного стану хворих. 
Метою роботи було вивчення динаміки змін імунологічних та біохімічних показників у вікових групах хворих на цукровий діабет 1-го типу  в залежності від дебюту та тривалості захворювання.
Для реалізації поставленої мети необхідно було вирішити наступні задачі:
1) Оцінити бiохiмiчні показники кровi у хворих на цукровий діабет І типу.

2) Оцінити імунологічні показники крові у хворих на цукровий діабет І типу.

3) Оцінити динаміку біохімічних показників кровi у хворих на цукровий діабет І типу. 
4) Оцінити динаміку імунологічних показників кровi у хворих на цукровий діабет І типу.

5) Оцінити інформативність клінічних показників крові у хворих на цукровий діабет І типу.

Об’єктом дослідження була кров хворих на цукровий діабет I-го типу.  
Методи дослідження: клінічні (лейкоцити, гемоглобін, швидкість осідання еритроцитів), біохімічні (глюкоза, загальний білірубін, креатинін, сечовина, загальний  холестерин, альфа-амілаза) та статистичні.

Новизна роботи. Проведено аналіз динаміки змін клінічних та біохімічних показників у хворих різних вікових груп в залежності від дебюту та тривалості цукрового діабету I-го типу в екологічно несприятливих умовах м. Запоріжжя.

Теоретичне значення роботи – результати дослідження поширюють уявлення про метаболічні процеси у вікових групах хворих на цукровий діабет 1-го типу в залежності від початку та тривалості захворювання. Завдяки цим дослідженням з’ясовано, що вік пацієнтів на момент захворювання значно впливає на клінічні та біохімічні показники, які дозволяють визначити ступінь розвитку пізніх ускладнень та сприяють дослідженню перебігу цукрового діабету I-го типу. 

Практичне значення роботи полягає в тому, що отримані результати можуть бути використані  лікарями при  проведенні відповідного лікування та розробки профілактичних заходів для зменшення пізніх ускладнень цукрового діабету I-го типу.
Результати дослідження були випробовані на міжнародній науково-практичній конференції:

· Фролов О.К., Федотов Є.Р., Черкасова О. М. Особливості клініко- біохімічних показників крові при пізній мінливості захворювання на цукровий діабет I типу. Громадська організація «Південна фундація медицини» Міжнародна науково-практична конференція «Нові досягнення у галузі медичних та фармацевтичних наук» м. Одеса, 15-16 листопада 2019 р. 

1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Визначення та поширеність цукрового діабету 
Цукровий діабет (ЦД) – група метаболічних захворювань, що характеризуються хронічною гіперглікемією внаслідок порушень секреції інсуліну, дії інсуліну або обох цих чинників [5].

Цукровий діабет займає третє місце (після атеросклерозу і раку) серед хвороб, що є найбільш частою причиною інвалідізації і смертності хворих. За даними Міжнародної федерації діабету кількість хворих на цукровий діабет у світі досягла рекордної цифри – 367 мільйонів, а в 2030 році становитиме 552 мільйони [3]. На сьогоднішній день у світі мешкає до 183 млн осіб із недіагностованим цукровим діабетом, що становить 50 % від загальної кількості випадків. У 2016 році  діабет став причиною 4,6 млн смертей [6, 10]. Найбільшу кількість хворих на цукровий діабет зареєстровано в Китаї, Індії та США [9, 11].
В Україні кількість хворих на цукровий діабет складає понад 1,22 млн осіб. У структурі ендокринних захворювань цукровий діабет посідає друге місце після патології щитоподібної залози. Відзначається збільшення показника поширеності цукрового діабету в Україні на 21% у порівнянні з 2010 р. [4, 12]. Частіше цукровий діабет спостерігається серед населення промислово розвинених регіонів, однак показник поширеності більше залежить від стану профілактичної діяльності, що полягає в ранньому активному виявленні хворих на цукровий діабет 2-го типу. Найвищі показники поширеності цукрового діабету зареєстровані у Хмельницькій, Черкаській та Чернівецькі областях, найнижчі – у Волинській, Львівській та Чернігівській областях [13,14].
Частота виникнення захворювання на цукровий діабет в значній мірі залежить від віку. Кількість хворих до 15 років становить 5% від усієї популяції хворих на діабет, старше 40 років ‒близько 80%, а старше 65 років складає 40 % від усіх хворих на цукровий діабет [4, 13].
Відзначають спадкову схильність до цукрового діабету,  імовірність успадкувати діабет першого типу складає 10 %, а діабет другого типу – 80 %. Виявлено ряд генетичних варіацій, що значно частіше зустрічаються в геномі хворих на діабет, ніж в іншій популяції. Складність прогнозування спадкування пов'язана з генетичною гетерогенністю цукрового діабету, тому побудова адекватної моделі успадкування вимагає додаткових статистичних та генетичних досліджень [14].

1. 2  Особливості перебігу  цукрового діабету I типу: етіологія,  патогенез та клініко-діагностичні ознаки

1.2.1 Патогенетичні чинники цукрового діабету I-го типу
Цукровий діабет I-го типу — імуноопосередкована або ідіопатична деструкція β -клітин підшлункової залози, що призводить до абсолютної інсулінової недостатності, гіперглікемії і порушення усіх видів обміну [5, 9].
Інсулін – гормон білкової природи, що синтезується в β-клітинах острівців Лангерганса підшлункової залози і відіграє основну роль в регуляції метаболічних реакцій (обмін вуглеводів, жирів і білків) і мітогенних процесів (процесів росту, диференціювання тканин, синтезу ДНК, транскрипції генів). У дорослої  людини острівці Лангерганса складають 2-3% загального об'єму підшлункової залози. В них  міститься від 80 до 200 клітин, які за функціональними, структурними та гістохімічними показниками поділяють на чотири типи: альфа-клітини, що утворюють глюкагон; бета-клітини, що утворюють інсулін; дельта-клітини, які продукують соматостатин і гастрин, і РР-клітини – панкреатичний поліпептид. Більшу частину острівця складають бета-клітини (85%) [12, 15]. 
Біосинтез інсуліну здійснюється бета-клітинами в кілька етапів (рис. 1.1). 
[image: image1.png]



Рисунок 1.1 – Секреція інсуліну бета-клітиною ( а – ядро, б – мітохондрії; в – мікроканальцева система; г – гранули; д – пластинчастий комплекс;                е – крілти ендоплазматичного ретикулума; е – мембрана клітини):                              1 – вивільнення інсуліну з гранули в перікапілярний простір, 2, 3 – самостійний вихід інсуліну в позаклітинний простір [15]

На першому утворюється препроінсулін, білок з молекулярною масою 14500. Його утворення відбувається в ендоплазматичному ретикулумі. Проходячи через його мембрану, білок розщеплюється під впливом мікросомних протеаз до проінсуліна і накопичується в пластинчастому комплексі. Молекула проінсуліна має спіральну будову, два ланцюги становлять єдину послідовність і з'єднані С-пептидом. Виділення проінсуліна з пластинчастого комплексу супроводжується його розщепленням на інсулін і С-пептид [1, 17]. Інсулін складається з двох поліпептидних ланцюгів, сполучених між собою дисульфідними містками. Інсулін наділений видовою специфічністю, що визначається його хімічною структурою, відмінностями в послідовності амінокислотних залишків у молекулі. Інсулін, гормон негайної дії, швидко синтезується і секретується. Весь процес синтезу займає близько години і залежить від багатьох чинників, насамперед від функціонального стану інсулярного апарату та вмісту глюкози в крові [18]. 

Порушення біосинтезу інсуліну і його секреції можливі на будь-якому з наведених етапів. Головним стимулятором секреції інсуліну є глюкоза. Гомеостаз глюкози контролюють кілька гормональних систем. З одного боку це інсулін – основний гормон інкреторної апарату підшлункової залози, що сприяє зниженню рівня глюкози в крові за рахунок посилення поглинання її клітинами, з іншого – система контрінсулярних (адреналін, соматостопін) і контррегуляторних (глюкагон, глюкокортикоїди, тиреоїдні та ін) гормонів, які сприяють підвищенню концентрації глюкози в крові.

Глюкоза депонується в печінці та м'язах у вигляді полісахариду глікогену, який у подальшому може бути знову перетворений на глюкозу. Але для перетворення глюкози на глікоген також потрібен інсулін (рис. 1.2) [5, 9, 19].



Зв'язування рецептора з інсуліном (1) запускає активацію великої кількості процесів (2). Наприклад: перенос Glut-4-переносника на плазматичну мембрану і надходження глюкози всередину клітини (3), синтез глікогену (4), гліколіз (5), синтез жирних кислот (6)

Рисунок 1.2 – Роль інсуліну в захопленні та метаболізмі глюкози [19]
У патогенезі цукрового діабету I-го типу виділяють два основних фактора − наявність генетичної схильності та чинники довкілля, зокрема  різні віруси, низка інгредієнтів харчових продуктів, хімічні речовини., які виступають тригерами аутоімунного ураження бета-клітин підшлункової залози і сприяють виникненню клінічної картини хвороби [9, 18]. Стадії розвитку захворювання,  що повільно переходять одна в іншу наведено на рис. 1.3.
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Рисунок  1.3 –  Стадії  патогенез цукрового діабету I типу [18]
Незалежно від ініціюючих факторів і початкових механізмів діабету (вірусіндукований, аутоімуний, швидкопрогресуючий чи повільнопрогресуючий) в острівцях підшлункової залози спостерігається деструкція і прогресуюче зменшення кількості β-кліток аж до повного їхнього зникнення і розвитку абсолютної інсулінової недостатності. Аутоімунне руйнування β-кліток відбувається повільно, і можуть пройти місяці і роки до порушення вуглеводного обміну. Тільки після руйнування 80-95% β-клітин, коли виникає абсолютний дефіцит інсуліну, розвиваються важкі метаболічні порушення і настає клінічний період хвороби — маніфестний діабет. При будь-якому патогенетичному варіанті розвивається деструкція β-клітин [5, 16, 20].
Симптоматика цукрового діабету визначається станом компенсації вуглеводного обміну і наявністю ускладнень захворювання. Початкові стадії загибелі острівцевих клітин перебігають безсимптомно, але можуть бути виявлені за допомогою визначення аутоантитіл. Лише на останніх стадіях процесу, коли переважна більшість β-клітин загинула й виникла абсолютна недостатність інсуліну, наявні клінічні ознаки ЦД. Період від початку аутоімунної агресії до розвитку клінічної картини ЦД I-го типу може займати від декількох місяців у дітей до 10 років і більше в дорослих пацієнтів. Гіперглікемія в хворих цукровим діабетом є наслідком гострого дефіциту інсуліну, що призводить до порушення вуглеводного, жирового, білкового, водно-сольового  видів обміну.  Дефіцит інсуліну блокує надходження глюкози в інсулінзалежні органи та тканини, внаслідок чого розвивається енергодефіцит [21, 22].
У клінічній картині діабету прийнято розрізняти дві групи симптомів: основні та другорядні. До основних симптомів належить гіперглікемія, яка  клінічно проявляється полідіпсією, поліурією, відчуттям сухості слизових оболонок, схудненням на фоні поліфагії − постійного невгамовного голоду. Цей симптом викликаний порушенням обміну речовин при діабеті, а саме за відсутності інсуліну клітини нездатні поглинати і переробляти глюкозу [23-27]. 
Глюкоза відрізняється високою осмолярністю, тому гіперглікемія викликає відносну й абсолютну дегідратацію тканин. Дегідратація тканин, в свою чергу, викликає компенсаторні порушення в центрі, розвивається полідіпсія - підвищене споживання рідини хворим. Значна гіперглікемія викликає глюкозурію - виділення глюкози із сечею. Глюкозурія внаслідок осмотичного ефекту глюкози призводить до поліурії, частого сечовипускання, в тому числі і в нічний час [25].

Схуднення до виснаження, яке розвивається незважаючи на підвищений апетит хворих, обумовлено підвищеним катаболізмом білків та жирів через виключення глюкози з енергетичного обміну клітин [24]. 
До другорядних симптомів відносяться малоспецифічні клінічні ознаки, що розвиваються повільно впродовж тривалого часу: свербіж шкіри та слизових оболонок, сухість у роті, загальна м'язова слабкість, головний біль, запальні ураження шкіри, що важко піддаються лікуванню, порушення зору, наявність ацетону в сечі [25-27].
Єдиним патогенетичним засобом лікування є інсулінотерапія [28]. Висока якість препаратів інсуліну є однією з найбільш важливих умов лікування ЦД I-го типу. Сучасні генно-інженерні інсуліни відрізняються за тривалістю дії:

• інсуліни ультракороткої дії;

• інсуліни короткої дії («короткий» інсулін);

• інсуліни середньої тривалості дії («продовжений» інсулін);

• змішані інсуліни.
Критерії компенсації цукрового діабету :
1) нормоглікемія протягом доби, що не перевищує 9-10 ммоль/л, натще оптимально 4,4-6,0 ммоль/, допускається до 7,7 ммоль/л;  після прийому їжі оптимально 4,4-8,0 ммоль/л, допускається до 10,0 ммоль/л;
2) рівень глікозильованого гемоглобіну (Hb1, HbА1c) не вище 9%;
3) аглюкозурія;
4) нормальний зміст ліпідів у сироватці крові; 

5) відсутність епізодів гіпоглікемії; 

6) відсутність клінічних ознак гіперглікемії.
При помилках в підборі схеми лікування розвивається низка специфічних ускладнень, що загрожують життю пацієнтів [28-30].
1.2.2 Гострі та пізні ускладнення цукрового діабету 1-го типу 

Гострі ускладнення ЦД I-го типу являють собою стани, які розвиваються протягом днів або навіть годин [5, 31-33].

Діабетичний кетоацидоз розвивається внаслідок накопичення в крові продуктів проміжного метаболізму жирів (кетонові тіла). Супроводжується  втратою свідомості й порушенням життєво важливих функцій організму. Пацієнта необхідно терміново госпіталізувати для комплексного стаціонарного лікування.

Гіпоглікемія – зниження рівня глюкози в крові нижче нормального значення (зазвичай нижче 3,3 ммоль/л), відбувається через передозування  інсуліну, або як результат супутніх захворювань, незвичного фізичного навантаження, недостатнього харчування, прийому алкоголю. Перша допомога полягає у вживанні їжі, багатої на вуглеводи  або розчину цукру [34, 35].

Виділяють низку ускладнень, які розвиваються протягом певного часу, мають значний вплив на якість та тривалість життя [5, 26, 27, 36].

Інфекції сечових шляхів, зокрема цистит, уретрит, пієлонефрит, ускладнюють перебіг ЦД і сприяють швидкому погіршенню функціонального стану нирок, особливо у хворих, що мають клінічні ознаки діабетичної нефропатії. Сечові інфекції при цукровому діабеті у 90% випадків протікають малосимптомно. Класична клінічна картина гострого пієлонефриту або загострень хронічного пієлонефриту (озноби, лихоманка, дизурія) найчастіше відсутні. Запідозрити загострення сечової інфекції у хворих на цукровий діабет можна на підставі безпричинної декомпенсації вуглеводного обміну і появи кетоацидозу. Глюкозурія, що супроводжує  ЦД, сприяє частому розвитку сечових інфекцій, оскільки глюкоза є сприятливим поживним середовищем для розмноження бактерій. Нейропатія сечового міхура − ускладнення цукрового діабету, що полягає у порушенні його іннервації, внаслідок чого у хворих зникають позиви до сечовипускання, розвивається застій сечі, який  також сприяє розвитку інфекцій сечовивідних шляхів. Для цукрового діабету характерне зниження протимікробного імунітету, часто навіть непатогенна флора, присутня в сечі в невисоких титрах, викликає запальні зміни сечових шляхів [35-37].

Патологія органів зору може пов'язана з ураженням сітківки, райдужки, рогівки, кришталика, зорового нерва, екстраокулярних м'язів, орбітальної тканини та дрібних судин сітківки ока. При тривалості цукрового діабету понад 15 років порушення функції органів зору зустрічаються у 60-80% випадків і найчастіше виявляються проліферативною ретинопатією або сліпотою. Основним фактором ризику відносно розвитку діабетичної ретинопатії і набряку диска зорового нерва є тривалість цукрового діабету [38]. 
Ураження серця при цукровому діабеті обумовлено діабетичною мікроангіопатією, міокардіодистрофією, вегетативною діабетичною кардіальною нейропатією, атеросклерозом коронарних судин [18, 19].
Виділяють при ЦД хвороби дрібних (мікроангіопатія) та великих судин (макроангіопатія). Мікроангіопатії супроводжується захворюванням капілярів, що призводить до характерних для діабету хвороб сітківки очей (ретинопатії) та  нирок (нефропатії). Мікроангіопатія відіграє певну роль у виникненні полінейропатії, специфічної для діабетиків хвороби серця та діабетичної стопи. Мікроангіопатія є основною причиною смерті молодих хворих на ЦД [39]. Особливість макроангіопатії при діабеті полягає в з ураженні великих судин. Дуже несприятливо на розвитку макроангіопатії позначається поєднання постійно підвищеного цукру крові, високого артеріального тиску, підвищеного холестерину, надмірної ваги, споживання нікотину. Смертність хворих на ЦД від серцево-судинних хвороб  досягає 70% [39, 40].

Порушення нервових стовбурів при ЦД має  назву діабетичної нейропатії, і обумовлено неврегульованим обміном речовин, що проявляється з перших днів діабету м'язовими болями, судомами литкових м'язів, тремтінням в м'язах або радикулітом. Всі симптоми швидко проходять після зниження цукру крові до норми. Причиною діабетичної нейропатії може бути не тільки порушений обмін речовин, але й ураження дрібних судин, які живлять нерв [37].

Одним із проявів метаболічних порушень при ЦД є ураження шкіри. Декомпенсація вуглеводного та інших видів обміну призводить до дегідратації шкіри, внаслідок чого її тургор знижується і вона стає сухою. Зниження репаративних процесів призводить до повільного загоєння ран шкіри [35, 36]. 
Ураження органів дихання при ЦД характеризується туберкульозом легень, підвищеною схильністю до розвитку гострих пневмоній, хронічних бронхітів, пневмосклерозу, емфіземи легень. Захворювання бронхолегеневого апарату протікають із прогресуючою дихальною недостатністю, часто  ускладнюються абсцесами і плевритами, формуванням легеневого серця [41]. 

Остеоартропатії обумовлені одночасним порушенням соматичної і автономної інервації з прогресуючою деструкцією одного чи більш суглобів стопи. Ураження рухових волокон викликає атрофію малих м'язів стопи, що забезпечують архітектоніку стопи, її пружність і стійкість до деформацій [42]. 

За перебігом ЦД 1-го типу увагу приділяють критеріям ступеня важкості, які не залежать від середньодобової  потребі в інсуліні: 
− середній ступінь важкості цукрового діабету I типу характеризується відсутністю ускладнень чи ретінопатією 1, 2 стадії, нефропатією 1 стадії, периферичною полінейропатією без трофічних виразок. 

− важкий ступінь характеризується наявністю виражених ускладнень - ретінопатії 2, 3 стадії, нефропатії 2 чи 3 стадії, периферичної полінейропатії з трофічними виразками, сліпотою, енцефалопатією, нейропатією, схильністю до кетоацидозу, коматозними станами, лабільним перебігом ЦД [31, 35].
1.3  Лабораторна діагностика цукрового діабету 1-го типу
Основним методом діагностики ЦД I-го типу є визначення концентрації глюкози в крові. Для визначення вираженості декомпенсації вуглеводного обміну використовують глюкозотолерантний тест (ГГТ). Виявлення патологічного результату глюкозотолерантного тесту — це вже порушення вуглеводного обміну, початок розвитку діабету. На цій стадії прогресування хвороби можна сповільнити, тому в даний час широко використовують методи діагностики схильності до діабету Відповідно до класифікації ВООЗ (1999 р.), поряд з порушеною толерантністю до глюкози, при проведенні глюкозотолерантного тесту, виділяють стадію порушення вуглеводного обміну у виді підвищення глікемії натще: глюкоза капілярної крові натще >5,6 ммоль/л, але <6,1 ммоль/л; через 2 години після прийому глюкози <7,8 ммоль/л [5, 43].  Найбільше поширення має стандартний глюкозотолерантный тест, при якому проводиться дослідження глікемії натще і щогодини протягом двох годин після перорального однократного навантаження 75 г глюкози. До потенційних порушень толерантності до глюкози відносять також прояви спонтанної гіпоглікемії і тривале збільшення маси тіла хворих. Показники ГТТ у цього контингенту людей характеризується гіпер-інсулінемічним типом цукрової кривої [44]. 
Глікемічний профіль − 6-8 разове визначення  глюкози протягом доби перед їжею та через 90 хв після їжі, використовують для оцінки ефективності лікування та компенсації. ЦД I-го типу вважають компенсованим, якщо рівень глюкози натще і в добових коливаннях не перевищує 10 ммоль/л [45].
Діагностику глюкозурії проводять у добовій сечі чи зібраній протягом          2-3 годин після спробного сніданку. У здорових людей сеча може містити невелику кількість глюкози − 0,001-0,015%, що складає 0,01-0,15 г/л. У немовлят протягом перших двох тижнів і людей похилого віку старше 60 років відзначається деяке збільшення глюкозурії до  0,025-0,070% [43-45].
Визначення глікозильованого гемоглобіну використовують для  виявлення транзиторної гіперглікемії шляхом вимірювання глікозилоьваних білків. Встановлено, що гемоглобін А у здорових людей містить фракцію гемоглобіну А-1с, до складу якого входить глюкоза. Відсотковий вміст глікозильованого гемоглобіну НвА-1с складає 4-6% від загальної кількості гемоглобіну. При цукровому діабеті процес включення глюкози в молекулу гемоглобіну збільшується, що супроводжується збільшенням фракції Нв А-1с. Виявлені також фракції гемоглобіну А-1а й А-1b, що мають здатність зв'язуватися з глюкозою. У хворих цукровим діабетом сумарний вміст гемоглобіну А-1 у крові перевищує 9-10% [46].
Визначення фруктозамінов проводять для виявлення  транзиторного підвищення рівня глюкози в крові протягом 1-3 тижнів, яке супроводжується   підвищенням вмісту фруктозаміна (кетоаміна) у сироватці крові. Фруктозаміни, що відносяться до групи глікозильованих білків крові і тканин, утворюються у процесі неферментного глікозилювання протеїнів при утворенні альдиміна, а потім кетеаміна, у здорових людей вміст у сироватці крові складає 2-2,8 ммоль/л [45]. 

Визначення С-пептиду дозволяє оцінити функціональний стан                       β-клітинного апарата підшлункової залози, а саме ендогенну секрецію інсуліну.  С-пептид — це білок, що відщеплюється від молекули проінсуліну в процесі синтезу інсуліну. Кількість циркулюючого С-пептиду еквівалентна кількості інсуліну.Дослідження проводиться за допомогою радіоімунологічніх тестів-наборів. Вміст С-пептиду в сироватці крові в здорових людей складає 0,1-1,79 ммоль/л. При ЦД 1-го типу концентрація С-пептиду в крові низька або він відсутній взагалі, при ЦД II-го типу – концентрація нормальна чи підвищена, при інсуліні − підвищена[47]. 

Визначення імунореактивного інсуліну (ІРІ) використовують для оцінки секреції ендогенного інсуліну у хворих ЦД, що ніколи не одержували препаратів інсуліну, оскільки на введення екзогенного інсуліну виробляються антитіла, що спотворюють результати дослідження ІРІ. У здорових людей ІРІ в сироватці крові складає 86-180 нмоль/л , при цукровому діабеті I-го типу ІРІ знижується, при цукровому діабеті 2-го типу – в нормі або підвищується [48]. 

Визначення глюкагона проводять радіоімунологічним методом. У здорових людей вміст глюкагона в сироватці крові складає 50-125 нг/л, підвищення ‒ при декомпенсованих формах ЦД, голодуванні, фізичному навантаженні, глюкагономі, хронічних захворюваннях печінки і нирок [47,48].
 Методи виявлення потенційної порушеної толерантності до глюкози (ПТГ) застосовують для виявлення осіб з ранніми ознаками  ЦД серед наступного контингенту: діти хворих на ЦД батьків, здоровий близнюк з пари однояйцових, якщо другий хворий цукровим діабетом, матері, що народили дітей масою 4 кг і більше, пацієнти з наявністю генетичного маркера цукрового діабету I типу. Наявність діабетогених НLа-антигенів гістосполучності в різних комбінаціях збільшує ризик захворюваності цукровим діабетом 1 типу [49]. 
Атиповий безсимптомний перебіг сечових інфекцій при ЦД потребує виявлення ознак інфікування сечових шляхів: 2 - 3 рази на рік  проводиться загально клінічний аналіз сечі та аналіз сечі по Нечипоренко. Для загострення сечових інфекцій характерні лейкоцитурія, еритроцитурія при циститі або при поєднанні сечової інфекції з уролітіазом, протеїнурія,бактеріурія. При посіві сечі − не менше 105 мікробних клітин на 1 мл сечі (за відсутності клінічної картини) або 102-104 при виявленні E.Coli, Proteus, Klebsiella, S.Saprophiticus
Діагноз ЦД встановлюють при наявності наступних ознак:

- концентрація цукру (глюкози) в капілярній крові натще перевищує 6,1 ммоль/л,  а через 2 години після прийому їжі  перевищує 11,1 ммоль/л;

- у результаті ГГТ рівень цукру крові перевищує 11,1 ммоль/л;

- рівень глікованого гемоглобіну перевищує 5,9 %;

- у сечі наявний цукор та кетони.
ЦД I-го типу належить до аутоімунних захворювань, що характеризується наявністю аутоантитіл до білкових структур на поверхні або всередині бета-клітин підшлункової залози. Їх аявність до розвитку захворювання може ідентифікувати ЦД. Так, особи з наявністю більше одного виду аутоантитіл (наприклад, ICA, IAA, GAD, IA-2) мають більший ризик. На сьогодні низка причини не дають змоги обстежувати з метою виявлення автоімунних маркерів поза межами наукових клінічних досліджень. По-перше, межі показників імунних маркерів стосовно клінічного застосування достеменно не встановлені. По-друге, відсутній консенсус про подальші підходи при позитивних результатах тесту на аутоантитіла. Отже, на сьогодні, економічна ефективність такого скринінгу залишається сумнівною [50].
Таким чином, цукровий діабет I-го типу полігенне багатофакторне захворювання, що призводить до розвитку абсолютного інсулінового дефіциту, порушення вуглеводного, а потім й інших видів обміну речовин. Частота первинної захворюваності в дитячому й підлітковому віці залишається в умовах сьогодення дуже високою [5, 16]. 

2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Об’єкт дослідження

Вивчено динаміку загально-клінічних та біохімічних показників крові 193 хворих на цукровий діабет I-го типу віком від 3 до 14 років. Хворих було поділено на 3 групи: 1 – хворі на ЦД I-го типу з дебютом захворювання в 4,52±1,45 роки, 2 – хворі на ЦД I-го типу з дебютом захворювання в 8,05 ±2,12 роки, 3 − хворі на ЦД I-го типу з дебютом захворювання в 12,31±1,26 роки. Визначення показників в групах дослідження проведено в наступні періоди ‒ до 1 року захворювання (І етап), від 1 до 3 років (ІІ етап),  від 3 до 5 років (ІІІ етап). Першу групу склали 65 дітей, із них 39 хлопчиків та 26 дівчаток. Друга група включала 62 дитини, із них 32 хлопчики та 30 дівчат. Третя група налічувала 66 осіб, з яких 35 хлопчиків та 31 дівчина.
Контрольні групи склали 20 практично здорових дітей відповідного віку.
Для оцінки метаболічного стану хворих на ЦД 1-го типу досліджували концентрацію гемоглобіну, лейкоцитів, глюкози, загального білірубіну, креатиніну, сечовини, загального холестерину, активність альфа-амілази, швидкість осідання еритроцитів.
Показники отримували із особистих карток хворих.
2.3  Методи дослідження
2.2.1 Імунохімічний метод визначення інсуліну з електрохемілюмінесцентною детекцією (ECL)

 Аналізатор: Cobas 6000 (е601 модуль). Тест-системи: Roche Diagnostics (Швейцарія). Референтні значення в лабораторії «СИНЕВО Україна» : 2,6-24,9 мкМЕ / мл. Коефіцієнт перерахунку: мкМЕ / мл х 6,945 = пмоль / л. пмоль / л х 0,144 = мкМЕ / мл. 

Інтерпретація результатів: гіпоглікемія натще (< 45 мг / дл), у поєднанні з високим рівнем інсуліну, припускає діагноз інсуліноми. Для збільшення чутливості тесту для виявлення пухлин підшлункової залози, які секретують інсулін, глюкоза та інсулін можуть вводитися дозами після більш тривалої перерви в харчуванні (максимум 72 години - протягом яких пацієнт споживає лише рідину, без зайвих калорій або кофеїну). Тест проводиться тільки в стаціонарних умовах, і корисний для виключення випадків реактивної гіпоглікемії. Підвищений рівень:

-Інсулінома.

-Інсулін-незалежний діабет (тип II).

-Захворювання печінки.

-Акромегалія.

-Синдром Іценко-Кушинга.

-Міотонічна дистрофія.

-Сімейна непереносимість фруктози і галактози.

-Ожиріння.

-Прийом інсуліну або гіпоглікемічних препаратів.

Знижений рівень:

-Інсулін-залежний цукровий діабет (тип I).

- Гіпопітуїтаризм.

Інтерферуючі фактори: у II і III триместрі вагітності спостерігається відносна стійкість до інсуліну, із збільшенням рівня інсуліну і прогресивної гіпоглікемією. У осіб з ожирінням рівні інсуліну натще вище, ніж у дорослих з нормальною вагою. Гіпоглікемія, викликана введенням інсуліну, може імітувати інсулінома. Медикаменти, які підвищують: амінокислоти, аспірин, беклометазон, хлорпропамід, оральні контрацептиви, глібенкламід, кальцію глюконат (у новонароджених), гідрохлортіазид, інтерферон альфа-2а, леводопа, преднізолон, спіронолактон, верапаміл. Знижують: бета- адренергічні блокатори, кальцитонін, циметидин, клофібрат, фенобарбітал, фуросемід, метформін, ніфедипін, тіазиди.

2.2.2 Визначення глюкози в крові, плазмі (сироватці) і спинно-мозкової рідини глюкозооксидазним методом
Принцип методу. Глюкоза в присутності ферменту глюкозооксидази окислюється киснем повітря з утворенням в ході реакції перекису водню. Перекис водню в присутності ферменту пероксидази окисляє ортотолуідін з утворенням забарвленого з'єднання, інтенсивність забарвлення якого пропорційна вмісту глюкози. Нормальний вміст глюкози - 4,1-5,9 ммоль / л; у віці від 60 до 90 років - 4,6-6,4 ммоль / л; у дітей - 3,3-5,6 ммоль / л.

Необхідні реактиви:

1. Натрію хлориду 9 г / л (ізотонічний розчин): готують, розчиняючи 0,9NaCl в 100 мл води.

2. Цинку сульфат, 50 г / л : 5 г сульфату цинку (ZnSО4) розчиняють у воді, об'єм доводять до 100 мл.

3. Натрїдкий , 0,3 моль / л: готують, розчиняючи 1,2 г NaOH в 100 мл води, концентрацію перевіряють титруванням (вона повина бути 0,3 н).

4. Ортотолуідін, 1 %-ний розчин: 1 г препарату розчиняють в 100 мл абсолютного спирту. Розчин можна зберігати в холодильнику в склянці з притертою пробкою кілька місяців. Наявний в продажу препарат можна очистити перекристалізацією, для чого його розчиняють в абсолютному спирті, додають воду і кристали відсмоктують на фільтрі, потім сушать над хлоридом кальцію.

5. Ацетатний буферний розчин рН 4,8: змішують 4 частини 0,25 н оцтової кислоти (перевірити титруванням) і 6 частин 0,25 н ацетату натрію (містить 34 г CH3COONa г 3Н2О в 1 л).

6. Глюкозооксидаза - сухий препарат активністю 3000 од / мг або більше.

7. Пероксидаза з хрону. Бажано використовувати кристалічний препарат фірми "Реана" (Угорщина): 1 мг розчиняють у 5 мл ацетатного буфера, в холодильнику можна зберігати кілька днів.

8. Робочий реактив: в 80 мл ацетатного буфера розчиняють 2 мг глюкозооксидази і 1 мг пероксидази, додають 1 мл 1 %-ного розчину ортотолуідіна, перемішують і доводять об'єм буферним розчином до 100 мл. Робочий реактив повинен бути прозорим, безбарвним або мати слабо-зелений відтінок, в цьому випадку він стійкий при зберіганні на холоді. Якщо ж забарвлення інтенсивне або через кілька годин після приготування починає випадати осад , це означає , що ортотолуідін недостатньо чистий і його треба перекристалізовувати.

9. Калібрувальні розчини глюкози. Глюкозу попередньо висушують при температурі 37 ° С і зберігають в ексикаторі. Спочатку готують основний розчин з концентрацією 50 ммоль / л, для чого 180 мг речовини розчиняють у 20 мл насиченого розчину (приблизно 0,3 %) бензойної кислоти. З цього розчину готують робочі калібрувальні розчини, що містять 3; 6; 9; 12; 15; 18 і 21 ммоль / л, для чого беруть 0,6; 1,2; 1,8; 2,4; 3; 3,6 і 4,2 мл основного розчину і доводять насиченим розчином бензойної кислоти до об'єму 10 мл. Ці розчини містять глюкозу в тих же концентраціях, в яких вона буває в крові, що полегшує розрахунки при калібруванні. 

Хід визначення. У центрифугуючу пробірку вносять 1,1 мл розчину хлориду натрію, 0,4 мл розчину сульфату цинку і 0,4 мл 0,3 н розчину NaOH, перемішують; при цьому утворюється дуже тонкий гель гідрату окису цинку, в нього випускають 0,1 мл крові або калібрувального розчину, знову перемішують і через 10 хв центрифугують при швидкості 3000 об. / хв протягом 10 хв. До 1 мл надосадової рідини додають 3 мл робочого реактиву і обережно перемішують. Поступово починає розвиватися забарвлення, яка при звичайній кімнатній температурі досягає максимуму через 13-15 хв, а потім поступово зменшується. Фотометрують завжди через один і той же проміжок часу після додавання робочого реактиву в кюветах з довжиною оптичного шляху 1 см з червоним світлофільтром (довжина хвилі 625 нм) проти холостого досвіду, який ставлять одночасно з робочими пробами, але замість крові беруть фізіологічний розчин хлориду натрію. При приготуванні калібрувального графіка замість проб крові беруть 0,1 мл відповідного калібрувального розчину. Розрахунок можна проводити за правилом пропорцій або за калібрувальним графіком, для побудови якого на одній осі відкладають концентрацію глюкози (ммоль / л), а на іншій - величину екстинкції.

Примітки: 1. Можна спочатку випустити кров з піпетки в ізотонічний розчин хлориду натрію, а потім додати розчини сульфату цинку і NaOH. 2. При систематичній роботи немає необхідності постійно будувати калібрувальний графік по всіх точках, достатньо щодня обробляти холосту пробу і 2-3 точки в діапазоні 3-9 ммоль / л, а повний калібрувальний графік будувати лише при зміні реактивів або налагодженні методики.
2.2.3 Проба на толерантність до глюкози (глюкозо-толерантний тест)

Загальні відомості. Проба на толерантність до глюкози (Глюкозо-толерантний тест, ГТТ) - метод діагностики цукрового діабету. Основні показання до застосування: діагностика цукрового діабету, раніше виявлені невеликі (сумнівні) збільшення вмісту глюкози, наявність факторів ризику розвитку діабету - ожиріння, атеросклероз, серцево-судинні захворювання, наявність діабету у родичів.

 
Проба на толерантність до глюкози проводиться для виявлення цукрового діабету та прихованих порушень обміну вуглеводів. Принцип тесту полягає у вимірюванні вмісту глюкози 2 рази - до навантаження і через 2 години. Навантаження з глюкозою: 75 грам безводної глюкози розчинити в 250-300 мл. води і випити протягом 3-5 хвилин на голодний шлунок. Для дітей кількість глюкози становить 1,75 г глюкози на 1 кг маси тіла. Тесту передує нічне голодування протягом 8 годин (не більше 14 годин), воду пити можна. Останній прийом їжі ввечері повинен містити 30-50 г вуглеводів.

 
Показанням для проведення тесту є сумнівні результати вимірювання глюкози, випадково виявлені гіперглікемія або глюкозурія, а також клінічні ознаки цукрового діабету при нормальному вмісті глюкози. Слід враховувати, що у випадку, якщо діагноз "цукровий діабет " не викликає сумнівів, застосування тесту може призвести до розвитку глікемічного шоку.

Підготовка до діагностики.

1. Слід пояснити пацієнтові , що дослідження дозволить оцінити метаболізм глюкози.

2. Пацієнт повинен дотримуватися протягом 3 діб дієти з високим вмістом вуглеводів і протягом 8-12 год до дослідження утриматися від прийому їжі (після нічного голодування).

3. Пацієнту рекомендують утриматися від куріння, вживання кави та алкоголю, а також від важкого фізичного навантаження протягом 8 год до дослідження і під час його проведення.

4. Слід попередити його, що для дослідження необхідно взяти пробу крові, і повідомити, хто і коли буде брати кров з вени.

5. Пацієнта попереджають про можливі неприємних відчуттях під час накладення джгута на руку і пункції вени.

7. Лікуючий лікар і лікар-лаборант повинні знати про прийом пацієнтом препаратів, які можуть вплинути на результат дослідження. При необхідності ці препарати відміняють.

8. Варто поінформувати пацієнта про симптоми гіпоглікемії (слабкість, занепокоєння, дратівливість, відчуття голоду, посилене потовиділення), при появі яких він повинен негайно повідомити лікаря.

Процедури

1. Вранці між 7 і 9 год беруть пробу крові з вени для визначення вихідного рівня глюкози натще. Кров набирають у пробірку з вени або з пальця. Можна ввести катетер.

2. Якщо в даній клініці це дослідження включає також визначення рівня глюкози в сечі , то відразу після взяття крові слід взяти пробу сечі.

3. Після взяття проб крові і сечі пацієнту дають випити розчин, що містить необхідну кількість глюкози, і відзначають час. Розчин бажано випити протягом не більше 5 хв.

4. Через 1, 2 год. після навантаження глюкозою беруть кров з вени або з пальця.

5. Через такі ж проміжки часу збирають сечу для дослідження.

6. При появі у пацієнта слабкості від багаторазових венепункції йому рекомендують прилягти.

7. Протягом усього дослідження бажано, щоб пацієнт пив воду для виділення достатньої кількості сечі.

8. Місце венепункції придавлюють ватною кулькою до зупинки кровотечі.

9. При утворенні гематоми разом венепункції призначають зігріваючі компреси.

10. Необхідно простежити, щоб пацієнт перекусив, а також не переглянути симптомів гіпоглікемії.

11. Після взяття крові пацієнт може відновити прийом препаратів, які довелося скасувати.

Референтні значення.

У разі проведення перорального глюкозотолерантного тесту відправними є наступні показники (в капілярної і у венозній крові):

1) Нормальна толерантність до глюкози характеризується рівнем глікемії через 2 години після навантаження глюкозою < 7,8 ммоль / л (< 140 мг / дл).

2) Підвищення концентрації глюкози в плазмі крові через 2 години після навантаження глюкозою до значень > 7,8 ммоль / л (> 140 мг / дл), але < 11,1 ммоль / л (< 200 мг / дл) свідчить про порушеної толерантності до глюкози.

3) Вміст глюкози в плазмі венозної крові через 2 години після навантаження глюкозою > 11,1 ммоль / л (> 200 мг / дл) може бути підставою для попереднього діагнозу ЦД, який повинен бути підтверджений повторними визначеннями.

2.2.4 Визначення індексу маси тіла
Індекс маси тіла (англ. body mass index (BMI), ІМТ) - величина, що дозволяє оцінити ступінь відповідності маси людини та її зростання і, тим самим, побічно оцінити, чи є маса недостатньою, нормальною або надлишковою. Важливий при визначенні показань для необхідності лікування. Індекс маси тіла розраховується за формулою: I = m/h2, де m - маса тіла в кілограмах; h - ріст в метрах, і вимірюється в кг / м ². Наприклад, маса людини = 85 кг, зріст = 164 см. Отже, індекс маси тіла в цьому випадку дорівнює: ІМТ = 85 : (1,64 x1,64) = 31,6. Показник індексу маси тіла розроблений бельгійським соціологом і статистиком Адольфом Кетеле (Adolphe Quetelet) в 1869 році. Відповідно до рекомендацій ВООЗ розроблена наступна інтерпретація показників ІМТ [1]: Індекс маси тіла - відповідність між масою людини та її ростом

16 і менш - виражений дефіцит маси

16-18,5 - недостатня (дефіцит) маса тіла

18,5-25 – норма

25-30 - надлишкова маса тіла (предожіреніе)

30-35 - ожиріння першого ступеня

35-40 - ожиріння другого ступеня

40 і більше - ожиріння третього ступеня (морбідне)

Індекс маси тіла слід застосовувати з обережністю, виключно для орієнтовної оцінки - наприклад, спроба оцінити з його допомогою статура професійних спортсменів може дати невірний результат (високе значення індексу в цьому випадку пояснюється розвиненою мускулатурою).

2.2.5 Визначення загального холестерину в крові

Принцип методу визначення загального холестерину. У сильнокислому безводному середовищі холестерин взаємодіє з сумішшю сірчаної, оцтової кислот і оцтового ангідриду. У ході реакції холестерин послідовно окислюється. При цьому кожна стадія реакції супроводжується утворенням молекули холестерину, яка має на один подвійний зв'язок більше, ніж з'єднання, з якого вона утворилася. В результаті кінцевого окислення іона 3,5 - холестодіена виходить забарвлене з'єднання, розчинена в сірчаної кислоти і дає максимум абсорбції при 410 і 610 нм. Через нестійкості забарвлення сполуки час фотометрування має бути точно витримано. Реакційна суміш зі стандартним розчином холестерину має смарагдовий колір. Однак проби сироватки можуть давати зелений, блакитний, бурий колір. Це пов'язано з тим, що в результаті утворення ендогенного тепла в реакцію вступають багато компонентів сироватки крові. Крім того, в реакції Лібермана - Бурхарда вільний холестерин і його ефіри утворюють кольорові комплекси з різним коефіцієнтом молекулярного поглинання. У разі високого вмісту ефірів оптична щільність холестерину виявляється більш високою. Оскільки на пряме визначення холестерину впливають багато факторів, реакцію холестерину з сумішшю Лібермана-Бурхарда не можна вважати специфічною. Прямий метод визначення холестерину відносно простий у виконанні і недорогий. Однак токсичність і здатність викликати корозію системи в сучасних аналізаторах обмежують застосування методу. У великих лабораторіях перевагу віддають ферментативним методів визначення холестерину. Нормальний рівень загального холестерину в крові за методом Ілька: 4,65-6,46 ммоль / л. (180-250 міліграм / децилітр). При концентрації холестерину в пробі вище 16 ммоль / літр сироватку розводять фізіологічним розчином у співвідношенні 1:1. Реакція чутлива на зміну температури, тому необхідно особливо дотримуватися охолодження реакційної суміші після добавки сірчаної кислоти. Білірубін в концентрації вище 50 мкмоль / літр впливає на результат аналізу. Інтерференцію білірубіну можна виправити розрахунком. Зміст 17 мкмоль / літр білірубіну призводить до завищення вмісту холестерину в сироватці приблизно на 0,1 моль / літр. Сироватка повинна бути негемолізованою. 

Необхідні реактиви для визначення холестерину. 

1. Крижана оцтова кислота. 

2. Концентрована сірчана кислота.

3. Оцтовий ангідрид.

4. Абсолютний етиловий спирт.

5. Кислотна суміш: в суху колбу наливають 10 мілілітрів крижаної оцтової кислоти і 50 мілілітрів оцтового ангідриду, потім при постійному перемішуванні і охолодженні додають 10 мілілітрів концентрованої сірчаної кислоти. Суміш повинна бути безбарвною або злегка жовтуватою. Зберігати в холодильнику в темній склянці з притертою пробкою.

6. Калібровочний розчин: 232 міліграма холестерину розчиняють в 2-3 мілілітрах хлороформу і доводять до об'єму 100 мілілітрів абсолютним етиловим спиртом. Приготований розчин містить холестерин в концентрації 6 ммоль / літр.

Хід визначення холестерину. До 2,1 мілілітра кислотної суміші повільно по стінці пробірки додають 0,1 мілілітра плазми або сироватки без ознак гемолізу, перемішують струшуванням і ставлять на 20 хвилин у термостат або водяну баню при температурі 37°С, потім фотометрують в кюветі з довжиною оптичного шляху 0,5 сантиметрів проти реактиву при довжині хвилі 625 нм.

Побудова калібрувальної кривої і розрахунок. До 0,05-0,2 мілілітра калібрувального розчину додають таку кількість кислотної суміші, щоб загальний обсяг був 2,2 мілілітра, перемішують і витримують 20 хвилин при температурі 37°С, так само як і досвідчені проби, а потім фотометрують. Забарвлення калібрувальної проби, в яку взято 0,05 мілілітра калібрувального розчину, відповідає змісту холестерину в плазмі 3 ммоль / літр; проби, в яку взято 0,1 мілілітра, - змістом 6 ммоль / літр і так далі

Примітки. 1. Попадання води призводить до помутніння розчину. 2. Сліди гемолізу або жовтушність досліджуваної плазми або сироватки служать причинами завищених результатів. 3. Можна використовувати для фотометрії та кювети з довжиною оптичного шляху 1 сантиметр, тоді кількість кислотної суміші подвоюють, а кількість досліджуваного матеріалу залишається колишнім. Даний метод визначення вмісту холестерину в крові відносять до колориметричних.

2.2.6 Визначення вмісту тригліцеридів у сироватці крові з
ацетилацетоном

Принцип методу. Тригліцериди екстрагуються із сироватки крові. Звільнений в результаті лужного гідролізу гліцерин окислюють до формальдегіду за допомогою метаперіодат натрію. Утворений формальдегід утворює з ацетилацетоном в слабкому оцтовому розчині 3,5 - діацетил - 1 ,4- дігідролютідін, інтенсивність забарвлення якого пропорційна вмісту тригліцеридів. 

Необхідні реактиви: 1. Гептан. 2. Ізопропіловий спирт (ізопропанол). 

3. 0,08 н сірчана кислота (приблизно 2,2 мл концентрованої H2SO4 на 1 л води). 4. Їдке калі, 6,25 моль / л: 17,8 г KON розчиняють у 50 мл, обережно додаючи гранули лугу в воду, охолоджуючи і перемішуючи. 5. Оцтова кислота, 50 г / л. 6. Йодна кислота: розчиняють 0,6 г HIO4х2H2O (перйодная кислота) в 100 мл 5 % оцтової кислоти. 7. Амонію ацетат, 2 моль / л: розчиняють 154 г ацетату амонію у воді, об'єм доводять до 1 л. 8. Ацетилацетоновий реактив: 1,5 мл ацетилацетону (СН3СОСН2СОСН3) розводять розчином оцтовокислого амонію до сумарного обсягу 200 мл. Зберігають в посудині з темного скла. 9. Калібровочний розчин триолеїн, 2 ммоль / л. Містить 170 мг триолеїн в 100 мл ізопропілового спирту. Можна використовувати й інші калібрувальні розчини, перелічені в примітці. Примітка. Якщо використовувати для калібрування розчин триолеїна в розчині ізопропілового спирту, то після екстракції і розшарування обсяг верхньої фази в калібрувальних пробах виявляється більше, ніж у досвідчених, що призводить до заниженими результатами аналізу. Щоб уникнути цієї помилки, рекомендують калібрувальний розчин готувати за таким прописом: 510 мг триолеїну розчинити в 100 мл ізопропілового спирту, з отриманого вихідного калібрувального розчину з вмістом 6 ммоль/л готувати в міру необхідності робочий калібрувальний розчин із вмістом 1,2 ммоль / л, розводячи 1 об’єм вихідного калібрувального розчину 4 об’ємами води.

 
Хід визначення. До 0,5 мл сироватки або плазми додають 2 мл гептана, 3,5 мл ізопропілового спирту і 1 мл 0,08 н сірчаної кислоти, перемішують і через 5 хв центрифугують. З верхнього (гептанового) шару відбирають 0,4 мл, додають 2 мл ізопропілового спирту і 1 краплю 6,25 н KOH. Перемішують, закривають пробкою і нагрівають на водяній бані протягом 10 хв. при температурі 70 ° С. Після охолодження додають 0,2 мл перйодатного реактиву і 1 мл ацетілацетонового реактиву, після перемішування знову закривають пробкою і нагрівають ще 10 хв при 70 ° С. Розвивається жовто- зелене забарвлення, інтенсивність якого вимірюють, фотометрують при довжині хвилі 425 нм в кюветах з довжиною оптичного шляху 0,5 см проти холостої проби, яку ставлять так само, як і дослідну, але замість досліджуваного матеріалу беруть 0,5 мл води. Калібрувальну пробу ставлять так само, як і дослідну, але замість сироватки або плазми беруть 0,5 мл калібрувального розчину і 0,5 мл води; розвивається забарвлення відповідає забарвленню дослідної проби, в яку взята плазма з вмістом тригліцеридів 2 ммоль / л. Розрахунок проводять за правилом пропорцій або за калібрувальним графіком. Якщо використовується калібрувальний розчин, що вже містить воду, то при постановці калібрувального досвіду беруть 0,5 мл робочого калібрувального розчину, а воду не додають.
2.2.7 Підрахунок кількості лейкоцитів у рахунковій камері Горяєва

Підрахунок кількості лейкоцитів входить до складу загального клінічного аналізу крові і проводиться уніфікованим методом підрахунку в камері Горяєва [51, 52]. Принцип методу − підрахунок лейкоцитів під мікроскопом у певній кількості квадратів камери й перерахування на 1 мкл крові (або 1 л по системі СИ), виходячи з об'єму квадратів і розведення крові.

Реактиви: 3-5% розчин оцтової кислоти, підфарбований декількома краплями розчину метиленового синього (для забарвлення ядер лейкоцитів).     

Спеціальне устаткування: мікроскоп, рахункова камера Горяева.

Хід визначення: із пальця набирають 0,02 мл крові та вносять в пробірку, що містить 0,4 мл оцтової кислоти, ретельно перемішують.Кінчик піпетки витирають фільтрувальним папером або марлею, стежачи за тим, щоб з піпетки кров не вилилася. Видувають кров з піпетки на дно пробірки, ретельно перемішують (повторно набираючи й видуваючи суміш крові з оцтовою кислотою). Маркірують пробірку й залишають до моменту рахунку (допускається підрахунок не більш ніж через 2 - 4 год після узяття крові). 

Підготовляють підрахункову камеру із сіткою й покривне скло, потім притирають скло до камери, злегка надавлюючи його таким чином, щоб по краях скла з'явилися райдужні кільця або смуги (це свідчить про висоту камери - 0,1 мм). Заповнюють рахункову камеру розведеною кров'ю: попередньо струшують кілька разів вміст пробірки, потім піпеткою Пастера або скляною паличкою відбирають краплю розведеної крові й підносять її до краю покривного скла, стежачи за тим, щоб кров без пухирців повітря рівномірно заповнила всю поверхню сітки. Заповнену камеру залишають у горизонтальному положенні на 1 хвилину (для осідання лейкоцитів). Не змінюючи горизонтальне положення камери, поміщають її на столик мікроскопа й підраховують лейкоцити в 100 великих квадратах з малим збільшенням (окуляр 10Х, об'єктив 8Х). Для більшої точності підрахунок лейкоцитів проводять по всій сітці  у великих квадратах (нерозділених  на малі квадрати й смуги), починаючи з лівого верхнього кута сітки. Для  кращого контрастування затемнюють поле зору, опускаючи конденсор і закриваючи діафрагму. Підраховують лейкоцити, розташовані усередині квадрата та на будь-яких двох лініях (щоб двічі не підрахувати одну клітку) [51].

Розрахунки числа лейкоцитів проводять, виходячи з розведення крові (20), числа полічених квадратів (100) і обсягу одного великого квадрата за формулою 2.1.
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де  Х – кількість лейкоцитів в 1 л крові;

а – сума лейкоцитів у 100 великих квадратах;

б – розведення крові ( у 20 разів);

в – кількість підрахованих великих квадратів (100); 

250 – перерахунок у мікролітри, об'єм одного великого квадрата 1/250 мкл;

106 – перерахунок із мікролітрів у літри.

2.2.8 Метод визначення агрегації еритроцитів
Широко відомий прямий оптичний метод визначення агрегації еритроцитів, рекомендований для використання комітетом експертів ВООЗ по стандартизації в гематології (International committee for standardization in hematology (expert panel on blood theology). Guidelines on selection of laboratory tests for monitoring the acute phase response. J. Clin. Pathol. 1988., V.41, P.1203-1212). Цей метод зручний і простий у виконанні і відповідає наступним вимогам: агрегація еритроцитів враховується в умовах, що виключають її штучне посилення, агрегація враховується при стандартному початковому об'ємному співвідношенні маси еритроцитів і плазми, що наближається до фізіологічного, для розведення плазмової суспензії еритроцитів (і одночасно «фіксації» агрегатів) використовують те ж середовище (плазма ± агрегуюча речовина), що суспензує. Кількісне визначення агрегації в камері (Горяева) дозволяє одночасно оцінити величину і форму агрегатів візуально. Технічним результатом пропонованого способу є можливість прогнозування крайових некрозів в області післяопераційної рани при остеосинтезі переломів кісток гомілки шляхом визначення у венозній крові патологічних еритроцитарних агрегатів. При їх виявленні прогнозують високу вірогідність розвитку крайового некрозу в області післяопераційної рани. Спосіб оцінки агрегації еритроцитів полягає в наступному. Береться кров у хворого з периферичної вени, стабілізується і після 15-хвилинного центрифугування при 3000 про/мін розділяється на плазму і формені елементи. Робиться розведення еритроцитів в 100 разів: мікропіпеткою на 0,2 мл розкопується плазма в пластикові планшети і додається 0,02 мл відмитої у фосфатному буфері еритроцитарної маси. Отримана суспензія еритроцитів в аутоплазмі поміщається в камеру Горяева, де за допомогою світлового мікроскопа через 4 хвилини після початку спонтанної агрегації візуально визначається наявність або відсутність патологічних (глибчатих) агрегатів. При агрегатометрії реєстрували число агрегатів і кількість неагрегованих еритроцитів. Розраховували відношення числа агрегатів до кількості неагрегованих клітин і це відношення розглядали як показник агрегації еритроцитів (індекс агрегації).
Коефіцієнт величини агрегату у відносних одиницях вимірюється як відношення діаметру агрегата до середнього діаметру еритроцита. 
2.2.9 Визначення кількості тромбоцитів

Принцип. Підрахунок тромбоцитів в 1 мкл (або 1 л) з урахуванням розведення крові і об’єму квадрата лічильної сітки із застосуванням фазово-контрастного приладу для контрастування тромбоцитів.
Хід дослідження: перемішати 1 краплю Трилон-Б із 1 краплею крові, 1 хвилину суміш стоїть, потім притертим склом краплина розтирається по усій поверхні скла, висушується, фарбується. Під мікроскопом рахується 5 полiв зору у 100 еритроцитах, помножується на 5, та на 35. Норма: 180,0-320,0 Г/л [39].

2.2.10 Визначення  концентрації гемоглобіна  

Концентрацію гемоглобіна визначали гемоглобінціанідним методом [51]. Діапазон визначаємих концентрацій – від 10 г/л до 200 г/л. Коефіцієнт варіації – 2 %.

Принцип метода: гемоглобін окислюється ферроціанідом калію до метгемоглобіну, який перетворюється в ціанометгемоглобін. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна концентрації гемоглобіну в зразку. 

Склад набору: 

Реагент 1: гемоглобін (концентрат 50х): ферроціанід калія – 0.60 ммоль/л; калія ціанід − 77 ммоль/л; дегідроген фосфат калія − 2 ммоль/л. 

Стандарт:  розчин гемоглобіну − 150 г/л. 

Обладнання: фотометричне обладнання, відповідні кювети; загальне лабораторне обладнання.


Зразки: венозна, капілярна кров стабілізована ЕДТА, гепарином. 

Хід визначення:
1. Приготування робочого реагенту: до 245 мл  дистильованої  води  додати 
5 мл  реагенту 1. 
2. Розлити реактив у промаркіровані пробірки  відповідно з таблицею 2.1
Таблиця 2.1 – Визначення гемоглобіну 

	       Параметр
	Холоста проба
	Стандарт
	Зразок

	Стандарт гемоглобіну, мкл 
	-
	20 
	-

	Зразок, мкл
	-
	-
	20 

	Робочий   реагент, мл
	5,0 
	5,0 
	5,0 


4. Перемішати та інкубувати протягом 3 хв. при температурі 15-25ºC. 

5. Виміряти оптичну щільність  (Е) зразка і стандарту проти холостого зразка при 540 нм. Розрахунок концентрації проводять за формулою  2.2.
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де Сдос -  концентрація гемоглобіну в дослідному зразку, г/л.

Едос - оптична щільність  дослідного зразка, одиниць оптичної щільності;
Ест -  оптична щільність  стандарту, одиниць оптичної щільності;
Cст-  вміст гемоглобіну в стандарті, 150 г/л.

2.2.11 Визначення швидкості осідання еритроцитів 
Визначення швидкості осідання еритроцитів проводили  мікрометодом  Панченкова [51].

Принцип методу: заснований на здатності властивостей крові,змішаної з розчином натрію цитрату, при стоянні протягом певного відрізка часу розділятися на два прошарки – нижній, еритроцити, верхній – плазму. Розділення  проходить з різною швидкістю в залежності від змін хімічних та фізичних властивостей кров і.
Реактиви: 5% розчин трьохзаміщеного натрію цитрату. 


          Обладнання: пробірки скляні, апарат Панченкова (складається з штатива, що містить лунки та гумові зажими для спеціальних скляних капілярних піпеток з вертикальним каналом 1 мм.

Техніка виконання: капілярну піпетку Панченкова промивають 5% розчином натрію цитрату і цей же розчин набирають до позначки "Р" (50 мм) і вносять в скляну пробірку. Тим  же капіляром набирають 2 рази кров до позначки "К" або "О" (відповідає 100 мм) і вносять в розчин, що міститься в пробірці (співвідношення реактиву і крові 1:4). Ретельно перемішують, набирають в капіляр до позначки "0" і встановлюють строго вертикально в штатив. Через годину відраховують по поділкам висоту стовпчика плазми.

ШОЕ виражають в міліметрах: за 1 годину (мм/год.)

Клінічне значення: фізіологічні коливання ШОЕ у чоловіків складає 1-10 мм/год, у жінок – 2-15 мм/год.

Помилки визначення: порушення співвідношення між 5% розчином натрію цитрату та кров’ю, утворення згустку внаслідок недостатнього перемішування зразків, порушення вертикального положення капіляру у штативі. 
2.2.12  Визначення концентрації загального білірубіну     

Для  визначення  загального  білірубіну використана реакція взаємодії  білірубіну з діазотированою сульфаніловою кислотою (метод Єндрашека- Клегорна - Грофа) [58-60]. Діапазон визначаємих концентрацій – від 3,1 мкмоль/л до 300 мкмоль/л. Коефіцієнт варіації визначення не перевищує 7%.

Принцип методу: загальний білірубін перетворюється у кольоровий комплекс азобілірубіну під впливом діазотованої сульфанілової кислоти при кислому середовищі з утворенням кольорового комплексу, який вимірюється спектрофотометрично.

Склад набору: 
Реагент А-Т для визначення загального білірубіну: сульфанілова кислота 

29 ммоль/л, гідрохлорна  кислота 0,2 ммоль/л, цетримід 50 ммоль/л.

Реагент В: нітрат натрію 58 ммоль/л. Співвідношення А-Т та В  24:1

Стандарт білірубіну – білірубін 54,7 мкмоль/л.

Обладнання: фотометричне обладнання,здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі (545±20) нм; відповідні кювети; загальне лабораторне обладнання.

Зразки: сироватка крові. 
Хід  визначення  загального білірубіну:
1. Налити реагенти в промаркеровані пробірки у відповідності зі схемою, наведеною у таблиці  2.3.
Таблиця 2.3 – Об’єми реагентів для визначення загального білірубіну

	          Параметр     
	Контроль

реагенту
	Контроль

стандарту (зразка)
	Зразок

	Дистильована  вода 
	100 мкл
	-
	-

	Стандарт або зразок 
	-
	100 мкл
	100 мкл

	Реагент  А -Т
	-
	1,0 см3
	-

	Робочий  реагент
	1,0 см3
	-
	1,0 см3


2. Ретельно перемішати та інкубувати суміш 2 хв. при температурі 16-250С

3. Виміряти абсорбцію контролю стандарту при 545 нм проти дистильованої води.

4. Виміряти абсорбцію зразку проти проби контролю реагенту при 545 нм.

Розрахунок концентрації загального білірубіну проводять за формулою 2.2, де Сст - вміст білірубіну в стандарті, який становить 54,7 мкмоль/л.

2.2.13  Визначення  активності альфа-амілази

Активність альфа-амілази визначали кінетичним методом (51, 52(.
Діапазон  визначаємих концентрацій – від 20 Од/л до 2000 Од/л. Коефіцієнт варіації визначення – не більше 5 %.

Принцип методу: α-амілаза розщеплює амілазу (2-хлор-4-нітрофеніл-α-D-мальтотріоза, CNPG3) до вільних фрагментів 2-хлор-4-нітрофенола (CNP) та форму 2-хлор-4-нітрофеніла-α-D-мальтозіда (CNPG2), мальтотріози (G3) і глюкози (G). Швидкість утворювання  2-хлор-4-нітрофенола пропорційна каталітичний активності  α-амілази у зразку і вимірюється  фотометрично. 

Склад набору:

Реагент:  амілаза рН 6.2 – 2.25 ммоль/л, натрію хлорид -350 ммоль/л, кальцію ацетат – 6 ммоль/л, калію тіоціонат – 900 ммоль/л, натрію азід – 0.95 г/л.

Обладнання: фотометричне обладнання,здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині хвилі 405 нм, відповідні кювети; загальне лабораторне обладнання.


Зразки: сироватка крові.


Хід  визначення:

1. Довести робочий реагент до температури реакції.

2. Розлити реактив заданий об’єм зразка та у промаркіровані пробірки.

Зразок - 20 мкл; робочий  реактив − 1,0 см3.

4. Ретельно перемішати суміш, внести до кювети фотометру, стартувати реакцію. 

5. Через 30 секунд виміряти оптичну щільність зразка, повторювати вимірювання з інтервалом в 1 хвилину тричі при довжині хвилі 405 нм.

6. Обчислити різницю між початковою оптичною щільністю (Е) та середнім значенням зміни оптичної щільністі (Е) за хвилину (ΔЕ/хв) за формулою [2.3].
                                                      А = ΔЕ/хв.  х  3954                                           (2.3)
 

         де:   А  – активність в дослідному зразку α-амілази, Од/л.
         ΔЕ  – зміна оптичної щільності  зразка за хвилину, од. оптичної щільності.

         3954– теоретичний чинник перерахунку для вираження активності в Од/л.

2.2.14 Визначення концентрації  креатиніну 

Концентрацію визначали за методом Яффе (51, 52(. Діапазон концентрацій – 26- 1000 мкмоль/л. Коефіцієнт варіації – не більше 5%.

Принцип методу: креатинін реагує з лужним пікратом формуючи червоний комплекс. Інтенсивність забарвлення пропорційна концентрації.
Склад набору:

Реагент 1: пікриновий реагент: пікринова кислота – 17,5 ммоль/л. Реагент 2: лужний реагент: гідроксид натрію -  0,29 ммоль/л. Співвідношення реагентів 2 - 1:1. Стандарт: водний розчин креатиніну − 177 мкмоль/л.

Обладнання: фотометричне обладнання, відповідні кювети; загальне лабораторне обладнання.

Зразки: сироватка крові, гепаринізована плазма
Хід визначення:

1. Налити  реагент кімнатної температури в промаркіровані пробірки у відповідності з таблицею 2.4.
Таблиця 2.4 – Обʼєми реагентів для визначення  креатиніну в сироватці крові

	Параметр
	Холоста проба
	Стандарт
	Зразок

	Робочий   реагент, мл
	1,0
	1,0
	1,0

	Стандарт, мкл
	-
	100
	-

	Зразок, мкл
	-
	-
	100


2. Перемішати суміш, інкубувати 30 сек. при температурі 16-250 С

3. Виміряти оптичну щільність (Е) дослідного зразка і стандарту проти холостого зразка. Включити секундомір і виміряти Е через 60 сек.

4. Розрахунок концентрації сечовини проводять за формулою 2.2, 

де Сст - вміст креатиніну в стандарті, 177 мкмоль/л.
2.2.15 Визначення концентрації сечовини 

Сечовину визначали  уреазним  методом (51, 52(. Діапазон визначаємих  концентрацій – 2 − 50 ммоль/л. Коефіцієнт варіації – 5 %.

Принцип методу: сечовина гідролізується з утворенням  амонію і вуглекислого газу.  Іони амонію реагують з α-оксиглютаратом в присутності глютаматдегідрогенази і одночасно з окисленням НАДФ до НАД+ Зменшення концентрації  НАДФ, пропорційно концентрації сечовини.

До складу набору входять: 


Реагент 1. Трис рН 7,8 ммоль/л; α-кетоглюторат 6 ммоль/л; уреаза 75Од/л. 


Реагент 2. Ензими: ГДГ - 60000 Од/л; НАДФ – 0,32 ммоль/л.


Стандарт: водний розчин сечовини – 8,3 ммоль/л.

Обладнання: фотометричне обладнання, відповідні кювети; загальне лабораторне обладнання.


 Зразок: сироватка, гепаринізована  плазма.  


Хід визначення:

1. Налити реагент в пробірки у відповідності з таблицею 2.5 та інкубувати 30 сек. при температурі 16-250 С
Таблиця 2.5 – Обʼєми реагентів для визначення  сечовини сироватці крові

	Параметр
	Холоста  проба
	Стандарт
	Зразок

	Стандарт, мкл 
	-
	10 
	-

	Зразок, мкл
	-
	-
	10 

	Робочий реагент, мл
	1,0 
	1,0  
	1,0 


2. Виміряти оптичну щільність зразка і стандарту проти холостого зразка. Включити секундомір і виміряти оптичну щільність через 60 сек.

3. Розрахунок концентрації сечовини проводять за формулою 2.2,  


де Сст- вміст сечовини в стандарті, 8,3 ммоль/л.
2.2.16  Статистична обробка експериментальних даних

Статистичний аналіз проводили з використанням параметричних методів статистики (t-критерій Ст'юдента) з використанням пакету прикладних програм Microsoft Excel на персональному комп'ютері. 
Статистичну обробку результатів проводили шляхом обчислення середнього арифметичного значення, похибки середнього арифметичного, середнього квадратичного відхилення, достовірність різниці [53].
Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середнє арифметичне значення, що визначали за формулою [2.4]:
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Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної [image: image7.wmf]x
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою 2.5: 
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Потім знаходили величину похибки середнього значення ([image: image10.wmf]x

S

), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень, за формулою 2.6:
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Достовірність різницi визначали за формулами [2.7 та 2.8]:
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Показник вірогідності (Р) визначали за таблицею Ст’юдента на підставі даних (td). Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували критерій Ст’юдента, який дозволяє зіставити показники, виміряні в двох різних умовах на тій же вибірці випробуваних та встановити спрямованість змін та їх вираженість, тобто здатний визначити, чи є зрушення показників в одному напрямку більш інтенсивним, ніж в іншому [53].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

Результати загальних клінічних та біохімічних показників крові хворих на ЦД I-го типу наведені в таблицях 3.1 – 3.6.
Аналізуючі показники, наведені в таблиці 3.1, можна помітити наступні відмінності ЦД типу І. ЦД типу І діагностується в більш молодшому віці, ніж ЦД типу ІІ у зв'язку з тим, що діабет першого типу є наслідком мутацій. Хворі на ЦД типу І мають знижену вагу внаслідок підвищення катаболізму ліпідів для забезпечення енергетичних потреб організму, про що свідчить більш низький ІМТ у порівнянні з групою здорових донорів, але ці відміності були недостовірними. 

Таблиця 3.1 – Фізіологічні показники хворих на цукровий діабет І типу

	Показник
	ЦД І

n=193
	Здорові

n=20

	САТ, мм рт. ст.
	126,23±8,61
	118,56±4,97

	ДАТ, мм рт. ст.
	73,20±7,30
	78,87±4,90

	ІМТ
	18,17±2,58
	20,78±2,41


Більш інформативними були біохімічні показники, які відображені в таблиці 3.2. Найбільш діагностичну вагу при ЦД мають показники вмісту глюкози крові в тесті навантаження та рівень вільного інсуліну. Рівень глюкози в нагрузочному тесті як натщесерце, так і після 2 годин в крові хворих на ЦД І достовірно був вище норми. Показник вмісту вільного інсуліну у хворих на ЦД І –був достовірно нижче норми більш ніж в 5 разів. 

Головний показник ліпідного обміну – вміст тригліцеридів у хворих на ЦД І типу був достовірно нижче, ніж у здорових донорів. Також, і у хворих на ЦД І типу – загальний холестерин достовірно вище, ніж у здорових донорів. 

Таблиця 3.2 – Біохимічні показники  хворих на цукровий діабет І типу

	Показник
	ЦД І

n=193
	Здорові

n=20

	Рівень глюкози крові, натщесерце

ммоль/л
	8,33±1,03*
	4,73±0,78

	через 2 години після навантаження глюкозою
ммоль/л
	13,78±0,58*
	5,41±0,44

	Вільний інсулін,

мкЕд / мл
	1,7±0,0,03*
	10,26±1,78

	ТГ, ммоль/л
	1,20±0,16*
	1,63±0,18

	Загальний

холестерин, ммоль/л
	4,71±0,81*
	3,38±0,92


Примітка: * -  р < 0,05 порівняно з показником здорових донорів.
Таблиця 3.3 – Кількість формених елементів крові у хворих на цукровий діабет І типу
 

	Группа обстежених
	Кількість еритроцитів,
млн./мкл

	Кількість
лейкоцитів,
млн/л

	Кількість
тромбоцитів,
млн/л


	Практично здорові, 20 осіб
 
	4,00±0,08

	7,0±0,14
	246,90±9,61


	 ЦД1, 193 особи
	4.05±0,05

	6,3±0,15*
	264,67±11,21*



 

Примітка:    *   —   достовірність   відмінностей в порівнянні з практично здоровими, р<0,05.
 

Проведене дослідження показало, що у усіх обстежених кількість формених елементів крові не виходила за рамки фізіологічної норми (таблиці 3.3, 3.4). Проте кількість тромбоцитів у пацієнтів з ЦД була достовірно вища, ніж у практично здорових. У хворих з ЦД І число лейкоцитів було достовірно нижче ніж у здорових пацієнтів. Крім того у хворих на цукровий діабет І типу спостерігалося зниження індексу агрегації еритроцитів та збільшення коефіцієнту величини агрегату (таблиця 3.6). Зареєстровані функціональні зрушення, а також зниження змісту фібриногену в крові, можна розцінювати як компенсаторні реакції, що оптимізують кровотік в мікросудинах, за наявності таких чинників ризику, як підвищену кількість тромбоцитів, холестерину і С-реактивного білку.

Таблиця 3.4 – Лейкоцитарна формула крові у хворих на цукровий діабет І типу
	Группа обстежених
	Лімфоцити


	Лейкоци-ти
	Моноцти,
%
	Нейтрфі-ли,
%
	Еозинофі-ли,
%
	Базофі
-ли,
%

	
	%
	абс.
	
	
	
	
	

	Практично здорові,

20 осіб

	28,6±

1,1
	2,01±

0,03
	7,0±
0,14
	7,4±
0,56
	61,7±
2,0
	2,0±
0,27
	0,26±
0,08

	ЦД1,

193 особи
	30,25±

2,8
	1,88±

0,02
	6,3±
0,15*
	5,34±
0,11
	62,4±
2,22
	1,75±
0,15
	0,24±
0,01


Примітка:   *   —   достовірність відмінностей в порівнянні з практично здоровими, р<0,05.

Таблица 3.5 – Показники агрегації еритроцитів крові у хворих на цукровий діабет І типу 
	Группа обстежених
	Індекс агрегації,
відн. од.
	Коеф.
величини агрегату, відн. од.

	Практично здорові,

20 осіб

	0,70±0,03
	3,09±0,28

	ЦД1, 193 особи

	0,63±0,02*
	3,56±0,24*


Примітка:   *   —   достовірність   відмінностей в порівнянні з практично здоровими, р<0,05.

Таблиця 3.6 – Порівняльна оцінка лейкоцитарно-еритроцитарних взаємовідносин у хворих на цукровий діабет І типу
	Показники
	Лейко-цити, х106/л
	Лейкоци-ти + 2 еритроцита, %
	Лейкоци-ти + 3 еритроци-та, %
	Лейкоци-ти + 4 еритроцита, %
	Лейкоци-ти + 5 еритроцитів, %
	Лейкоци-ти + 6 еритроцитів, %
	Загаль-на кіль-кість,
 %

	здорові (п=20)
	7,0±
1,49
	0,19±
0,03
	0,5±
0,05
	0,25±
0,03
	0,44±
0,06
	0,12±
0,02
	1,5±

0,03

	ЦД1 (п=30)
	6,3±
1,5
	0,54±
0,07*
	1,73±
0,1*
	2,64±
0,09*
	1,54±
0,1*
	0,9±
0,01*
	7,35±
0,07*


Примітка: * - достовірність відмінностей між здоровими і хворими.

У крові здорових вміст лейкоцитарно-еритроцитарних агрегатів (ЛЕА) невеликий — їх утворюють приблизно 1,5 % усіх білих кров'яних тілець. У хворих же з ЦД І типу число ЛЕА значно зростає. 
При цьому збільшується зміст лейкоцитів, що приєднали до себе 4, 5, 6 і більше еритроцитів. 
Не підлягає сумніву, що збільшення таких агрегатів є явно несприятливим чинником, сприяючим порушенню властивостей реології крові. Крім того, при утворенні ЛЕА нерідко відбувається экзоцитарний лізис еритроцитів, що веде до відриву клітинних мембран з утворенням мікровезикул, що несуть негативно заряджені фосфоліпіди, на яких розгортаються процеси утворення фібринових згустків. 

Але ЛЕА має значення не лише для процесу мікроциркуляції. Немає ніякого сумніву, що утворювати ЛЕА здатні лише активовані лейкоцити. При цьому лейкоцити експресують адгезивні молекули і виділяють протеолітичні ферменти, що сприяє руйнуванню навколишніх тканин і посиленню процесів коагуляції. Наявність великої кількості активованих лімфоцитів свідчить про напругу імунітету, особливо при ЦД 1, що підтверджується даними про аутоімунну природу цього типу цукрового діабету. Несприятливим чинником при ЦД являється наявність экзоцитарного лізису еритроцитів.

Відомо, що агрегати з еритроцитами утворюють в основному нейтрофіли і моноцити, які експресують тканинні чинникі, що є однією з провідних причин посилення постійного внутрішньосудинного згортання крові при ЦД. При цьому відбувається посилення вільно-радикальних процесів, що супроводжується руйнуванням тканин в патологічному осередку.

3.1  Динаміка клінічних та біохімічних показників крові хворих на цукровий діабет I-го типу з дебютом захворювання у віці від 3 до 6 років

Результати клінічних та біохімічних показників крові хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання у віці від 3 до 6 років (група I) узагальнені в табл. 3.7. Вміст лейкоцитів протягом дослідження змінювався в межах референтних значень, але достовірно перевищував рівень контролю на 17,2%, на 19,2% та 9,4%  відповідно до тривалості захворювання (р < 0,01).
Концентрація гемоглобіну у дітей I-ої групи високодостовірно знижувалась протягом першого року захворювання (І етап) до 117,4±1,33 г/л, та у періоді  від 3 до 5 років захворювання  (ІІ етап) до 123,1±1,24 г/л,  різниця з контролем дорівнювала 12,2% та 7,9% (р < 0,001). У дітей з ЦД 1-го типу з тривалістю захворювання від 3 до 5 років рівень гемоглобіну досяг показників контрольної групи.

Таблиця 3.7. – Динаміка клінічних та біохімічних показників крові дітей з ЦД I-го типу, що захворіли у віці від 3 до 6 років
	   Показник
	Етап  дослідження
	Кількість  осіб
	Середнє

значення
	Стандартне
відхилення
	Стандартна
похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня
межа
	верхня
межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Лейкоцити, 

109/л
	К
	20
	6,6
	0,82
	0,48
	5,38
	6,15
	4,38
	7,9

	
	І
	22
	9,01**
	0,79
	0,38
	8,44
	10,18
	8,47
	11,0

	
	ІІ
	20
	9,25**
	0,51
	0,21
	8,96
	11,44
	8,20
	14,0

	
	ІІІ
	23
	8,49**
	0,37
	0,28
	8,32
	8,67
	7,90
	9,0

	Гемоглобін, г/л
	К
	20
	133,7
	7,11
	1,42
	131,33
	137,20
	122
	145

	
	І
	22
	117,4***
	4,27
	1,33
	142,52
	151,64
	139
	155

	
	ІІ
	20
	123,1***
	4,53
	1,24
	119,36
	129,72
	118
	130

	
	ІІІ
	23
	130,6
	4,55
	1,19
	130,45
	139,56
	128
	144

	ШОЕ, 

мм/год


	К
	20
	9,76
	0,82
	0,48
	8,38
	10,15
	7,38
	12,9

	
	І
	22
	12,05
	2,51
	1,31
	10,96
	13,44
	10,20
	14,0

	
	ІІ
	20
	9,81
	0,79
	0,44
	9,44
	10,18
	8,47
	11,0

	
	ІІІ
	23
	8,49
	0,37
	0,18
	8,32
	8,67
	7,90
	10,0

	Глюкоза, ммоль/л


	К
	20
	5,58
	0,45
	0,30
	5,37
	5,79
	4,55
	6,1

	
	І
	22
	15,82***
	0,63
	0,44
	11,53
	16,92
	10,37
	17

	
	ІІ
	20
	9,21***
	1,16
	0,66
	8,66
	9,75
	7,43
	11,7

	
	ІІІ
	23
	8,89**
	1,24
	0,48
	7,31
	8,47
	5,93
	10,1

	Загальний

білірубін,

мкмоль/л
	К
	20
	15,37
	1,39
	0,61
	14,71
	16,02
	13,4
	18

	
	І
	22
	16,58
	1,52
	0,94
	26,87
	28,29
	25,40
	31,3

	
	ІІ
	20
	26,40***
	0,99
	0,52
	25,94
	26,86
	24,30
	28

	
	ІІІ
	23
	21,71***
	1,37
	0,86
	21,06
	22,35
	18,90
	23,6


Продовження таблиці 3.7.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Альфа-амілаза, 

Од/л


	К
	20
	37,48
	5,83
	2,16
	32,38
	41,27
	25
	46

	
	І
	22
	45,41***
	3,31
	1,48
	41,88
	49,12
	31
	48

	
	ІІ
	20
	40,25
	3,23
	1,39
	37,33
	44,17
	39
	50

	
	ІІІ
	23
	39,6
	2,87
	1,26
	37,10
	42,45
	36
	44

	Креатинін,

мкмоль/л


	К
	20
	79,31
	1,07
	0,24
	78,80
	79,81
	77,2
	81,4

	
	І
	22
	83,75
	5,08
	2,13
	81,36
	86,13
	74
	91

	
	ІІ
	20
	98,41***
	5,29
	1,58
	80,94
	85,89
	75
	93

	
	ІІІ
	23
	110,30***
	3,33
	1,74
	78,49
	81,61
	74
	85,3

	Сечовина, ммоль/л
	К
	20
	6,77
	1,15
	0,53
	6,70
	6,84
	6,52
	7,0

	
	І
	22
	7,48
	1,76
	0,87
	7,12
	7,89
	6,22
	8,5

	
	ІІ
	20
	7,59
	1,10
	0,65
	6,38
	7,96
	5,14
	9,1

	
	ІІІ
	23
	7,98
	1,28
	0,74
	5,76
	7,73
	4,93
	8,2

	Холестерин,

мкмоль/л


	К
	20
	3,60
	1,57
	0,52
	2,69
	4,15
	2,0
	4,0

	
	І
	22
	3,25
	1,83
	0,55
	1,95
	4,41
	2,0
	5,0

	
	ІІ
	20
	4,21
	1,25
	0,33
	3,86
	4,61
	3,0
	5,0

	
	ІІІ
	23
	4,53
	2,45
	0,63
	3,51
	5,22
	3,0
	5,3


Примітка.   *   - р < 0,05; **- р < 0,01; *** - р < 0,001‒ відносно контролю.

Швидкість осідання еритроцитів в даній групі хворих протягом дослідження змінювалась від 8,49 ± 0,18мм/год до 12,05 ± 1,31 мм/год та відповідала значенням групи порівняння  (р > 0,05).

Як видно з таблиці 3.7., у дітей з дебютом ЦД 1-го типу у 3-6 років концентрація глюкози в перший рік захворювання високо достовірно перевищувала контроль та межі фізіологічної норми. 
Показник дорівнював 15,82 ± 0,44 ммоль/л, що в 2,7 рази вище за контроль. 
Відмічається поступове зниження рівня глюкози на ІІ етапі дослідження до 9,21 ± 0,66 ммоль/л, на ІІІ етапі до 8,89±0,48, відмінність щодо контролю складала 65% та 51,9%, що вказує на незадовільну метаболічну компенсацію (р< 0,05) [54].

Рівень білірубіну на першому етапі знаходився на рівні значень контролю і складав 17,58±1,52 мкмоль/л. Розвиток захворювання супроводжувався підвищенням показника на ІІ етапі дослідження до 26,40±0,99 мкмоль/л, на третьому –  до 21,71±1,37 мкмоль/л,  відмінність щодо контролю складала 71,7% на 41,2% відповідно (р < 0,001).  

На початку захворювання на ЦД 1-го типу у дітей відбувається високо достовірне підвищення рівня альфа-амілази на 21,2% (45,41±1,48 Од/л) у порівнянні з контролем (р < 0,001). Що, на нашу думку, пов’язано зі впливом аутоімунного ушкодження клітин підшлункової залози [28, 29]. У наступні періоди дослідження (ІІ та ІІІ етапи) показник знижується до контрольних значень та налічує 40,25±1,39 Од/л і залишається на тому ж рівні − 39,6±1,26 Од/л. Різниця з контролем була статистично не суттєвою (р > 0,05). 
Рівень показників азотного обміну ‒ креатиніну та сечовини, у хворих 1 групи змінювався в залежності від тривалості захворювання. Відмічається підвищення рівня креатиніну на ІІ етапі захворювання до 98,41±1,58 ммоль/л, на ІІІ ‒ до 110,30±1,74, різниця з контролем була високо достовірною і складала  24% та 39% відповідно, що вказує на розвиток діабетичної нефропатії з  початковими ознаками ниркової недостатності [36, 55].
Відмічено помірне підвищення сечовини, але різниця відносно контролю виявилась статистично значущою. 
Рівень загального холестерину у дітей, що захворіли на ЦД I-го типу у віці від 3 до 6 років протягом дослідження знаходився в межах фізіологічних значень на рівні показника контрольної групи.

3.2 Динаміка клінічних та біохімічних показників крові хворих на цукровий діабет I-го типу з дебютом захворювання у віці від 6 до 10 років

Результати клінічних та біохімічних показників крові хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання у віці від 6 до 10 років (група 2) узагальнені в табл. 3.8. У загально-клінічних показниках крові дітей, що захворіли на ЦД I-го типу в 6-10 років відмічається зниження кількості лейкоцитів відносно контролю на 28,3% протягом першого року хвороби (р < 0,05), на 46,2%  у період від одного до трьох років  перебігу ЦД 1-го типу (р < 0,001), на 29,1% у період від трьох до п’яти років захворювання (р < 0,05). Зниження показника, імовірно пов’язано з виснаженням імунної системи при проведенні інсулінозамісної терапії  [27-30]. 

Таблиця 3.8. – Динаміка клінічних та біохімічних показників крові дітей  з цукровим діабетом I-го типу, що захворіли у віці від 6 до10 років
	   Показник
	Етап

  дослідження
	Кількість  осіб
	Середнє

значення
	Стандартне
відхилення
	Стандартна
похибка
	95% довірчий інтервал 
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня
межа
	верхня
межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Лейкоцити, 

109/л
	К
	20
	7,45
	3,38
	1,10
	5,23
	9,69
	3,9
	14,1

	
	І
	20
	5,34*
	1,27
	0,95
	4,56
	7,78
	4,1
	8,5

	
	ІІ
	20
	4,01***
	1,14
	0,49
	3,07
	5,15
	3,1
	6,9

	
	ІІІ
	22
	5,28*
	1,98
	0,95
	3,26
	7,40
	3,8
	7,3

	Гемоглобін, г/л
	К
	20
	134,9
	4,11
	1,42
	131,33
	137,20
	122
	145

	
	І
	20
	132,1
	6,11
	1,30
	135,21
	148,65
	133
	155

	
	ІІ
	20
	130,1
	3,13
	1,05
	125,67
	137,52
	123
	144

	
	ІІІ
	22
	122,6***
	4,22
	0,93
	117,90
	127,74
	110
	135


Продовження таблиці 3.8.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	ШОЕ, 

мм/год


	К
	20
	9,21
	3,25
	1,78
	7,83
	12,04
	7
	15

	
	І
	20
	8,15
	3,02
	1,36
	5,78
	10,45
	6
	14

	
	ІІ
	20
	11,4
	4,54
	2,23
	9,89
	14,05
	10
	16

	
	ІІІ
	22
	10,6
	3,81
	1,99
	10,84
	15,26
	9
	16

	Глюкоза, ммоль/л


	К
	20
	5,24
	0,49
	0,22
	5,00
	5,89
	4,50
	6,0

	
	І
	20
	9,35***
	3,86
	1,19
	8,01
	8,81
	7,11
	10,5

	
	ІІ
	20
	12,29***
	3,01
	1,23
	10,38
	13,78
	10, 5
	14,6

	
	ІІІ
	22
	10,19***
	2,01
	0,73
	9,72
	10,60
	8,05
	12,8

	Білірубін,

мкмоль/л
	К
	20
	16,52
	1,44
	0,85
	13,70
	17,52
	12,5
	19

	
	І
	20
	19,77
	1,56
	0,35
	19,03
	20,50
	16,7
	22,7

	
	ІІ
	20
	22,49***
	1,38
	0,31
	21,84
	23,13
	19,7
	24,1

	
	ІІІ
	22
	24,04***
	0,73
	0,16
	23,70
	24,38
	22,8
	25,3

	Альфа-амілаза, 

Од/л
	К
	20
	55,60
	8,51
	3,04
	49,98
	61,15
	47
	73

	
	І
	20
	42,15**
	4,55
	2,55
	38,43
	47,39
	41
	57

	
	ІІ
	20
	52,54
	6,17
	3,27
	48,14
	58,45
	42
	69

	
	ІІІ
	22
	57,30
	5,24
	2,94
	49,78
	61,23
	45
	71

	Креатинін, 

мкмоль/л


	К
	20
	71,67
	5,07
	2,24
	68,80
	79,60
	67,2
	81,4

	
	І
	22
	90,2**
	9,75
	2,18
	85,6
	94,7
	76
	109

	
	ІІ
	20
	93,24**
	5,29
	1,58
	80,94
	85,89
	75
	93

	
	ІІІ
	23
	103,9***
	7,06
	1,58
	101
	107,2
	87
	116

	Сечовина, ммоль/л
	К
	20
	5,95
	2,15
	1,53
	4,70
	6,84
	3,50
	7,60

	
	І
	22
	7,93
	1,82
	1,08
	7,55
	8,32
	6,25
	9,06

	
	ІІ
	20
	8,47
	2,89
	1,20
	7,73
	8,56
	6,79
	10,39

	
	ІІІ
	23
	8,06
	3,70
	1,16
	8,03
	8,69
	6,98
	9,46

	Холестерин, 

мкмоль/л
	К
	20
	3,91
	2,45
	0,83
	2,80
	4,67
	3,5
	4,4

	
	І
	22
	4,25
	2,60
	1,53
	3,55
	5,41
	3,8
	5,2

	
	ІІ
	20
	4,38
	1,42
	0,31
	3,64
	4,93
	2,0
	8,0

	
	ІІІ
	23
	4,32
	1,32
	0,79
	3,54
	4,74
	2,0
	7,0


Примітка.   *   - р < 0,05; **- р < 0,01; *** - р < 0,001‒ відносно контролю.
Концентрація гемоглобіну у хворих на ЦД I-го типу 2-ої групи протягом дослідження знаходилась в межах референтних значень, на першому та другому етапах складала 132,1±1,30 г/л та 130,1±1,05 г/л, що відповідало значенням контролю (р>0,05). На третьому етапі дослідження відмічається зниження показника до 121,6±0,93 г/л, різниця відносно контролю складала 9,9% відносно контролю (р<0,001).


Рівень ШОЕ змінювався на рівні контролю межах фізіологічних значень складав.

Високий рівень глікемії характерний для хворих на ЦД I-го типу, але у дітей даної груп и протягом дослідження спостерігається незадовільна компенсація показника ‒ рівень глюкози понад 7,8 ммоль/л [54].

Вміст глюкози на початковому етапі захворювання, в так званий «медовий місяць» складає  9,35±1,19 ммоль/л, що перевершує контроль на 78,4% (р<0,001) [31].  На ІІ етапі відмічається значне підвищення показника до 12,29±1,23 ммоль/л, що у 2,34 рази перевершує контроль. На ІІІ етапі рівень глюкози проявляє тенденцію до поступового відновлення показника до 10,19±0,73 ммоль/л, але в 1,94 рази вище контрольної групи (р<0,001).   
Прояви діабетичної полінейропатії зумовлюють ураження інших органів і систем, зокрема порушення функції жовчного міхура [44, 56]. Рівень білірубіну на першому етапі був 19,77±1,56 мкмоль/л при 16,52±1,44 мкмоль/л у контролі. На другому та третьому етапах дослідження рівень білірубіну перевершував верхню межу фізіологічної норми, і складав 22,4±1,38мкмоль/л та 24,0±0,73 мкмоль/л, відмінність з контролем складала 46,3% та 56,4% відповідно (р<0,001).

Результати визначення амілази у хворих 2-ої групи вказують на  відсутність ознак запалення, але не виражають ступінь тяжкості ушкоджень острівцевого апарата підшлункової залози  [26, 32-34]. Активність α-амілази на першому етапі знижується до 42,15 ± 2,55%,  різниця з контролем становить 25% (р < 0,01). У подальшому показник  поступово відновлюється до значень групи  порівняння і становить 52,54 ± 3,27 Од/л та 57,30±2,94 Од/л відповідно, відмічається відсутність змін показника відносно контролю (р>0,05).
У пацієнтів з ЦД I-го типу з дебютом захворювання в 8,05±2,12 років  відмічається тенденція помірного до підвищення рівня креатиніну. На початку дослідження показник достовірно перевищував  контроль на 25,8% , на другому етапі – на 30 % (90,2±9,75 мкмоль/л та 93,24±1,58 мкмоль/л відповідно) та верхньою межу фізіологічної норми.У подальшому досягав 103,9±7,06 мкмоль/л, що на 44,9% вище за контроль  (р < 0,001).

Рівень сечовини та загального холестерину протягом дослідження були у межах норми і суттєво не змінювались. 

3.3 Динаміка клінічних та біохімічних показників крові хворих на цукровий діабет I-го типу з дебютом захворювання у віці від 11 до 14 років

Результати клінічних та біохімічних показників крові хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання у віці від 11 до 14 років (група 3) наведенені в  табл. 3.9. 
За результатами аналізу вмісту лейкоцитів у групі хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання в 11-14 років встановлено відсутність статистично значущих змін показника відносно контролю (р > 0,05).  

Кількість гемоглобіну під час дослідження була у межах фізіологічної норми. Проте, на ІІІ етапі, у пацієнтів зі стажем захворювання 3-5 років відмічено помірне зниження показника відносно контролю на 11% (121±4,68 г/л).

Таблиця 3.9. – Динаміка клінічних та біохімічних  показників  крові  дітей  з цукровим діабетом I-го типу, що захворіли у віці від 11 до14 років
	   Показник
	Етап  дослідження
	Кількість  осіб
	Середнє

значення
	Стандартне
відхилення
	Стандартна
похибка
	95% довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум

	
	
	
	
	
	
	нижня
межа
	верхня
межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Лейкоцити, 

109/л
	К
	20
	5,76
	1,82
	1,18
	5,38
	6,15
	4,38
	7,94

	
	І
	23
	6,17
	1,51
	0,99
	3,76
	5,92
	3,0
	7,05

	
	ІІ
	21
	8,06
	2,66
	1,60
	2,80
	5,20
	3,2
	8,9

	
	ІІІ
	22
	7,80
	1,72
	0,86
	3,22
	6,35
	3,1
	6,6

	Гемоглобін, г/л
	К
	20
	130
	3,08
	1,58
	132
	139
	123
	147

	
	І
	23
	134
	2,70
	1,15
	134
	138
	128
	146

	
	ІІ
	21
	127
	2,67
	1,04
	124
	129
	118
	135

	
	ІІІ
	22
	121*
	4,68
	1,05
	119
	124
	114
	132

	ШОЕ, 

мм/год


	К
	20
	5,55
	3,25
	1,42
	3,83
	7,04
	2
	9

	
	І
	23
	7,70
	2,20
	0,43
	3,67
	9,73
	5
	12

	
	ІІ
	21
	6,46
	2,45
	1,05
	4,55
	8,73
	4
	10

	
	ІІІ
	22
	8,12
	2,74
	1,34
	5,94
	11,20
	5
	13

	Глюкоза, ммоль/л


	К
	20
	5,18
	3,46
	1,38
	4,68
	5,93
	4,55
	6,0

	
	І
	23
	9,98***
	2,52
	0,65
	8,94
	10,84
	8,73
	12,3

	
	ІІ
	21
	15,02***
	0,64
	0,14
	14,72
	16,32
	2,20
	17,9

	
	ІІІ
	22
	13,65***
	2,34
	1,22
	12,98
	15,22
	10,56
	16,1

	Білірубін,

мкмоль/л
	К
	20
	15,80
	1,30
	0,81
	14,50
	16,02
	11,4
	17,9

	
	І
	23
	16,44
	1,44
	1,35
	15,60
	17,50
	12,7
	20,7

	
	ІІ
	21
	18,80
	2,30
	1,50
	17,17
	18,44
	17,4
	20,1

	
	ІІІ
	22
	22,30***
	1,25
	0,97
	21,88
	24,00
	19,0
	26,2


Продовження таблиці 3.9.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Альфа-амілаза, 

Од/л
	К
	20
	42,70
	4,59
	2,36
	39,92
	51,46
	27
	63

	
	І
	23
	50,54*
	7,17
	2,20
	44,63
	57,45
	46
	65

	
	ІІ
	21
	56,27***
	4,51
	1,04
	49,98
	61,15
	48
	70

	
	ІІІ
	22
	53,75**
	6,84
	1,57
	49,28
	56,88
	45
	70

	Креатинін, 

мкмоль/л


	К
	20
	79,3
	1,07
	0,24
	78,8
	79,8
	77,2
	81,4

	
	І
	23
	91,1***
	8,74
	1,96
	87,1
	95,2
	85
	106

	
	ІІ
	21
	108,5***
	7,83
	1,75
	104,8
	112,2
	98
	124

	
	ІІІ
	22
	115,2***
	8,98
	2,01
	111
	119,4
	94
	126

	Сечовина, ммоль/л
	К
	20
	6,77
	0,95
	0,53
	6,70
	6,84
	6,52
	7,02

	
	І
	23
	7,93
	0,82
	0,48
	7,55
	8,32
	6,25
	9,06

	
	ІІ
	21
	8,15***
	0,89
	0,30
	7,73
	8,56
	6,79
	10,39

	
	ІІІ
	22
	8,36***
	0,70
	0,56
	8,03
	8,69
	6,98
	9,46

	Холестерин, 

ммоль/л


	К
	20
	3,94
	1,42
	0,72
	2,93
	4,27
	1,0
	6,0

	
	І
	23
	4,17
	0,94
	0,29
	3,46
	4,73
	3,0
	6,0

	
	ІІ
	21
	4,64
	1,09
	0,58
	3,94
	5,20
	3,0
	7,0

	
	ІІІ
	22
	5,90**
	2,45
	0,63
	4,51
	7,22
	3,0
	10,0


Примітка.   *   - р < 0,05; **- р < 0,01; *** - р < 0,001‒ відносно контролю.
Показник ШОЕ змінювався в межах фізіологічної норми на рівні значень контролю  (р > 0,05).  
Концентрація глюкози у дітей третьої групи високо достовірно перевищувала контрольні значення та верхню межу фізіологічної норми. Протягом першого року захворювання на ЦД I-го типу показник дорівнював 9,98±0,65 ммоль/л, що в 1,9 рази вище за контроль. На ІІ етапі дослідження,  протягом третього року захворювання, спостерігається виражене підвищення показника до 15,02±0,14 ммоль/л,. Вміст глюкози перевершував значення контролю в 2,9 рази, що, імовірно пов’язано з процесами статевого дозрівння, які супроводжуються значним навантаженням на органи та системи організму при  інтенсивному наростанні довжини тіла, глибоких функціональних перебудовах, змінах гормонального статусу [57]. На ІІІ етапі дослідження, протягом п’ятого року захворювання рівень глюкози складав 13,65±1,22 ммоль/л, що на вище контролю в 2,6 рази (р < 0,001).
Кількість загального білірубіну на І та ІІ етапах знаходилась на рівні контрольних значень. На ІІІ етапі у хворих  відмічається порушення відтоку жовчі, рівень білірубіну перевищував показник контролю на 41,3% (р < 0,001).   

Активність альфа-амілази протягом дослідження помірно підвищувалась  в межах фізіологічної норми. Відмічалось хвилеподібне коливання показника,  на І етапі дослідження підвищення до 50,54±2,20 Од/л, на 18,3% відносно контролю (р < 0,05), в період від 1 до 3-х років захворювання (ІІ етап) ‒ до 56,27±1,04 Од/л, що на  31,7% перевищує контроль (р < 0,001),  в період від 3 до 5 років захворювання на ЦД  зниження  до 53,75±1,57 Од/л, що на 25,9%  вище за  контроль (р < 0,01).  

Маркери ниркової недостатності, креатинін та сечовина, у хворих на цукровий діабет I-го типу з дебютом захворювання в 12,3±1,26 роки протягом дослідження підвищувались відносно контролю та перевершували верхню межу фізіологічної норми. Показник креатиніну на початковому етапі високо достовірно перевищував контроль на 14,8 % (91,1±1,96  мкмоль/л). На ІІ та ІІІ етапах дослідження рівень креатиніну поступово збільшився на 36,8% (108,5±1,75 мкмоль/л)  та  45,2% (115,2±8,98 мкмоль/л) відповідно відносно групи порівняння імовірно, за рахунок ангіорінопатії, поєднаної з впливом бактеріальної флори [35-37].

Концентрація сечовини в крові хворих протягом ІІ та ІІ етапів зростала до 8,15±0,30 мкмоль/л та 8,36±0,16 мкмоль/л, відмінність у порівнянні з контролем складала (р < 0,001), приєднання залишків глюкози до певних амінокислотних залишків поліпептидних ланцюгів змінює просторову структуру білків та порушує їх метаболізм [31].
Незначну різницю виявлено між показниками загального холестерину у хворих на ЦД I-го типу та дітей без ознак діабету на другому етапі дослідження, але на третьому етапі відмінність виявилась статистично достовірною, перевищувала показник фізіологічної норми і складала 49,7% .

3.4 Аналіз динаміки клінічних та біохімічних показників крові хворих на цукровий діабет I-го типу з різним віком дебюту захворювання в залежності від тривалості захворювання

Результати порівняння загально-клінічних та біохімічних показників крові протягом 5 років у хворих на ЦД 1-го типу в залежності від дебюту захворювання наведені у табл. 3.10.

При порівнянні показників крові у досліджених груп хворих на ЦД I-го типу були з’ясовані деякі особливості їх змін в залежності від тривалості захворювання. Рівень кількості лейкоцитів у хворих на ЦД I-го типу першої групи, з розвитком захворювання у віці 4,52±1,45 роки, протягом дослідження був високо достовірно вище за контроль і відносно 2 та 3 груп на всіх етапах дослідження. 

Відмінність з 2 групою складала 68,7% протягом першого року хвороби, в 2,3 рази протягом 2-3 років та 60,8% протягом 4-5 років перебігу ЦД. Збільшення числа лейкоцитів в 1 групі хворих, на нашу думку, спостерігається внаслідок впливу ендогенної інтоксикації при діабетичному ацидозі та захисної реакції організму дітей даної вікової групи [15-18]. 
У хворих на ЦД 1-го типу другої групи, з розвитком захворювання у віці  8,05±2,12 роки, спостерігається помірна лейкопенія відносно показників 1 та 3 груп.  Достовірна відмінність спостерігається на ІІ етапі дослідження і складає 56,6% та 50,2% відповідно. 

Таблиця  3.10. – Динаміка змін клінічних та біохімічних показників крові  хворих на ЦД I-го типу в залежності від дебюту та тривалості захворювання   
	Показник
	Етап
	Дебют ЦД 1-го типу у віці  4,52±1,45 роки
	Дебют  ЦД 1-го типу у віці  8,05±2,12 роки
	Дебют  ЦД 1-го типу у віці  12,31±1,26 роки

	1
	2
	3
	4
	5

	Кількість

лейкоцитів, 

109/л
	К
	6,6±0,48
	7,45±1,10
	5,76±1,18

	
	І
	9,01±0,38 к,2,3
	5,34±0,95 к,1
	6,17±0,99 1

	
	ІІ
	9,25±0,21 к,2
	4,01±0,49 к,1,3
	8,06±1,602

	
	ІІІ
	8,49±0,28 к,2
	5,28±0,95 к,1
	7,80±0,86

	Концентрація

гемоглобіну,

 г/л
	К
	133,7±1,42
	134,9±1,42
	130,0±1,58

	
	І
	117,4±1,33 к,2,3
	132,1±1,30 1
	134,2±1,15 1

	
	ІІ
	123,1±1,24 к,2,
	130,1±1,05 1
	127,4±1,04

	
	ІІІ
	130,6±1,19
	122,6±0,93 к
	121,9±1,05к

	ШОЕ, 

мм/год


	К
	9,76±0,48
	9,21±1,77
	5,55±1,42

	
	І
	12,05±1,31 2,3
	8,15±1,36 1
	7,70±0,43 1

	
	ІІ
	9,81±0,44 3
	11,40±2,233
	6,46±1,05 1,2

	
	ІІІ
	8,49±0,18 
	10,60±1,99 
	8,12±1,34 

	Глюкоза, ммоль/л


	К
	5,58±0,30
	5,24±0,22
	5,18±1,38

	
	І
	15,82±0,44 к,2,3
	9,35±1,19 к,1
	9,98±0,65 к,1

	
	ІІ
	9,21±0,66 к,2,3
	12,29±1,23 к,1,3
	15,02±0,14 к 1, ,2

	
	ІІІ
	8,89±0,48 к,2,3
	10,19±0,73 к,1
	13,65±1,22 к,1

	Білірубін,

мкмоль/л
	К
	15,37±0,61
	16,52±0,85
	15,80±0,81

	
	І
	16,58±0,94 2
	19,77±1,22 1,3
	16,44±1,36 2

	
	ІІ
	26,40±0,52 к,2,3
	22,49±0,31 к,1,3
	18,80±1,50 1,2

	
	ІІІ
	21,71±0,86 к
	24,04±0,16 к
	22,30±0,97 к


Продовження таблиці 3.10.
	1
	2
	3
	4
	5

	Амілаза, 

Од/л


	К
	37,48±2,16
	55,60±3,04
	42,70±2,36

	
	І
	45,41±1,48 к
	42,15±2,55 к,3
	50,54±2,20 к,2

	
	ІІ
	40,25±1,39 2,3
	52,54±3,27 1
	56,27±1,04 к,1

	
	ІІІ
	39,6±1,26 2,3
	57,30±2,94 1
	53,75±1,57 к,1

	Креатинін,

мкмоль/л

	К
	79,31±0,24
	71,67±2,24
	79,3±0,24

	
	І
	83,75±2,13 3
	90,2±2,18 к
	91,1±1,96 к,1

	
	ІІ
	98,41±1,58 к,2,3
	93,24±1,58 к,1,3
	108,5±1,75 к,1,2

	
	ІІІ
	110,30±1,74 к,2
	103,9±1,58 к,1,3
	115,2±2,01 к,2

	Сечовина,

ммоль/л
	К
	6,77±0,53
	5,95±1,53
	6,77±0,53

	
	І
	7,48±0,87
	7,99±1,08
	7,93±0,48

	
	ІІ
	7,59±0,65
	8,47±1,20
	8,15±0,30 к

	
	ІІІ
	7,98±0,74
	8,06±1,16
	8,36±0,56 к

	Холестерин, 

ммоль/л


	К
	3,60±0,52
	3,25±0,55
	3,94±0,72

	
	І
	3,25±0,55
	4,28±0,35
	4,17±0,29

	
	ІІ
	4,21±0,33
	4,53±0,63
	4,64±0,58

	
	ІІІ
	4,69±0,70 к
	4,32±0,79
	5,90±0,63 к


Примітки: 1. к - р < 0,05 відносно контролю. 

2. 1 - р < 0,05 відносно групи 1, хворих з дебютом ЦД 1-го типу у віці 4,52±1,45 роки.

3. 2 - р < 0,05 відносно групи 2, з дебютом ЦД I-го типу у віці  8,05±2,12 роки

4. 3 - р < 0,05 відносно групи 3, з дебютом  ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки

Концентрація гемоглобіну у всіх групах хворих виявляла помірну тенденцію до зниження відносно контролю в залежності від тривалості захворювання. Достовірні зміни виявлено у дітей з дебютом захворювання в 3-6 років (1 група)  протягом перших трьох років цукрового діабету відносно контролю та дітей з дебютом захворювання  у 6-10 років (2 група). При міжгруповому порівнянні відмінність складала 11,2% та 5,3% (р < 0,05).
Рівень ШОЕ у групах дослідження змінювався в межах фізіологічної норми, відмінність щодо контролю та інших груп хворих спостерігалась у дітей з дебютом захворювання в 4,52±1,45 роки упродовж перших трьох років  перебігу ЦД. При порівнянні між групами спостерігається на початку захворювання  (І етап дослідження) достовірне підвищення показника в 1 групі відносно груп 2 та 3, що складало 47,8% та 56,4% відповідно. Прогресування  ЦД  у хворих з дебютом захворювання від 3 до 10 років (1 та 2 групи) на ІІ етапі дослідження супроводжується підвищенням ШОЕ у порівнянні з хворими 3 групи на 51,8% та 76,4% відповідно, що, імовірно пов’язано із змінами білкового складу плазми крові внаслідок процесів глікозилювання білків [20].

Концентрація глюкози у всіх хворих вискодостовірно перевищувала значення групи порівняння та верхню межу референтних значень не залежно від тривалості захворювання. При між груповому порівнянні були виявлені наступні зміни − протягом першого року захворювання на ЦД гіперглікемія у хворих 1 групи  в 1,69 та в 1,58 рази вище показників хворих 2 та 3 груп відповідно. Хоча, за даними літератури, гіперглікемія на ранніх етапах ЦД має захисний пристосувальний характер для забезпечення переходу глюкози до тканин та її утилізації, стійке підвищення рівня глюкози до 15,82±0,44 ммоль/л підвищує ризик розвитку ускладнень [8, 24]. Протягом наступного етапу дослідження ‒ 2-3 роки від моменту захворювання рівень глюкози достовірно підвищується в 2 та 3 групах хворих у порівнянні з 1 групою, що, імовірно, є наслідком недостатньої корекції інсуліну [ 24].  Відмінність на ІІ етапі складала 33,4% та 63% відповідно відносно групи 1, на ІІІ етапі ‒ 14,6 % та 53,5% відповідно. Гіперглікемія  в усіх групах хворих виявляє тенденцію до відновлення показника, але свідчить про необхідність ретельного контролю та спостереження за хворими. 

За змінами рівня загального білірубіну у хворих на ЦД I-го типу виявлено схильність до гіпербілірубінемії, яка супроводжує порушення іннервації жовчного міхура при діабетичній полінейропатії [24, 35]. На І етапі відмічалось помірне підвищення показника в межах фізіологічних значень в 2 групі хворих, на ІІ етапі ‒ в 1 групі, відмінність відносно 2 та 3 груп складала 17,4% та 28,8% відповідно. На ІІІ етапі показник змінювався відносно контролю однаково в усіх групах хворих (р  > 0,05).

Активність амілази у хворих змінювалась в межах фізіологічних значень, але відмінність між групами виявилась статистично достовірною. Відмічалось зниження показника у хворих 1 групи на всіх етапах дослідження відносно 2 та 3 груп.
У хворих на ЦД I-го типу гіперглікемія сприяє розширенню капілярів, підвищенню тиску в них, збільшенням об’ємного кровотоку, гіперфільтрацією, що призводить до підвищення кількості креатиніну відносно контролю та верхньої межи фізіологічних значень протягом дослідження [54]. На першому етапі при порівнянні між групами спостерігається достовірне зниження  показника у 1 групі, що складало 7,7% та 8,7% відповідно. В наступні роки розвитку ЦД (ІІ та ІІІ етапи дослідження)  мікроангіопатія судин ниркових клубочків більш виражена у хворих 1 та 3 груп. Відмінність щодо показників групи 2 на ІІ етапі складала 5,6% та 16,4% відповідно, на ІІІ ‒ 6,1% та 10,9%   (р< 0,05). 
Показники сечовини та загального холестерину помірно підвищувались відносно контролю, при між груповому порівнянні відмінність виявилась статистично не значущою  (р > 0,05).
Таким чином, у хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання у віці 4,52±1,45, 
8,05±2,12  та 12,31±1,26 роки спостерігають різні за ступенем зміни клінічних та біохімічних показників. Найбільші зміни відбуваються у показниках рівня глюкози, загального білірубіну та креатиніну,  які значно підвищуються відносно контролю та перевершують межі фізіологічної норми в залежності від тривалості захворювання.
4 ОХОРОНА ПРАЦІ
Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичне знання при виконанні кваліфікаційної роботи на тему: «Особливості клініко-біохімічних показників крові при пізній мінливісті захворювання на цукровий діабет І типу».
Лабораторія – це окреме приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму не напружуючи механізми терморегуляції. Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою безпечної роботи. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкості переміщення повітря відповідно вимог ДСН 3.3.6.042 - 99 [58]. 

Повітря робочої зони повинно відповідати ДСТУ 12.1.005-88 [59]. Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу, залишків хімічних речовин. Необхідно забезпечувати постійний рух повітря, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та речовин неприємним запахом, приточно-витяжної вентиляції, що повинна відповідати СНіП 2.04.05-91 [60]. 

Температура повітря повинна бути в оптимальному діапазоні 18-20 оС. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/с. Відносна вологість повітря 60-70%. Атмосферний тиск у лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст [61].

Важливе значення має освітленість робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам СНіП ІІ-4-79 [62].
Безпека у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТУ 2293-99 та інших діючих нормативних актів [63].

В процесі виконання біохімічних досліджень доводиться мати справу з біологічними речовинами, електроприладами і лабораторним посудом. Основні небезпечні виробничі пошкодження при виконанні роботи, які можуть статися: термічні і хімічні опіки, електротравми, попадання хімічних і біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи у лабораторії з неполагодженими витяжками. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого та недбалого використання приладів та інструментів.
На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та після ознайомлення із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки [64].
Перед початком роботи треба: отримати дозвіл на виконання роботи, одягти спеціальний одяг, ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментами. У лабораторії не можна працювати одному, наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках.

При роботі використовувати колективні і індивідуальні засоби та заходи безпеки. Працювати необхідно у зручному одязі, який не стримує рухів, мати окремий рушник для витирання рук, індивідуальні окуляри для захисту від попадання різного хімічного та біологічного матеріалу в очі. Необхідно перевірити на справність прилади: цілісність дротів, заземлення (занулення) приладів [65]. Упевнитись у наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат із бавовняної тканини). У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу та поверхні шкіри [64].

При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд загального і спеціального призначення, зокрема мірний. При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, що може призвести до биття скляних предметів та травмування. У раковину забороняється виливати концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини, і т.п. При виливанні в раковину таких речовин можливе їх випаровування й отруєння повітря лабораторії та прилеглих приміщень. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі [63, 64].

При написанні цієї роботи мені довелося працювати із електроприладами. Усі мої дії підпорядковувалися вимогам ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів» [65]. Санітарні норми щодо вібрації та шуму дотримані згідно ДНАОП 0.03-3.12-84 та ДНАОП 0.03-3.14-85. З усіма приладами я працювала у присутності лаборанта та чітко дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалися лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку. 

Після виконання роботи реактиви та скляний посуд зберігаються відповідно вимогам. Обов’язково оглянути приміщення, перевірити чи всі реактиви на своїх місцях, вимкнути електроживлення [64].

Обробка результатів досліджень проводилася з застосуванням комп'ютерної техніки. До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. В приміщеннях, обладнаних відеотерміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід придавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах 22-24°С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с. В приміщеннях із дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. Видалення пилу з екрану слід проводити не рідше 1 разу за зміну. 

Покриття стола повинно бути матовим із коефіцієнтом відбиття 0,25 – 0,4. Освітлення робочих місць у горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах слід застосовувати люмінесцентні лампи типу ЛБ.

Перед початком роботи видалити пил з екрану, установити захисний екран, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню. Відстань від очей користувача до екрану дисплея повинна становити 50 – 70 см, кут зору 10-200, але не більше 400. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70-900 необхідна опора для спини та сідниць. Стегна розташовують паралельно підлозі або підставці.

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

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що виконуються з великим навантаженням рекомендується 10-15 хв. Через кожні 2 години. Кількість пауз тривалістю 2 хв. регулюються індивідуально, а форма і зміст можуть були різними: виконання альтернативної допоміжної роботи, що не вимагає великого напруження, проведення фізичних вправ на корекцію вимушеної пози, покращенню венозного кровообігу, часткове поновлення дефіциту активного руху. Після кожних двох годин роботи влаштовувала невеличку (10-15 хвилин) перерву в роботі, під час якої виконувала гімнастичні вправи для зняття напруження з м'язів та спеціальні вправи для зняття зорової втоми. 

Напруга живлення ПК (220 В) є небезпечною для життя людини. Тому, незважаючи на те, що в конструкції комп'ютера передбачена достатня ізоляція від струмопровідних ділянок, необхідно знати та чітко виконувати ряд правил техніки безпеки. Забороняється торкатися екрана і тильного боку дисплея, проводів живлення та заземлення, з'єднувальних кабелів, порушувати порядок увімкнення й вимикання апаратних блоків, класти на апаратуру сторонні предмети, працювати на комп'ютері у вологому одязі та вологими руками, палити в приміщенні, де знаходяться комп'ютери. 

Під час роботи комп'ютера екран дисплея є джерелом електромагнітного випромінювання, яке руйнує зір, викликає втому, знижує працездатність. Через це треба, щоб очі користувача знаходилися на відстані 60-70 см від екрана, а безперервна робота за комп'ютером тривала не більше 25 хв. для дітей і 40-45 хв. для дорослих [66]. Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі.
Під час проведення дослідження трапляються нещасні випадки. Це, передусім, пов’язано з недотриманням правил техніки безпеки при використанні реактивів для визначення біохімічних показників, при використанні апаратів і при роботі з комп’ютером. До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні моєї роботи, відносяться термічні і хімічні опіки, електротравми, попадання біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками. 

Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках полягає в швидкому припинені дії чинника. Якщо на потерпілому горить одяг, людину потрібно повалити на землю і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. Після зняття одягу шкіра накладають асептичну пов’язку. Для знеболювання дають 1 – 2 таблетки «Кетанов», потерпілого необхідно доставити в опікове відділення лікарні.

Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів сильних кислот (хлорної, азотної, сульфатної), лугів і солей деяких важких металів. Невідкладна допомога: одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видаляють, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавичках. Уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води впродовж 10 – 15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½ - 1 години. Після промивання ураженої ділянки шкіри, приступають до нейтралізації хімічного агента: при опіках кислотою використовують 4% розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [66]. 

При роботі з кровʼю можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно наказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках. Так, при потраплянні крові на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Якщо кров потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку дезінфікуючим засобом – це може бути 700 спирт, 3% р-н перекису водню, 5% р-н йоду і промити шкіру двічі під проточною водою з милом, висушити стерильною серветкою і знову обробити дезінфікатом. При потраплянні біологічного матеріалу на слизову оболонку очей потрібно промити поверхню великою кількістю води і закапати 30% р-ном альбуциду. Про всі випадки аварії потрібно повідомляти керівництво лабораторії [64].
Електротравми можуть виникати при пошкоджуючій дії напруги. Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися зі звільнення його від впливу струму. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з певних причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електричного проводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини і користуватися сухою дерев’яною палкою. По-друге, при відсутності ознак життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів і відвезти потерпілого в лікарню [67].

Пожежна безпека об’єкту регламентується Законом України «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року, Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 13.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння: вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії; ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01 м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу. У разі виникнення пожежі необхідно: повідомити пожежну охорону (тел. 101); вжити заходів щодо евакуації людей із приміщення; вимкнути електромережу. Легкозаймисті рідини і електропроводку необхідно гасити вогнетривким покривалом, піском, порошковими вогнегасниками. Загоряння у витяжній шафі ліквідується вогнегасниками після вимкнення вентилятора [65]. 
Перша допомога починається з того, що потерпілого необхідно винести на свіже повітря або забезпечити притік свіжого повітря або чистого кисню. Якщо потерпілий не дихає самостійно, починають штучне дихання, а при зупинці кровообігу і непрямий масаж серця. Але головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення [63].

Таким чином, завдяки теоретичному курсу «Охорона праці», всі набуті теоретичні знання я використала на практиці, тим самим звела до мінімуму ризик роботи при проведенні загальноклінічних досліджень, що необхідні для виконання моєї кваліфікаційної роботи.

ВИСНОВКИ
1. Всі обстежені групи хворих на цукровий діабет I-го типу характерізуються зменшеним індексом маси тіла, зменшененим рівнем вільного інсуліну в крові та підвищеним рівнем глюкози в тесті навантаження та натшесерце. Вміст тригліцеридів у хворих на ЦД І типу був достовірно нижче, а загальний холестерин достовірно вище, ніж у здорових донорів. 
2. У хворих на ЦД І типу спостерігалося зниження індексу агрегації еритроцитів та збільшення коефіцієнта величини агрегату. У хворих на ЦД І типу число лейкоцитарно-еритроцитарних агрегатів (ЛЕА)  начно зростає у порівнянні з нормою. При цьому збільшується зміст лейкоцитів, що приєднали до себе 4, 5, 6 і більше еритроцитів. 

3. Активність амілази у хворих змінювалась в межах фізіологічних значень, але відмічалось статистично достовірне зниження показника у хворих з дебютом захворювання в 4,52±1,45 роки на всіх етапах дослідження. У всіх групах хворих спостерігалось підвищення рівня креатиніну відносно контролю та верхньої межі фізіологічних значень в залежності від тривалості захворювання. Найбільш виражені зміни спостерігались у хворих з дебютом захворювання в 12,31±1,26 роки на пізніх етапах дослідженя (ІІ, ІІ етапи). У всіх групах хворих виявлено зростання рівня загального білірубіну на 41,3% ‒71,7% порівняно із контролем в залежності від тривалості захворювання. Виражені зміни відмічено у хворих з дебютом захворювання в 8,05±2,12 роки (2 група) протягом  перших трьох років захворювання (І та ІІ етапи дослідження). Показники загального холестерину та сечовини помірно підвищувались відносно контролю, при порівнянні між групами відмінність виявилась статистично не значущою (р > 0,05). 
4. Кількість лейкоцитів у хворих змінювалась у межах фізіологічної норми, проте, достовірно зростала протягом дослідження у дітей з дебютом захворювання в 4,52±1,45 роки. Рівень ШОЕ у групах хворих з ЦД I-го типу протягом перших п’яти років захворювання суттєвих змін відносно контролю не зазнавала. При порівнянні між групами упродовж перших трьох років відмічається підвищення показника у хворих з дебютом захворювання в 4,52±1,45 роки.

5. Таким чином, у хворих на ЦД I-го типу з дебютом захворювання у віці 4,52±1,45, 
8,05±2,12  та 12,31±1,26 роки спостерігають різні за ступенем зміни клінічних та біохімічних показників. Найбільші зміни відбуваються у показниках рівня глюкози, загального білірубіну та креатиніну, які значно підвищуються відносно контролю та перевершують межі фізіологічної норми в залежності від тривалості захворювання.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

При спостереженні за хворими цукровим діабетом І типу необхідно не тільки контролювати рівень глюкози в крові, але і стежити за рівнем загального холестерину, загального білірубіну та креатиніну, кількістю лейкоцитів та рівнем ШОЕ з метою діагностики прояву імовірних ускладнень.
Отримані результати по дипломній роботі, також можуть використовуватися в педагогічному процесі при вивченні нейрогуморальній регуляції обміну речовин людини в нормі та паталогії та участі імунної системи в підтримці антигенструктурного гомеостазу.
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ДОДАТКИ

         Додаток А

Динаміка змін рівня лейкоцитів у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 
. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток Б

Динаміка змін концентрації гемоглобіну у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці іці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток  В

Динаміка змін швидкості осідання еритроцитів у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток  Г

Динаміка змін концентрації глюкози  у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток  Д

Динаміка змін концентрації загального білірубіну у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток Ж

Динаміка змін активності амілази у хворих на цукровий діабет 1-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютомЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток К 

Динаміка змін концентрації креатиніну у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток  Л
Динаміка змін концентрації сечовини у хворих на цукровий діабет I-го типу

[image: image21.png]8.9

=
o5

Ir/9ICOWIN “BHHEOhD))

6.4

5.9

Etan

m

KonTtpors




К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання

Додаток М
Динаміка змін концентрації загального холестерину у хворих на цукровий діабет I-го типу
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К –Контроль

──────     група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 4,52±1,45 роки 

. . . . . . . . .    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці 8,05±2,12 роки
- - - - - - - -    група хворих з дебютом ЦД I-го типу у віці віці 12,31±1,26 роки
І ‒ період до 1 року захворювання 

ІІ ‒ період від 1 до 3 років захворювання

ІІІ ‒ період від 3 до 5 років захворювання
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