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РЕФЕРАТ

Робота викладена на 68 сторінках друкованого тексту, містить 4 таблиці. Перелік посилань включає 69 джерел.

Об’єкт дослідження – венозна кров хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією. 
Мета роботи – дослідження клініко-біохімічних показників крові у хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцію на початку та після лікувальної терапії.

Методи дослідження – гематологічні, біохімічні і статистичні.
Встановлено, що у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією знижена кількість гемоглобіну, еритроцитів та β-ліпопротеїнів, підвищується ШОЕ, показник тимолової проби та креатинін, у багатьох спостерігається лейкоцитоз, лімфопенія та  гранулоцитоз. Після лікування вміст гемоглобіну та кількість еритроцитів зростає до нижньої межі фізіологічної норми, кількість хворих з лейкоцитозом знижується, проте залишається лімфоцитоз, не у всіх хворих повертаються до норми показник тимолової проби та кількість β-ліпопротеїнів, ШОЕ знижується проте перевищує верхню межу фізіологічної норми.
Новизна роботи – вперше проводиться порівняльний аналіз гематологічних та біохімічних показників крові мешканців Запоріжжя та Запорізької області, хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією, виявлено відсутність суттєвих змін у досліджених показниках крові в ході лікувальної терапії.
Значимість роботи – pезультати дослiдження пошиpюють уявлення пpо стан хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією, відображають їх особливості на догоспітальному етапі та після лікування. 
Отримані результати можуть бути використані тубдиспансерами для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.
ТУБЕРКУЛЬОЗ, ВІЛ-ІНФЕКЦІЯ, ГЕМАТОЛОГІЧНІ ТА БІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ КРОВІ.
ABSTRACT
The work is presented on 68 pages of printed text, contains 4 tables. The list of links includes 69 sources.
The object of the study is the venous blood of patients with tuberculosis with HIV.

The aim of the work is to study the clinical and biochemical parameters of blood in patients with tuberculosis with HIV at the beginning and after treatment.

Research methods - hematological, biochemical and statistical.
It has been established that in patients with tuberculosis with HIV infection the amount of hemoglobin, erythrocytes and β-lipoproteins is reduced, ESR, thymol test and creatinine are increased, and leukocytosis, lymphopenia and granulocytosis are observed in many. After treatment, the content of hemoglobin and erythrocytes increases to the lower limit of physiological norm, the number of patients with leukocytosis decreases, but lymphocytosis remains, not all patients return to normal thymol and β-lipoproteins, ESR decreases but exceeds the upper limit.
The novelty of the work is that for the first time a comparative analysis of hematological and biochemical parameters of blood of residents of Zaporizhia and Zaporizhia region, patients with tuberculosis with HIV infection, revealed no significant changes in the studied blood parameters during treatment.
Significance of the work - the results of the study spread ideas about the condition of patients with tuberculosis with HIV, reflect their features at the pre-hospital stage and after treatment.
The obtained results can be used by tube dispensaries to assess the condition of such patients and increase the effectiveness of treatment.
TUBERCULOSIS, HIV INFECTION, HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INDICATORS OF BLOOD.
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ВСТУП
На сьогоднішній день проблема здоров’я населення в усьому світі набуває глобальної проблеми. Насамперед, це пов’язано із тим, що все більш широкого поширення набувають такі захворювання, як туберкульоз, а також СНІД та ВІЛ-інфекція.  На початку XXI століття експерти Всесвітньої організації охорони здоров’я змушені визнати, що ці захворювання несуть загрозу не тільки для окремих країн, але й для всього людства. Протягом останніх 10 років в Україні спостерігається значне збільшення кількості хворих на ці захворювання. Часто це пов’язано із низькою соціальною якістю життя населення, економічними показниками тощо. За даними дослідників, захворюваність на туберкульоз на сьогоднішній час продовжує залишатися важливою проблемою людства. 
Початок останнього десятиріччя для України характеризується значним збільшенням хворих на туберкульоз, що пов’язано як із закриттям спеціальних центрів надання допомоги таким хворим, так і свідомої відмови від вакцинації.  Проблема туберкульозу на території України почала значно поглиблюватися, починаючи з 1992 року. Так, за останні майже 30 років кількість хворих на туберкульоз збільшилася в 2 рази і на сьогодні цей показник становить 84,1 випадок на 100 тис. населення. При цьому також збільшилася і смертність від цієї хвороби та ускладнень від неї і показник на сьогодні становить 25,3 випадки на 100 тис. населення [1]. 
Під час проведення дослідження поширеності туберкульозу серед населення України, спостерігаються наступні показники. Найвищими є показники туберкульозу на території південно-східних регіонів України, зокрема: у Херсонській області - 174,0 випадки хвороби на 100 тис. населення; Миколаївській - 111,1; Луганській - 114,3; Донецькій - 103,4; Кіровоградській - 109,9 та Одеській - 95,3 відповідно. Так, рівень захворювання на туберкульоз в зазначеному регіоні зріс у 2,0-3,5 рази за останні 30 років. [1].
Під час аналізу захворювання на туберкульоз серед соціальних груп населення, було визначено, що вперше хвороба проявилася серед наступних груп: прості робітники - 13,6% випадків, працівники аграрного сектору - близько 1,0%, службовці - 3,4% випадків, при цьому понад 2,0% всіх випадків спостерігалися у медичних працівників. При цьому більшість випадків захворювання (понад 47%) спостерігаються у осіб працездатного віку, котрі на момент захворювання не працюють, близько 12,5% - серед пенсіонерів, 1,4% випадків серед осіб, котрі відбували термін у місцях позбавлення волі і близько 2% - осіб, які не мають постійного місця проживання.  47,3 % усіх хворих – особи працездатного віку, які не працюють, 12,4 % - пенсіонери, 1,4 % - особи, що повернулись з місць позбавлення волі, 1,8 % - особи без постійного місця проживання. В соціально-незахищених верствах населення захворюваність на туберкульоз становить понад 65 % [2].
Туберкульоз - інфекційне захворювання, що виникає внаслідок інфікування організму мікобактеріями туберкульозу (паличкою Коха). захворювання на туберкульоз серед населення не має поділу відповідно статі, віку, соціального становища чи національної приналежності. Однак, все ж таки хворіють частіше особи, які ведуть асоціальний тип життя - зловживають алкоголем, наркотичними засобами, бідні верстви населення та безпритульні. Туберкульоз вражає практично всі органи та системи організму, проте найчастіше спостерігається легенева форма [3].
Найчастішими симптомами туберкульозу є: стійкий кашель із виділенням мокротиння, тривале підвищення температури тіла до субфебрильних цифр, швидка втомлюваність, втрата апетиту та безпричинне схуднення, потовиділення, що особливо проявляється вночі, задишка, кровохаркання (в більш тяжких випадках). Досить часто початковими проявами захворювання можуть бути один із зазначених симптомів (частіше - сухий кашель, схуднення або тривале підвищення температури до 37 0С). Хронічного перебігу хвороба набуває у випадку, коли хворий приймає не всі призначені лікарем протитуберкульозні препарати або приймає їх нерегулярно, робить тривалі перерви в лікуванні [4]. При цьому туберкульоз також може набувати резистентності, перебіг його ускладнюється, а лікування стає більш тривалим та дороговартісним.
Таким чином, вище викладений матеріал зумовлює актуальність дослідження кваліфікаційної роботи. 
Метою роботи є дослідження клініко-біохімічних показників крові у хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцію на початку та після лікувальної терапії.

Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні завдання: 

1) визначити гематологічні показники у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією до лікування;

2) визначити гематологічні показники у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією після лікування;

3) визначити біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією до лікування;

4) визначити біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією після лікування;

5) порівняти гематологічні та біохімічні показники у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією до та після лікування.

Об’єкт дослідження - венозна кров хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією.

Предмет дослідження – гематологічні та біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцією.

Практичне значення: отримані дані можуть бути використані тубдиспансерами для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.
Матеріали роботи були представлені на таких конференціях: ХІІІ університетська науково-практична конференція студентів, аспірантів і молодих вчених «Молода наука-2020» (Запоріжжя, 2020) та V Міжнародній науково-практичній конференції «Topical issues of modern science, society and education» (Харків, 2021).
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Історія туберкульозу та відкриття його збудників

Туберкульозом називається захворювання, що викликається бактеріями  Mycobacterium tuberculosis, та вражає практично всі органи і системи організму, однак найчастіше проявляється в легеневій формі. На сьогоднішній день вважається одним із найбільш поширених захворювань в усьому світі. Шляхом поширення захворювання є повітряно-крапельний - передається із слиною при кашлі, розмові чи чханні, окрім того захворювання може передаватися через різні предмети побуту, якими попередньо користувалися хворі на туберкульоз [5].

До XX ст. Захворювання на туберкульоз називали «сухотами» та вважали невиліковним [6].

Про туберкульоз, як захворювання, згадується ще в давній історії. Вперше туберкульоз згадується ще в законодавчих документах Вавілону. Таким чином, у залишках кісток древніх людей, які було віднайдено під час розкопок, дослідники вбачали наслідки туберкульозного ураження. Дослідниками Британського музею в тканинах мумії віком більше 2500 років виявили збудника туберкульозу.

Також дані щодо захворювання на туберкульоз неодноразово згадуються в старих перських книгах, єгипетських ієрогліфах та індійських ведах. Окрім того, захворювання вважалося ніби прокляттям, про що говориться у вавилонських законах Хаммурапі (поч. ІІ ст. до н.е.), де було зареєстровано право на розлучення із жінкою, котра захворіла на «сухоти». 

Окрім цього, вперше симптоми та патогенез туберкульозу було описано давньогрецьким лікарем Гіппократом ще наприкінці V-початку IV століття до н. е. Однак, при цьому він вважав захворювання спадковим, що пов’язано з тим, що туберкульоз часто вражав цілі сім’ї. 

Арістотелем було вперше описано туберкульозний горбик, а Клавдій Гален у Римі довів, що захворювання на туберкульоз є заразним. 

Починаючи з XIX ст. лікарі з різних країн почали вивчення причин і розвитку «сухот» та ними було вперше зроблені спроби лікувати захворювання. 

У 1689 році лікарем Річардом Мортоном було встановлено, що враження легень туберкулами є патологією. Однак, на той час туберкульоз мав різні прояви, через що його не вважали єдиною патологією, розділяючи в залежності від ураження органів і систем. Вперше туберкульоз визнали єдиним захворюванням, яке вражає не лише легені, в 1920-му році, а у 1839 році захворювання вперше було назване туберкульозом. Назву було запропоновано Шенлейном Й.Л.

Саме з початком визнання туберкульозу як єдиного захворювання і пов’язані перші спроби його лікування. При цьому різні спеціалісти пропонували свої способи. Так, лікар Джон Кроган, протягом 1838-1845 рр. здійснював перші спроби лікування туберкульозу за допомогою чистого повітря та підтримки постійної температури, поселяючи хворих в печері. Однак, таке лікування ефекту не дало і хворі протягом певного часу помирали. 

У 1822 році британським лікарем Джеймсом Карсоном було здійснено перші спроби лікувати на туберкульоз за допомогою створення штучного пневмотораксу (введення повітря в плевральну порожнину). 

Аналіз щодо швидкості поширення захворювання та його заразності було здійснено французьким лікарем Жаном-Антуаном Вільменом у 1865 році. Таким чином, він помітив, що туберкульоз досить швидко передається від матроса до матроса під час плавання, коли вони контактували один із одним. З метою доведення заразності туберкульозу, лікар зібрав мокротиння хворих матросів та помістив його до контейнеру із морськими свинками. Таким чином, спостерігаючи прояви хвороби у тварин, лікарем було доведено заразність захворювання. 

 У 1859 році Г. Бремер відкрив перший туберкульозний санаторій у Польщі [7].

Не зважаючи на те, що туберкульоз як захворювання було відоме ще в минулі тисячоліття, саме відкриття збудника туберкульозу відбулося в 1882 році німецьким мікробіологом Робертом Кохом. Таким чином, було виявлено Mycobacterium tuberculosis, якого ще називають паличкою Коха. А в 1905 році за відкриття мікобактерії Кох отримав Нобелівську премію в галузі фізіології та медицини.

На початку 1890-х р. Роберт Кох отримав екстракт туберкульозних культур, який називається туберкулін. Після того, як мікробіолог представив отриману культуру науковому співтовариству, її було визнано ефективним діагностичним засобом під час виявлення туберкульозу.

1919 року французькими вченими Кальметом та Гереном було розроблено вакцинний штам мікобактерій, який і до сьогодні використовується з метою імунопрофілактики від туберкульозу (вакцина БЦЖ). Вперше вакцину було використано в 1921 році. Після цього почали проводити експериментальні та клінічні дослідження щодо цієї вакцини. Так ці дослідження показали, що вакцина є відносно нешкідливою, а її ефективність була значною. Так, смертність від туберкульозу у вакцинованих дітей була значно нижчою, ніж у тих, хто не отримав щеплення. Вже з середини 1930-х років вакцину стали широко використовувати з метою профілактики захворювання, а вже з 1950-х років її використання було обов’язковим у новонароджених дітей. 

Зважаючи на те, що попередні спроби лікування захворювання було неефективним, особливо важких проявів, то з метою лікування почали використовувати часткове видалення уражених часток легень. Таке лікування почали використовувати з кінця 1930-х рр. У 1943 р. американському мікробіологу українського походження Зельману Васкману вдалося одержати стрептоміцин, за що він отримав Нобелівську премію в 1952 році. 

Стрептоміцин у перші десятиліття з моменту відкриття був дуже ефективний проти мікобактерій, проте згодом його ефективність значно знизилася і на сьогоднішній день його практично не використовують для лікування туберкульозу. Однак саме те, що винайдення стрептоміцину та його застосування для лікування туберкульозу поклало початок його лікування за допомогою антибіотиків. Вже з 1954 року почали використовувати такі препарати, як ізоніазид і тібон, з 1967 року - один з найефективніших протитуберкульозних засобів - рифампіцин [8].

1.2 Туберкульоз: етіологія та патогенез

Етіологія. Те, що туберкульоз має інфекційний характер підозрювали з самого початку появи проявів захворювання, проте остаточне його доведення відбулося саме завдяки німецькому бактеріологу та мікробіологу - Роберта Коха - у 1882 р., коли ним вперше було виділено збудника туберкульозу. Пізніше ним же було виділено чисту культуру збудника, через що збудника часто також називають паличкою Коха в честь дослідника. На сьогоднішній день збудник називають мікобактерією туберкульозу (МБТ) [9].

На сьогодні виділено два основні види збудника - людський та бичачий. Так, найчастіше ураження людського організму спричинюють мікобактерії людського виду (близько 90-95%), значно рідше - бичачого. Останній найчастіше спостерігається на територіях, де поширеним є захворювання худоби на туберкульоз. При цьому у людей збудник бичачого виду викликає позалегеневі форми туберкульозу серед людей, насамперед - кісток, сечостатевої системи, лімфатичної системи тощо. Окрім зазначених видів туберкульозу також виділяють більш рідкісний вид, який поєднує в собі прояви двох попередніх видів - африканський вид. Вперше цей вид збудника було виявлено у хворих західної тропічної Африки [10].

Під мікроскопом МБТ виглядають як тонкі, дещо вигнуті палички, довжина яких становить від 0,8 до 5 мкм. Для того, щоб збудник розвивався, йому необхідний доступ кисню, розмноження відбувається шляхом поділу, рідше - брунькуванням. В середньому цикл поділу материнської мікобактерії становить 20-36 год. Однак, він може змінюватися в залежності від певних умов, основною з яких є зміна стану обмінних процесів у клітині. Загалом, доведено, що протитуберкульозні препарати є малоефективними для тих МБТ, цикл поділу в яких знижений. Важливою властивістю МБТ є кислото-, луго- і спиртостійкість. Така стійкість мікобактерій зумовлені тим, що в їх складі знаходиться велика кількість ліпідів (близько 40%). Ліпідна фракція є й основним носієм вірулентних властивостей МТБ. Туберкулопротеїди вважаються основними носіями антигенних властивостей мікобактерій туберкульозу. Саме ці білкові фракції і входять до складу туберкуліну - препарату, який використовується для діагностики інфікування мікобактеріями туберкульозу [11].

Збудник захворювання є стійким до зовнішніх умов середовища, за відсутності впливу на нього сонячного світла життєздатним залишається декілька місяців. Так, у воді збудник залишається живим до 5 міс., на папері - 3 міс., в харкотинні - від 2 до 10 міс., у ґрунті до 1-2 років [12]. Окрім того, мікобактерії туберкульозу є стійкими за низьких температур, так за температури повітря 20⁰С вони залишаються життєздатними до 7 років. 

Проте під дією сонячних променів МБТ гинуть за 1,5 години, при ультрафіолетовому опроміненні - через 2-3 хвилини. Під час кип’ятіння загибель мікобактерій відбувається протягом за 5 хвилин. Найбільш ефективними знезаражувальними засобами, що згубно діють на МБТ, є такі, до складу яких входить хлор (наприклад, хлорамін чи хлорне вапно).  

Під впливом різних чинників мікобактерїї можуть змінювати свої властивості. Так, в людському організмі мікобактерії можуть зазнавати змін у зв’язку із імунною відповіддю, дією протитуберкульозних препаратів тощо. В такому випадку відбувається зміна ліпідної оболонки бактерії, її розмір чи інтенсивність обмінних процесів та поділ. Саме у цьому випадку МБТ можуть набувати «дрімаючого» характеру, що протягом багатьох років можуть знаходитися в організмі людини і не маючи негативних наслідків для нього, проте у випадку сприятливих для них умов - можуть сприяти виникненню захворювання. Під впливом тривалого безсистемного лікування виникає стійкість мікобактерій до протитуберкульозних препаратів і те стає неефективним [13].

Протягом останніх років все більшого поширення набувають атипові форми мікобактерій туберкульозу, які значно відрізняються за своїми біохімічними та культуральними властивостями. Таким видом на сьогодні належить пташиний вид, який найчастіше зустрічаються у водоймах, ґрунті та на овочах. Даний вид мікобактерій вважається умовно патогенними для людини, проте за зниженого імунітету - може викликати захворювання (мікобактеріоз). Найчастіше саме цим видом МБТ заражуються люди, хворі на ВІЛ-інфекцію та СНІД. До того ж показники смертності від мікобактеріозу в цієї групи населення становить близько 25% [14].

Патогенез. Для мікобактерій туберкульозу часто є характерним той факт, що від першого потрапляння до організму (що буває ще в дитячому віці) і до розвитку захворювання проходить значний період часу. Тобто, це говорить про те, що людський організм має ряд вроджених і набутих механізмів захисту від туберкульозу [15]. Так, для дитячого організму ці механізми часто є недосконалими, саме тому інфікування у такому віці є особливо небезпечним. 

Окрім того, можливість захворювання та ступінь тяжкості перебігу захворювання залежить від шляху потрапляння мікобактерій до організму та їх кількості. При потраплянні через дихальні шляхи, на шляху МБТ стоїть цілий ряд захисних природних бар’єрів - миготливий епітелій бронхів, а також слиз, який містить в своєму складі активні знешкоджувальні речовини. За нормального функціонування цих факторів захисту та незначної кількості збудника, що потрапляє в організм, МБТ виводяться з організму без завдання шкоди організму [16].

У випадку ж потрапляння збудника до тканин чи альвеол, відбувається їх захоплення макрофагами і дає початок взаємодії мікобактерій туберкульозу і людського організму. Така взаємодія супроводжується розвитком цілого каскаду існуючих реакцій, результат яких залежить від ряду чинників. Основними такими чинниками являються: вік (як згадувалося, діти тяжче переносять захворювання, що пов’язано з низькою опірною здатністю, а люди старечого віку - мають більше шансів захворіти через зниження імунних відповідей), статі (згідно статистики чоловіки хворіють частіше за жінок), супутніх захворювань, які можуть сприяти зниженню імунітету, соціальних та екологічних чинників тощо.

Існує значна кількість імунних реакції, в яких беруть участь Т- і В-лімфоцити, макрофаги та цитокіни, що сприяють формуванню  двох основних феноменів [17]:

· «набута клітинна стійкість», яка полягає у активації макрофагів, в результаті якої відбувається пригнічення чи навіть внутрішньоклітинне знищення мікобактерій туберкульозу;

· «реакції підвищеної чутливості сповільненого типу». За розвитку такої реакції відбувається утворення клітинного валу навколо МБТ, тобто - утворюється «гранульома». При цьому в центрі такої гранульоми відбувається загибель клітин - виникає казеозний некроз. 

Отже, цій захисній реакції (ізоляція МБТ) властивий і пошкоджуваний ефект. Як результат - відбувається зниження кількості мікобактерій, однак в організмі залишається певна кількість метаболічно неактивних, живих клітин. Таким чином, відбувається стабілізація та обмеження процесу, тобто сама хвороба не розвивається. У випадку, коли організм не здатний викликати таку реакцію на проникнення збудника - відбувається прогресування процесу. Макрофаги неспроможні подолати мікобактерій. Велика кількість макрофагів, а також поліморфонуклеарних лейкоцитів руйнуються, виділяючи протеолітичні ферменти, які нищать навколишні тканини, а МБТ бурхливо розмножуються. Неконтрольоване розмноження мікобактерій в геометричній прогресії може призвести до появи величезного числа мікроорганізмів - понад 540 млн. протягом 20 днів.

Таким чином, стає зрозуміло, що в залежності від взаємодії описаних реакцій відбувається або обмеження інфекції і в цьому випадку людина залишається здоровою, або ж розвивається хвороба. В обох випадках підвищену чутливість (сповільненого типу) організму до збудника туберкульозу і продуктів його розпаду, яка розвинулася в результаті цих процесів і засвідчує про інфікування людини МБТ, можна виявити за допомогою туберкулінової проби Манту.

1.3 Етіологія та патогенез у ВІЛ – інфекції

Не зважаючи на певну стабілізацію ситуації захворювання на туберкульоз, що відбулася завдяки створенню та проведенню вакцинації, з’явилася нова загроза людству. Так, наприкінці XX-початку XXI ст. Постала нова загроза людству, що проявилася у прогресуванні епідемії СНІДу і наркоманії, народження дітей з ВІЛ-інфекцією і хворих на CНІД. Так, ВІЛ-інфекція стала однією з найбільш актуальних соціальних і економічних проблем суспільства [18]. 

Таким чином, починаючи з 2000 року спостерігалася сумна статистика, пов’язана із ВІЛ-інфекцією та СНІДом. Протягом 2000 р. зафіксовано смертність у 3 млн. чоловік серед хворих на СНІД. При цьому майже 50% померлих становили жінки, а кожна п’ята померла людина - дитина. Відповідно до прогнозів ООН та ВООЗ (1997 р.), смертність від ВІЛ-інфекції і СНІД збільшилася на 75% 2 2010 році, а смертність серед хворих на СНІД дітей до 5 років становила 100%. Статистика ВООЗ свідчить, що СНІД як причина смерті серед дітей - одна з найбільш поширених, а в Африці - перша [19].

Відповідно до даних статистики, у 2010 р. кількість ВІЛ-інфікованого населення в Україні становило близько 1,4 млн. чол. При цьому смертність від хвороби становила показнику у 12-13 тис. інфікованих на рік. Згідно з прогнозами, у 2010 р. кількість ВІЛ-інфікованих в Україні може досягти 1,4 млн осіб (Доповідь про розвиток глобальної епідемії ВІЛ/СНІДу. Червень 2000 р. ЮНЕЙДС) [20].

Етіологія. Вперше ВІЛ-інфекція була описана професором інституту Пастера (Франція) Люком Монтаньє. Відкриття було здійснено на ґрунті попередніх досліджень, проведених американським вірусологом Робертом Галло [21].

У травні 1986 р. за рекомендацією Міжнародного комітету з таксономії вірусів, відповідно до вимог уніфікації міжнародної термінології досліджений вірус отримав назву «вірусу імонодефіциту людини» (ВІЛ, HIV). Того ж року на території Західної Франції було виділено новий вірус, дуже схожий з ВІЛ, однак він мав певні імунологічні особливості. Таким чином, обидва віднайдені віруси отримали однакову назву - «вірус імунодефіциту людини» - ВІЛ-1 та ВІЛ-2. Під час проведення низки досліджень стало зрозуміло, що ВІЛ-1 є основною причиною захворюваності на СНІД у всьому світі [22].

ВІЛ - вірус, що належить до ретровірусів, підродини лентивірусів. Вірус є РНК-вмісним. Особливість вірусу імунодефіциту людини полягає в тому, що він повільно розвивається, спричинюючи виникнення хронічної інфекції. Вони здатні проникати в середину генетичного апарату зараженої клітини. Це дозволяє їм, незважаючи на мізерно малу кількість заражених осіб, залишатися в їх організмах тривалий час і передаватися нащадкам інфікованого [23].

Основною характерною рисою СНІДу є відсутність будь-яких специфічних симптомів. Тобто, основними його проявами часто є прояви низки інфекцій та захворювань, які виникають в результаті руйнування імунної системи організму. 

Віруси є тропними до певного типу клітин, які мають рецептори до даного вірусу. Окрім цього гером ВІЛ має здатність вбудовуватися до геному цих клітин. Рецептором для ВІЛ є диференційний антиген CD4. Цей антиген розташовується на мембрані клітин Т-хелперів та Т-індукторів, виконуючи функцію розпізнавання антигенів. Фіксація вірусу через gp120 ВІЛ-1 (або gp105 - у випадку інфікування ВІЛ-2) з мембранним рецептором CD4-клітини хазяїна блокує основну функцію цих імунокомпетентних клітин - сприйняття сигналів від антигенпрезентуючих клітин [24]. Подальша реплікація вірусу призводить до загибелі клітин, внаслідок чого відбувається практичне чи повне зникнення захисних функцій в цих клітинах, як наслідок - виникає імунодефіцит. 

В нормальному стані в людини окрім імунокомпетентних Т-клітин також існує ряд інших клітин, які мають рецептори до вірусу імунодефіциту людини, які у випадку проникнення вірусу в організм здійснюють цитопатичний ефект. Такими клітинами являються макрофаги, моноцити, тимоцити, еозинофільні гранулоцити, мегакаріоцити, В-лімфоцити, нейрони, мікроглія, астроцити, судинний ендотелій, сперматозоїди та клітини хоріонтрофобласта плаценти.

Л. Монтаньє було встановлено, що збудником СНІДу відбувається пригнічення росту та розмноження Т-клітин, насамперед - Т-хелперів. Такий ефект призводить до загибелі цих клітин. Значна загибель Т-хелперів відбувається вже за концентрації збудника СНІДу у 5% [25].

Окрім ураження імунної системи організму при зараженні організму ВІЛ відбувається також залучення у патологічний процес кровотворної системи. Так, для хворих на СНІД характерними є лейкопенія, анемія та тромбоцитопенія. Окрім цього відбувається пригнічення функціональної активності гранулоцитів.  У хворих з ВІЛ-інфекцією в кістковому мозку різко знижується вміст колонієутворювальних одиниць гранулоцитів, макрофагів, мегакаріоцитів.

Клітини нервової мікроглії також мають рецептори СD4+, ідентичні рецепторам Т-хелперів. Саме цей факт визначає можливість ушкодження нервових клітин ВІЛ-інфекцією в такій же мірі, як і лімфатичну систему. При цьому ураження нервових клітин може відбуватися двома шляхами:  за рахунок прямої цитопатичної дії вірусу або в результаті аутоімунних механізмів, а також таке ураження може носити вторинний характер - як бактеріальне ускладнення у вигляді енцефаліту.

Вірусу імунодефіциту людини характерною є його мінливість. Так, було доведено, що нові копії ВІЛ в антигенному відношенні значно відрізняються від попередників і погано реагують на антитіла. В організмі людини, хворої на СНІД, постійно відбувається селекція більш агресивних і патогенних вірусів. У випадку прогресування захворювання відбувається виділення штамів, яким характерними є більш швидка і продуктивна реплікація [26].

Епідеміологія. Джерелом ВІЛ-інфекції є інфікована або хвора на СНІД людина. При цьому сприйнятливість людського організму до ВІЛ-інфекції сягає 100%. До основних факторів передачі ВІЛ-інфекції належать біологічні середовища людського організму: кров, сперма, вагінальний секрет, тканини або органи [27].

ВІЛ-інфекція передається наступними шляхами [27]:

· статевим шляхом;

· під час переливання крові, трансплантації органів та кісткового мозку;

· через використання медичного інструментарію, що неправильно знезаражувався; 

· від матері до дитини: через плаценту (відбувається внутрішньоутробне зараження плоду), інфікування дитини під час проходження через родові шляхи під час народження та через молоко. 

Таким чином, згідно проведеним дослідження стає зрозуміло, що у випадку хворої на СНІД матері, хвороба передається до дитини у 80% випадків [28].

Патогенез. У розвитку ВІЛ-інфекції виділяють 7 стадій [29]:

· «нульова» - ця стадія є періодом інкубації та розмноження вірусу. В цей період захворювання є серонегативним і не має проявів під час дослідження близько 3-х місяців з моменту зараження; 

· 1-ша - виражена вірусна репродукція з розвитком первинної імунної відповіді - серопозитивна. Тривалість цієї стадії від 6 до 12 місяців;

· 2-га стадія триває від моменту прояву до 3-5 років і полягає у гіперреактивності гуморального імунітету; 

· 3-тя стадія носить назву компенсованого імунодефіциту (при цьому спостерігається кількість Т-лімфоцитів не менше 400 в 1 мкл; співвідношення Т4/Т8 не менше 0,6);

· 4-та - відбувається виражене пригнічення клітинного імунітету, що полягає у появі декомпенсації гуморального імунітету;

· 5-та стадія проявляється повною відсутністю реакцій гіперчутливості уповільненого типу і розвитком локальних опортуністичних інфекцій;

· 6-та є термінальною, внаслідок якої відбуваються значні порушення гуморального та клітинного імунітету. Окрім того опортуністичні інфекції набувають генералізованого характеру. 

Перші 4 стадії патогенезу умовно називають «перед-СНІД», а 5-6-ту - власне «СНІДом».

1.4 Туберкульоз у ВІЛ-позитивних

Епідемія СНІДу в усьому світі безпосередньо пов’язана із зростанням кількості захворюваності на туберкульоз. Це пов’язано з тим, що обидва захворювання активно взаємодіють один з одним. Обидва захворювання негативно впливають на імунну систему, змінюючи розвиток іншого захворювання. В результаті ВІЛ-інфекція сприяє виникненню розвитку туберкульозу у інфікованих людей, особливо у випадку, коли імунний статус становить менше 200 клітин/мл. Окрім того, у ВІЛ-інфікованих туберкульоз часто проявляється у позалегеневих формах, через що наслідки від хвороби є серйознішими, а лікування - складнішим [30].

У зв’язку з тим, що вірус імунодефіциту людини впливає саме на імунну систему шляхом її послаблення, сприйнятливість людського організму до мікобактерії туберкульозу підвищується в 7 разів. Також у людей, у яких туберкульоз знаходився в латентній формі перебігу, у випадку інфікування ВІЛ, він набуває активного перебігу. В середньому показник перебігу з латентної у активну форми туберкульозу становить 8-10% випадків на рік. Для ВІЛ-негативних людей з латентним туберкульозом цей ризик складає всього лише 5% протягом життя. Розвиток позалегеневих форм туберкульозу напряму залежить від рівня зниження імунітету. Тобто, у пацієнтів із захворюваннями ВІЛ та СНІД значно вищий ризик розвиток таких типів туберкульозу [31].

Активний перебіг туберкульозу в свою чергу призводить до підвищення вірусного навантаження ВІЛ, що може привести до зниження імунного статусу і прогресування захворювання. У такому випадку, навіть за ефективного лікування туберкульозу вірусне навантаження може залишитися підвищеним [32].

Хоча антиретровірусна терапія проти ВІЛ є головним засобом профілактики туберкульозу серед людей з ВІЛ, навіть при доступності лікування ВІЛ-інфекції високий ризик розвитку туберкульозу все одно зберігається. Проте, антиретровірусна терапія допомагає імунній системі відновиться, і запобігає туберкульозу в більшості випадків [33, 34].

1.5 Гематологічні та біохімічні розлади у хворих на ко-інфекцію туберкульоз/ВІЛ з різним станом імунітету

Туберкульоз є однією з найчастіших опортуністичних інфекцій, що розвиваються у ВІЛ-інфікованих осіб. Зумовлені ВІЛ-інфекцією зміни імунного статусу, метаболічні розлади, супутні хвороби та опортуністичні інфекції призводять до відхилення клініко-лабораторних і рентгенологічних виявів туберкульозу, що ускладнює діагностику та відтерміновує призначення лікування [35]. Тому вивчення особливостей гематологічних та біохімічних порушень при ко-інфекції туберкульоз/ВІЛ є актуальним напрямом медичної науки. Встановлено, що у 91,4 % ВІЛ-інфікованих у разі зниження рівня CD4 до 200 кл/мкл і менше виникала анемія, у 26,8 % - лейкопенія, у 80 % - лімфопенія і у 21,7 % - тромбоцитопенія, причому анемія зворотно корелювала із кількістю CD4-клітин, що стало підставою для використання її як предиктора імуносупресії та оцінкового критерію імунного статусу [36]. Причину анемії у ВІЛ-інфікованих вбачають у порушенні кровотворення, зокрема пригніченні еритропоезу. Попри значне зниження кількості CD4-клітин, загальна кількість лімфоцитів істотно не змінюється або помірно знижується. У низці досліджень наголошують на частом у підвищенні у ВІЛ-інфікованих ШОЕ, проте брак кореляції з рівнем CD4-лімфоцитів не дає змоги використовувати цей показник для прогнозування ступеня імуносупресії. Досліджень гематологічних розладів у пацієнтів з ко-інфекцією туберкульоз/ВІЛ украй мало. Встановлено, що у дорослих осіб, інфікованих туберкульозом, анемія тісно корелює із ВІЛ-інфікуванням, антропометричними даними, проте не залежить від соціально-економічного статусу [36]. Автори розцінюють анемію як ризик-фактор у плані захворюваності та смертності від обох інфекцій та наголошують на доцільності надавати корекції анемії значної уваги. Під час дослідження біохімічного гомеостазу у ВІЛ-інфікованих осіб виявлено вірогідне збільшення вмісту загального білірубіну в крові та зростання активності трансаміназ, значну тенденцію до гіпоглікемії, підвищення рівня загального білка крові та розвиток білкового дисбалансу, проте наведені результати отримано в пацієнтів, які не хворіли на туберкульоз [37].
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження 
Об'єктом дослідження була кров жінок та чоловіків середнього та молодого віку, хворих на туберкульоз із ВІЛ–інфекцією, що знаходились на лікуванні у клініко-біохімічній лабораторії Запорізького обласного протитуберкульозного клінічного диспансер м. Запоріжжя. Показники отримували з історії хвороб.
У хворих венозну кров натщесерце брали на початку та в кінці лікувальної терапії. У крові визначали гематологічні (загальна кількість еритроцитів, лейкоцитів, вміст гемоглобіну, кольоровий показник, лейкограму) та біохімічні показники крові (показники функціонального стану печінки та нирок, глюкозу, загальний білок та β-ліпопротеїни).
2.2 Методи дослідження
2.2.1 Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким

У лунці планшета для серологічних досліджень дозованою варіпіпеткою відміряють 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. Узяту для дослідження кров видувають з капіляра на чисті знежирені скельця і відміряють дозованою мікропіпеткою 0,02 мл (20 мкл) крові, яку вносять в лунку з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. В цьому випадку розведення крові виходить 1:20. Порцію крові перемішують піпетуванням тією ж піпеткою і залишають на 1-2 хв. До повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводять в рахунковій камері Горяєва. Рахункова камера є скляною пластинкою, що має невелике поглиблення в центрі, куди поміщається розведена кров. На дні поглиблення вигравійовано дві сітки, розділені одна від одної подовжнім і двома поперечними жолобами [38]. Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно кладуть знежирене покривне скло і притирають його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям. Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих) і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішують мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляють до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів [39].

Після того, як рахункова камера заповниться суспензією клітин, приступають до підрахунку лейкоцитів. Для цього камеру розглядають під мікроскопом і рахують формені елементи, що лежать в сітці Горяєва.

Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 16 маленьких квадратів (для підрахунку еритроцитів) і 100 великих порожніх квадратів зібрано в групи по 4 квадрати кожна (для підрахунку лейкоцитів). Сторони малого квадрата рівні 0,05 мм; отже площа його рівна 0,0025 мм2; глибина рахункової камери рівна 0,1 мм, тому об’єм малого квадрата рівний 0,00025 мм3. Великий квадрат сітки Горяєва складається з 16 малих квадратів, отже має S=0,04 мм2, а V=0,004 мм3 [40].

Лейкоцити підраховують у 100 великих порожніх квадратах (20х5), площа яких дорівнює 4 мм2 (площа одного великого квадрата дорівнює 0,04 мм2). Кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих порожніх квадратах, ділять на 4 і перемножують на 200, одержують кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Ділять на 4 із розрахунку загальної площі 100 великих порожніх квадратів, рівної 4 мм2. Перемножують з розрахунку, що ступінь розведення крові дорівнює 20 (0,38 мл 13% розчину оцтової кислоти і 0,02 мл крові), а глибина камери 0,1 мм. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 (якщо врахувати попередні розрахунки: 200:4=50). 
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де n – кількість лейкоцитів, підрахована у 100 великих квадратах камери Горяєва;

20 – розведення;

0,04 – площина одного великого квадрата (мм2);

0,1 – глибина камери.

Для того, щоб повторно не підрахувати один і той же лейкоцит, потрібно суворо дотримуватися певного порядку:

· рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво, переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз;

· у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери [41,42].

2.2.2 Визначення лейкоцитарної формули крові

Одночасно з підрахунком кількості лейкоцитів з того ж зразка крові готували мазки для вивчення лейкоцитарної формули. Для цього на предметне скло наносили 10-20 мкл крові та за допомогою шліфувального скла, встановленого під кутом 40-450 робили мазок стандартним для гематологічних досліджень методом. Після висушування, фіксування протягом 5 хвилин в метанолі та фарбування мазків за Паппенгеймом.

Після правильного приготування мазка крові й якісного забарвлення приступають до його вивчення. Огляд мазка починають з малого збільшення, при якому оцінюють якість мазка, але аналіз його проводять під імерсією. Слід мати на увазі, що не зважаючи на достатньо правильне технічне виконання мазка, клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому для отримання достовірних даних при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів рекомендується рухатися по мазку крові зиґзаґами – лінією Меандра. Прийнято рахувати 200 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи «вусиків», рухаючись зиґзаґами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. Необхідно прагнути набрати дану кількість клітин на ½ мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Різні види лейкоцитів, що зустрічаються при аналізі препарату, заносять в таблицю або враховують за допомогою спеціалізованого десятиклавішного і лейкоцитарного лічильника. Після закінчення перегляду 200 лейкоцитів, визначають відсотковий вміст кожного з видів лейкоцитів за формулою:
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Окрім процентного вмісту лейкоцитів велике значення має абсолютна кількість окремих видів лейкоцитів. Вона визначається з урахуванням загальної кількості лейкоцитів. Абсолютна кількість будь-якого виду лейкоцитів характеризує їх реальну участь в імунних реакціях. Таким чином, при характеристиці імунного статусу дуже важливо аналізувати не тільки відносний вміст лейкоцитів , але й їх абсолютне співвідношення, так як  процентний вміст лімфоцитів може бути нормальним або навіть підвищеним. Проте у випадку лейкопенії (знижений вміст лейкоцитів) у організмі має місце дефіцит абсолютної кількості лімфоцитів. Обчислення абсолютного вмісту кожного виду лейкоцитів здійснюється після з’ясування процентного складу білої крові та загального числа лейкоцитів за такою формулою:
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Відносну і абсолютну кількість  лейкоцитів враховують у клінічній практиці [43,44]. 

2.2.3 Визначення показників загального аналізу крові за допомогою автоматичного гематологічного аналізатора

Для проведення дослідження загального аналізу крові за допомогою аналізатора використовують цільну або капілярну кров. Для цього достатньо 2 мл цільної крові. 

З метою диференціації та підрахунку клітин крові використовується два реагенти:

1) Ділюент;

2) Лізуючі розчини.

Таким чином, для диференціації таких видів WBC, як Lym, Mon, Neu та Eos використовується лізуючий розчин Diff, а для диференціації Bas та WBC використовується лізуючий розчин LH. 

Так, клітини крові, оточені проточною рідиною Ділюент, проходять через центр проточної комірки одна за одною з досить високою швидкістю, а трипроменеве лазерне розсіювання сприяє збільшенню точності підрахунку. Загалом процес підрахунку відбувається під час проходження клітин крові через промені, внаслідок чого відбувається відображення розміру клітин крові та їх внутрішньоклітинної щільності.

Отже, принцип дії гемоаналізатора побудований на основі вимірювання змін електричного опору, що створюється клітиною крові, яка проходить через датчик діафрагми. В процесі такого проходження відбувається підсилення сигналу, який потім реєструється датчиком та генерується аналітична гістограма.

В подальшому відбувається додавання спеціального лізуючого розчину до цільної крові, внаслідок чого відбувається руйнування клітинної стінки та вивільнення гемоглобіну. При цьому лізуючий розчин разом із лізуючою рідиною утворюють новий розчин, який може поглинати довжину хвилі у 530 нм. В результаті вимірювання таких хвиль відбувається розрахунок концентрації гемоглобіну у зразку, що досліджується.
2.2.4 Кількісне визначення білірубіну в сироватці крові за методом Іендрашека

В основі методу Іендрашека лежить реакція Ван ден Берга, він описав здатність білірубіну давати рожево-фіолетове забарвлення з диазореактивом Ерліха. Інтенсивність утворюється забарвлення прямо пропорційна концентрації білірубіну в розчині. Руйнування білірубін-білкового комплексу здійснюється кофеїнові реактивом, який одночасно переводить білірубін в розчинний дисоційований стан. Інтенсивність утворюється забарвлення вимірюється на ФЕК при зеленому світлофільтрі (563 нм), а кількість білірубіну визначається за калібрувальним графіком.

У три пробірки відміряють по 1 мл сироватки крові, в першу та другу пробірку додають 3,5 мл кофеїнового реактиву, потім в першу та третю додаємо по 0,5 мл діазореактивів. Далі колориметруємо через 5-10 хв на ФЕК в кюветі 10 мм проти контролю при зеленому світофільтрі.

Визначення загального білірубіну і його фракцій використовується для діагностики і диференціальної діагностики жовтяниць різної етіології - гемолітичної (надпечінковий), паренхіматозної (гепатоцелюлярної, печінкової) і обтураційній (механічної, підпечінковий). При гемолітичній жовтяниці гіпербілірубінемія розвивається в основному за рахунок непрямого (вільного) білірубіну. При паренхіматозної жовтяниці відбувається деструкція гепатоцитів і порушується екскреція прямого білірубіну в жовчні ходи, він потрапляє в кров. Крім того через функціональної неспроможності гепатоцити не здатні ефективно захоплювати з крові непрямий білірубін і кон'югованих його. При паренхіматзной жовтяниці спостерігається гіпербілірубінемія змішаного типу. При обтураційній жовтяниці порушується евакуація жовчі в дванадцятипалу кишку, що призводить до підвищення в крові прямого, а в більш пізні терміни хвороби і непрямого білірубіну [45].
2.2.5 Визначення активності аланінамінотрансферази та аспартатамінотрансферази у сироватці крові (методом Райтмана-Френкеля)

Внаслідок амінування 2-оксоглутарової кислоти L-аланіном, яке відбувається під дією аланінамінотрансферази, утворюються L-глутамінова та піровиноградна кислоти. Визначення базується на вимірюванні оптичної щільності 2,4-дінітрофенілгідразонів 2-оксоглутарової та піровиноградної кислот в лужному середовищі. Оскільки гідразон піровиноградної кислоти має більш високий коефіцієнт молярної екстинції, то спостерігається прямо пропорційна залежність оптичної щільності реакційного розчину від активності фермента.

Беремо дві пробірки (перша – дослідна проба, друга – холоста), додаємо в пробірки по 0,40 мл субстратно – буферного розчину та інкубуємо 3 хв при температурі +37. Далі в другу пробірку додаємо 0,40 мл стоп – реагенту та у дві по 0,08 мл сироватки крові та інкубуємо 60 хв при температурі +37. Потім додаємо в першу пробірку 0,40 мл стоп -реагенту і витримуємо 20 хв при кімнатній температурі. І останнім етапом буде додавання у всі пробірки по 4 мл розчину гідроксиду натрію 0,4 Н. Витримуємо 10 хв при кімнатній температурі. Вимірюють оптичну щільність дослідної проби проти холостої проби (індивідуальної для кожної сироватки). Забарвлення стабільне протягом 60 хв. Фотометруємо при довжині хвилі 500-550 нм. Розрахунок активності ферменту у сироватці крові проводять по калібрувальному графіку [46].
2.2.6 Визначення глюкози в сироватці крові глюкозооксидазним методом

Концентрація глюкози в крові може змінюватися в наслідок як фізіологічних, так і патологічних процесів. Визначення вмісту глюкози в крові (цільній, плазмі або сироватці) входить до обов’язкової номенклатури аналізів біохімічного дослідження крові та є основним лабораторним тестом в діагностиці цукрового діабету (ЦД) або переддіабетичних станів.

Глюкозооксидазний метод найбільш широко використовується в клінічній лабораторній діагностиці для визначення глюкози в біологічних рідинах. Принцип методу базується на здатності глюкози окиснюватися киснем повітря в присутності глюкозооксидази до глюконової кислоти та перекису водню, який у присутності пероксидази реагує з фенолом та 4-амінофеназоном з утворенням хіноніміну червоно-фіолетового забарвлення, що можна визначити фотометрично.

Готуємо три пробірки (рекомендовано: «№1», «№2», «№3», «Калібрувальна», «Холоста»). За допомогою шприца внесіть 0,2 мл фізіологічного розчину із флакону в пробірку для приготування холостої проби («Холоста»). Внесіть по 0,2 мл кожної дослідної проби у відповідну за номером проби пробірку (№1-3). Внесіть 0,2 мл калібрувального розчину в пробірку для приготування калібрувальної проби («Калібрувальна»). Для отримання більш точних результатів при відбиранні кожного потенційно нового за складом розчину рекомендується промивати шприц фізіологічним розчином з відповідної ємності. За допомогою шприца в кожну з п’яти пробірок внесіть по 1,0 мл буферного розчину з відповідного флакону. За допомогою шприца в кожну з п’яти пробірок внесіть по 1,0 мл розчину ензимів з відповідного флакону. Перевірте, що всі п’ять пробірок мають візуально однаковий рівень рідини та знаходяться в штативі у стійкому положенні. Розмістити свій штатив в камері термостату таким чином, щоб він стійко стояв на поверхні, спираючись на всі чотири ніжки, та не заважав розміщенню інших штативів. Проби інкубувати 12 хвилин. По завершенню часу інкубації обережно заберіть свій штатив. Можна побачити, що рідина в пробірках змінила свій колір. Визначте екстинцію отриманих розчинів (№1, №2, №3) на ФЕК при довжині хвилі в діапазоні 500-550 нм. Для визначення концентрації глюкози в дослідних пробах №1-3 необхідно провести перерахунок за формулою: 

С = [image: image8.png](B29) x Kk x 10
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де,    С – концентрація глюкози в дослідній пробі, ммоль/л; 

10 – концентрація глюкози в калібрувальному розчині, ммоль/л; 

Едосл. – оптична щільність дослідної проби, од. опт. щільності; 

Екал. – оптична щільність калібрувальної проби, од. опт. щільності;

К – коефіцієнт розведення (=1) [47].
2.2.7 Визначення креатиніну сироватки крові за реакцією Яффе

Креатинін є продуктом білкового обміну, утворюється при взаємодії амінокислот гліцину, аргініну, метіоніну. Креатинін присутній у крові у вільному вигляді та у вигляді креатинфосфату у м'язах та міокарді.

Креатинін - ангідрид креатину, утворюється в м'язах з креатинфосфату, разом з креатином міститься у фракції залишкового азоту крові. Креатинін є постійною складовою сечі. Добове виділення креатиніну із сечею постійно і пропорційне до загальної м'язової маси тіла.

Як уніфікований метод щодо концентрації креатиніну в крові та сечі запропоновано метод Поппера, заснований на реакції Яффе. Вітчизняні та імпортні набори для визначення рівня креатиніну містять усі необхідні реагенти для виконання дослідження цим методом.

У лужному середовищі пікринова кислота взаємодіє з креатиніном з утворенням оранжево-червоного забарвлення (реакція Яффе-утворення таутомера пікрата креатиніну), яке вимірюють фотометрично.

Визначення у сироватці крові проводять після депротеїнізування. Визначення не зовсім специфічне, інтерферують речовини з активною метиленовою групою та деякі відновлюючі речовини, наприклад, глюкоза, ацетон, ацетооцтова і піровиноградна кислоти.

Визначення креатиніну у сироватці крові: 2 мл сироватки змішують із 6 мл насиченого розчину пікринової кислоти. Через 5 хв пробірку поміщають на 15-20 сік. в киплячу водяну баню, потім центрифугують. До 4 мл центрифугату додають 0,2 мл 2,5 моль/л розчину їдкого натру і ретельно змішують. Іноді після підлужування розчин каламутніє внаслідок випадання фосфатів. В цьому випадку розчин ще раз центрифугують. Потім доводять розчин до об'єму 10 мл водою. Через 10 хв (не пізніше 20 хв) вимірюють у кюветі з товщиною шару 2 см при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр) проти холостої проби.

Холоста проба: 3 мл насиченого розчину пікринової кислоти та 0,2 мл 2,5 моль/л розчину їдкого натру доводять до об'єму 10 мл водою.

Розрахунок проводять за калібрувальним графіком [48].
2.2.8 Кількісне визначення сечовини у сироватці крові уреазним методом

Сечовина під дією ферменту уреази розкладається на СО2 і NН3 останній в реакції з саліцилат натрію і гіпохлоридом натрію в присутності нітропрусиду натрію утворює забарвлений продукт, інтенсивність забарвлення якого пропорційна концентрації сечовини в пробі.

Беремо три пробірки (дослідна, калібрувальна, контрольна), додаємо в кожну по 1 мл реагенту 1 (реагент 1 – розчин уреази у фосфатному буфері; розчин саліцилату натрію та нітропрусиду натрію), потім в першу пробірку додаємо 0,02 мл сироватки крові, у другу – 0,02 мл калібратора, у третю – 0,02 мл дистильованої води. Проби перемішати та інкубувати 5 хв при температурі 370 С. Далі у всі пробірки додаємо по 1,0 мл реагенту 2 (реагент 2 – розчин гіпохлориту натрію та гідроксиду натрію). Після додавання реагенту проби 2 промішати і інкубувати 5 хв при температурі 370 С. Виміряти оптичну щільність дослідної (Д) та калібрувальної (Дк) проб проти контрольної проби при λ = 610 нм. Забарвлення стабільне протягом 2 год [49].
Для розрахунку концентрації сечовини використати формулу:

С= [image: image10.png]A % 5,0 (MMoJIb /1)
I



                                                (2.5)

2.2.9 Методика визначення тимолової проби

Сироваткові бета-глобуліни, гама-глобуліни та ліпопротеїни осаджуються при рН 7.55 тимоловим реактивом. Залежно від кількості та взаємного співвідношення окремих білкових фракцій при реакції виникає помутніння, інтенсивність якого вимірюють турбідиметрично.

В пробірку вносимо 3мл тимолового реактиву, додаємо 0,05 мл сироватки крові, перемішуємо та інкубуємо протягом 30 хв при кімнатній температурі. Перед вимірюванням вміст пробірки перемішуємо і вимірюємо величину оптичної щільності проби при довжині хвилі 650 нм в кюветі товщиною 5 або 10 мм проти холостої проби (тимолового реактиву). Величину інтенсивності помутніння визначаємо за калібрувальним графіком [50].
2.2.10  Визначення вмісту загального білка у сироватці крові (біуретова реакція)

Більшість сироваткових білків, за винятком гаммаглобулінів і гемоглобіну, синтезуються в печінці. Білки беруть участь у транспорті, каталізі і коагуляції, діють в якості гормонів і рецепторів, антигенів і антитіл, регулюють осмотичний тиск і забезпечують структурні функції. Належний рівень загального білка в сироватці залежить головним чином від балансу між синтезом і деградацією альбуміну і імуноглобулінів. Причиною відхилень рівня загального білка зазвичай є зневоднення, захворювання печінки і нирок, а також голодування.


Метод заснований на біуретовій реакції. Білки в лужному середовищі утворюють з іонами міді забарвлений комплекс. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна концентрації загального білка.


До 0,1 мл сироватки крові додають 4,9 мл робочого розчину біуретового реактиву, перемішують уникаючи утворення піні. Через 30 хвилин (не пізніше 1 години) вимірюють оптичну густину дослідної проби на ФЕК у кюветі з товщиною кулі 10 мм при довжині хвилі 540-560 нм (зелений світлофільтр) щодо контролю. 

Контроль. До 4,9 мл робочого розчину біуретового реактиву додають 0,1 мл 0,9% розчину хлористого натрію, витримують 30 хв. Розрахунок проводять за калібрувальним графіком [51].
2.2.11 Визначення вмісту бета-ліпопротеїдів сироватки крові турбідиметричним методом за Бурштейном і Самаю

Метод заснований на здатності гепарину утворювати з бета -ліпопротеїдами сироватки крові комплекс, який під дією хлориду кальцію випадає в осад. Ступінь помутніння розчину пропорційна вмісту цих ліпопротеїдів у сироватці крові.

У контрольну та дослідну кювети КФК з товщиною шару 0,5 см наливають по 2 мл хлориду кальцію. Встановлюють шкалу приладу на нульову позначку при 720 нм (червоний світлофільтр). У дослідну кювету доливають мікропіпеткою 0,2 мл сироватки, кілька разів промиваючи піпетку. Відзначають початкове значення екстинкції (Е1 ). Потім мікропіпеткою додають 0,04 мл гепарину, кілька разів промиваючи її, і перемішують вміст кювети. Рівно через 4 хвилини (за секундоміром) знову вимірюють екстинцію (Е2).

Вміст бета- та пре-бета-ліпопротеїдів х (г/л) у сироватці крові визначають за формулою:
х = (Е 1 - Е 2 ) [image: image12.png]


 11,65                                                  (2.6)
де 11,65-емпіричний коефіцієнт перерахунку вмісту бета-і пре-бета-ліпопротеїнів на г/л [52].
2.2.12 Визначення загальної кількості еритроцитів

Еритроцити – червоні кров'яні тільця, що мають форму двовігнутого
диска, що не мають ядра та містять у своєму складі гемоглобін. Кількість

еритроцитів у чоловіків – 4,0-5,0 • 1012/л, у жінок – 3,9-4,7 – 1012/л. Збільшення

кількості еритроцитів у крові людини називається еритроцитозом, зменшення їх

кількості – еритропенією. Виділяють відносний та абсолютний еритроцитоз. Відносний – за рахунок втрати плазми та згущення крові, при цьому загальна кількість еритроцитів в організмі залишається в межах норми. Абсолютний - справжнє збільшення кількості еритроцитів, за рахунок посиленої їх продукції кістковим мозком. Еритропенія також буває відносною та абсолютною. Відносна – збільшення обсягу плазми (розведення крові) без зменшення загального кількості еритроцитів. Абсолютна - зменшення загальної кількості еритроцитів у внаслідок посиленого руйнування еритроцитів або зниження їхньої продукції кістковим мозком.

В суху, чисту пробірку наливають 4 мл 3% розчину NaCl для розведення крові. Кров набирають у капіляр до мітки (0,02 мл) і додають в пробірку, ретельно перемішують, досягаючи розведення у 200 разів. Потім суспензією

еритроцитів заповнюють камеру Горяєва і, помістивши її під мікроскоп, проводять  підрахунок еритроцитів у маленьких квадратах, розташованих по діагоналі (5 великих квадратах, розділених на 16 дрібних квадратів). При підрахунку кількості еритроцитів керуються правилом Єгорова: до цього квадрата відносяться еритроцити, що лежать усередині квадрата, а також на його верхній та лівій кордонах. Еритроцити, що лежать на правій та нижній межах у даному квадраті не підраховуються [53].
Кількість еритроцитів (Ер) в 1 л крові розраховують за формулою:
Ер = [image: image14.png]A X 4000 X200
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де А - сума еритроцитів у 80 маленьких квадратах,
1/4000 мм3 - об'єм камери Горяєва над одним маленьким квадратом,

200 - розведення крові в 3% NaCl,

80 – кількість дрібних квадратів, у яких підраховують еритроцити.
2.2.13 Визначення кольорового показника
Кольоровий показник – це співвідношення між кількістю гемоглобіну й еритроцитів. Він показує ступінь насиченості еритроцитів гемоглобіном.

Показник 33 пг, що становить норму вмісту гемоглобіну в одному еритроциті, умовно приймають за одиницю (33 пг = 1,0) і позначають як кольоровий показник [54]. Кольоровий показник (КП) вираховують за формулою:
КП = [image: image16.png]He x3
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2.2.14  Визначення швидкості осідання еритроцитів

Швидкість осідання еритроцитів (ШОЕ) - неспецифічний лабораторний показник крові, що відображає співвідношення фракцій білків плазми; зміна ШОЕ може служити непрямою ознакою поточного запального або іншого патологічного процесу. Так само цей показник відомий під назвою "Реакція осідання еритроцитів", РОЕ.

Проба грунтується на здатності еритроцитів в позбавленій можливості згортання крові осідати під дією гравітації. У нормі величина ШОЕ у чоловіків дорівнює 2-10 мм / год, а у жінок - 3-15 мм / год.
Питома маса еритроцитів перевищує питому масу плазми, тому вони повільно осідають на дно пробірки. Швидкість, з якою відбувається осідання еритроцитів, в основному визначається ступенем їх агрегації, тобто їх здатністю злипатися разом. Через те, що при утворенні агрегатів зменшується відношення площі поверхні частинок до їх об'єму, опір агрегатів еритроцитів тертю виявляється менше, ніж сумарний опір окремих еритроцитів, тому швидкість їх осідання збільшується.

Агрегація еритроцитів головним чином залежить від їх електричних властивостей і білкового складу плазми крові. У нормі еритроцити несуть негативний заряд і відштовхуються один від одного. Ступінь агрегації (а значить і ШОЕ) підвищується при збільшенні концентрації в плазмі т. н. білків гострої фази - маркерів запального процесу. У першу чергу - фібриногену, C-реактивного білка, церулоплазміну, імуноглобулінів та інших. Навпаки, ШОЕ знижується при збільшенні концентрації альбумінів.
У градуйований на 100 поділок капіляр Панченкова набирають до помітки "Р" 5%-ий розчин цитрату натрію і переносять його на годинне скло. Потім в той же капіляр набирають двічі кров до мітки "К" і обидва рази видувають її на годинне скло. Кров, ретельно перемішану з цитратом натрію, знову набирають у капіляр до мітки "К". Капіляр ставлять у штатив строго вертикально. ШОЕ враховують через 1 годину, при необхідності через 24 години і виражають у міліметрах. У методі Панченкова в якості антикоагулянта використовують цитрат натрію. У капіляр набирають 2.5 мкл цитрату і в той же капіляр добирають 7.5 мкл крові, кров з цитратом перемішують у пробірці, знову набирають у капіляр і встановлюють у спеціальний штатив на 1 годину [54].
2.3  Статистична обробка отриманих результатів
Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення [55] за допомогою комп’ютерної програми SPSS [55].
Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична (Х). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант (Х1 + Х2 + . . . Х N) з наступним діленням суми на число варіант сукупності (N):
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де Σxі – сума варіант, N – число варіант у виборці. 
Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою:
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Потім знаходили величину середньої помилки (
[image: image21.wmf]x

S

), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень: 






[image: image22.wmf]1

-

=

n

S

x

S





        (3.1)
Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний U-критерій Манна-Уітні, який дозволяє виявити різниці в значенні параметру між малими вибірками:
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де 
[image: image24.wmf]1
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 ‒ кількість одиниць у першій вибірці;
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 ‒ кількість одиниць у другій вибірці; 
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 ‒ більша з двох рангових сум, відповідна до вибірки з 
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одиниць [56].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Гематологічні показники у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією

Результати дослідження гематологічних показників у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією представлені в табл. 3.1, 3.2.

Таблиця 3.1 – Гематологічні показники у хворих на туберкульоз з 

ВІЛ–інфекцією
	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
значення
	Середньоквадратичне
відхилення
	Середньоквадратична похибка
	95%довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум


	
	
	
	
	
	
	нижня
межа
	верхня
межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Гемоглобін, г/л
	1
	10
	121,8
	26,84
	8,488
	102,60
	141,00
	69
	149

	
	2
	10
	131,7
	15,15
	4,791
	120,86
	142,54
	110
	150

	Еритроцити, 1012/л
	1
	10
	3,88
	0,779
	0,246
	3,322
	4,4376
	2,42
	4,65

	
	2
	10
	4,02
	0,617
	0,195
	3,578
	4,4616
	3,02
	4,60

	ШОЕ, мм/год
	1
	10
	30,3
	24,25
	7,668
	12,95
	47,65
	2
	69

	
	2
	10
	16,9
	9,66
	3,057
	9,99
	23,81
	5
	29

	КП
	1
	10
	0,948
	0,035
	0,011
	0,923
	,9732
	0,86
	0,98

	
	2
	10
	0,944
	0,036
	0,011
	0,918
	,9695
	0,86
	0,98

	Лейкоцити, 109/л
	1
	10
	8,79
	3,16
	1,001
	6,525
	11,055
	5,2
	14,2

	
	2
	10
	7,57
	1,683
	0,532
	6,366
	8,774
	5,2
	9,4

	Еозинофіли, %
	1
	10
	1,8
	2,201
	0,696
	0,23
	3,37
	0
	7

	
	2
	10
	1,5
	1,581
	0,5
	0,37
	2,63
	0
	5


Продовження табл. 3.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Паличкоядерні нейтрофіли, %
	1
	10
	4,3
	1,636
	0,517
	3,13
	5,47
	2
	7

	
	2
	10
	4,1
	0,994
	0,314
	3,39
	4,81
	3
	5

	Сегментоядерні нейтрофіли, %
	1
	10
	65,1
	9,893
	3,129
	58,02
	72,18
	50
	78

	
	2
	10
	63,0
	7,688
	2,431
	57,50
	68,50
	48
	72

	Моноцити, %
	1
	10
	6,9
	2,923
	0,924
	4,81
	8,99
	2
	12

	
	2
	10
	4,30*
	2,003
	0,633
	2,87
	5,73
	2
	7

	Лімфоцити, %
	1
	10
	20,9
	11,09
	3,507
	12,97
	28,83
	9
	40

	
	2
	10
	18,8
	9,647
	3,051
	11,90
	25,70
	8
	34


Примітки:
1. 1 – група хворих на туберкульоз з ВІЛ – інфекцією до лікування
2. 2 - група хворих на туберкульоз з ВІЛ – інфекцією після лікування
3. * - Р < 0,05
Таблиця 3.2 – Відсоток хворих на туберкульоз з ВІЛ, у яких показники лейкограми та загальної кількості лейкоцитів знаходяться поза референтних значень
	Показник
	До лікування, % 
	Після лікування, % 

	
	менше фізіологічної норми
	більше фізіологічної норми
	менше фізіологічної норми
	більше фізіологічної норми

	1
	2
	3
	4
	5

	Гемоглобін, г/л
	50
	-
	40
	-

	Еритроцити,1012/л
	40
	-
	30
	-

	ШОЕ, мм/год
	60
	-
	60
	-

	КП
	-
	-
	-
	-


  Продовження табл. 3.2
	1
	2
	3
	4
	5

	Лейкоцити, х 109/л
	-
	50
	-
	20

	Еозинофіли, %
	-
	10
	-
	-

	ПЯН, %
	-
	10
	-
	-

	СЯН, %
	-
	40
	-
	-

	Моноцити, %
	10
	10
	30
	-

	Лімфоцити, %
	50
	10
	50
	-


Як показали результати досліджень, у хворих вміст гемоглобіну та кількість еритроцитів на початку лікування були меншими за нижню межу фізіологічної норми і відповідно складали 121,8 ± 8,49 г/л та 3,88 ± 0,25 ×1012/л. У одного хворого був важкий ступінь анемії (ІІІ), на що вказувало зниження гемоглобіну до 69 г/л та еритроцитів до 2,42 ×1012/л, а у трьох – легкий, показники гемоглобіну яких входили у діапазон 120-95 г/л. ШОЕ дорівнювало 30,3 ± 7,67 мм/год, що вказувало на наявність запального процесу. 

Лікування призвело до зростання гемоглобіну та еритроцитів, показники яких досягали нижньої межі фізіологічної норми, а ШОЕ знижувалася на 44 % і складала 16,9 ± 3,01 мм/год незначно перевищуючи верхню межу фізіологічної норми. Кольоровий показник на обох етапах дослідження був у межах фізіологічної норми.
Загальна кількість лейкоцитів у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією на початку лікування наближалася до верхньої межі фізіологічної норми і складала 8,790±1,0013×109/л. Довірчий інтервал у хворих до лікування був 6,525-11,055 і різниця його складала 5,5×109/л. У 50 % хворих загальна кількість лейкоцитів перевищувала верхню межу фізіологічної норми.
Підрахунок відносної кількості лейкоцитів показав, що відносна кількість всіх лейкоцитів на початку лікування була у межах норми. Проте у 50 % хворих відносна кількість лімфоцитів була менша за фізіологічну норму, а у 40 % хворих відносна кількість сегментоядерних нейтрофілів більша.
Після лікування загальна кількість лейкоцитів знижувалася на 14 % і досягала 7,570 ±0,5321×109/л. Довірчий інтервал значно звузився і складав 2,3 ×109/л. Кількість хворих, у яких загальне число лейкоцитів перевищувало фізіологічні значення знизилося, і складало 20 %. У лейкограмі крові спостерігалося достовірне зниження на 38 % відносної кількості моноцитів – з 6,90×±0,924×109/л на початку лікування до 4,30×±0,633×109/л - після лікування. Кількість хворих із лімфопенією не змінилася і залишалася на рівні 50 %.
Слід також зазначити, що відносна кількість лімфоцитів була на початку лікування на нижній межі фізіологічної норми і складала 20,09±3,507×109/л. Після лікування їх кількість стала ще нижчою на 10 % і була 18,80±3,051×109/л. На обох етапах дослідження кількість хворих із відносною кількістю лімфоцитів нижче фізіологічної норми складала 50 %.
Аналіз відхилень відносної кількості видів лейкоцитів від норми показав, що на початку лікування у 10% хворих було вище фізіологічної норми ПЯН, у 40% СЯН, у 10% еозинофіли та у 10% лімфоцити. При цьому відносна кількість лімфоцитів нижче фізіологічної норми була у 40% хворих. Після лікування кількість таких хворих не змінилася. 
Після лікування кількість таких хворих з відхиленнями у лейкограмі від норми знижувалася. Так, відносна кількість СЯН та ПЯН у всіх хворих була у межах норми.
Таким чином, у хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією вміст гемоглобіну та кількість еритроцитів нижчі за норму, абсолютна кількість лімфоцитів наближається до нижньої межі фізіологічної норми, а ШОЕ підвищується. Проведене лікування призвело до зростання гемоглобіну та еритроцитів і  зниженню ШОЕ. Відносна кількість лімфоцитів суттєвих змін не зазнала – їх кількість навіть недостовірно знизилася.
3.2 Біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією


Результати дослідження біохімічних показників крові у хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією представлені в табл. 3.3, 3.4.

Таблиця 3.3 – Стан біохімічних показників крові у хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією
	Показник
	Дослідження
	N
	Середнє
значення
	Середньоквадратичне

відхилення
	Середньоквадратична похибка
	95%довірчий інтервал для    середнього
	Мінімум
	Максимум



	
	
	
	
	
	
	нижня

межа
	верхня

межа
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Тимолова проба, од
(N=0-4)
	1
	10
	6,577
	5,3882
	1,7039
	2,7225
	10,4315
	1,45
	18,4

	
	2
	10
	4,264
	1,9766
	0,6251
	2,8500
	5,6780
	2,00
	8,53

	Білірубін, мкмоль/л 
(N= 3,4–20,4)
	1
	10
	11,494
	3,7348
	1,1810
	8,822
	14,166
	6,5
	19,7

	
	2
	10
	10,69
	3,1331
	,9908
	8,449
	12,931
	7,0
	17,3

	АлАТ, 
мкмоль/(мл · г) 

(N=0,1-0,68)
	1
	10
	0,498
	0,3705
	0,1172
	0,2330
	0,7630
	0,17
	1,43

	
	2
	10
	0,467
	0,2907
	0,0919
	0,2590
	0,6750
	0,25
	1,23

	АсАТ,
 мкмоль/(мл · г) 

(N=0,1-0,45)
	1
	10
	0,301
	0,1542
	0,0487
	0,191
	0,411
	0,1
	0,6

	
	2
	10
	0,264
	0,1131
	0,0358
	0,183
	0,345
	0,1
	0,4


Продовження табл. 3.3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Глюкоза, ммоль/л (N=3,8-6,1)
	1
	10
	5,083
	0,4254
	0,1345
	4,7787
	5,3873
	4,60
	6,10

	
	2
	10
	5,042
	0,3877
	0,1226
	4,7647
	5,3193
	4,60
	6,00

	Загальний білок (N= 65-85, г/л)
	1
	10
	66,61
	5,3368
	1,6876
	62,792
	70,428
	57,0
	74,8

	
	2
	10
	67,3
	2,9405
	0,9299
	65,196
	69,404
	63,2
	73,2

	β-ліпопротеїни
(N= 35-55, од.)
	1
	10
	32,22
	7,9646
	2,5186
	26,522
	37,918
	16,9
	42,0

	
	2
	10
	34,25
	6,3715
	2,0148
	29,692
	38,808
	21,0
	40,0

	Креатинін, ммоль/л 
(N=44-106)
	1
	10
	102,04
	16,637
	5,2612
	90,138
	113,942
	73,8
	122

	
	2
	10
	101,5
	13,336
	4,2172
	91,960
	111,040
	80,5
	119

	Сечовина, ммоль/л
(N= 2,8 - 8,3)
	1
	10
	4,91
	1,3421
	0,4244
	3,9499
	5,8701
	3,56
	8,29

	
	2
	10
	4,606
	0,6658
	0,2106
	4,1297
	5,0823
	3,61
	6,00


Примітки:

1. 1 – група хворих на туберкульоз з ВІЛ – інфекцією до лікування

2. 2 - група хворих на туберкульоз з ВІЛ – інфекцією після лікування

Дослідження функціонального стану печінки у хворих на туберкульоз з ВІЛ – інфекцією до лікування показало у 50 % хворих збільшення показника тимолової проби, середнє значення якого перевищувало верхню межу фізіологічної норми на 54 % і складало 6,57 ± 1,7 од. Тимолова проба не є абсолютно специфічною, оскільки може бути підвищеною при деяких інфекційних захворюваннях, що у наших дослідах і спостерігалося. Після лікування показник тимолової проби знижувався до верхньої межі фізіологічної норми. Всі інші показники функціонального стану печінки були у межах референтних значень. Активність АлАТ та АсАТ, вміст білірубіну на обох етапах дослідження були у межах норми.
Таблиця 3.4 – Відсоток хворих на туберкульоз з ВІЛ, у яких показники лейкограми та загальної кількості лейкоцитів знаходяться поза референтних значень

	Показник
	До лікування, %
	Після лікування, %

	
	менше фізіологічної норми
	більше фізіологічної норми
	менше фізіологічної норми
	більше фізіологічної норми

	1
	2
	3
	4
	5

	Тимолова проба, од
	-
	50
	-
	40

	Білірубін, мкмоль/л
	-
	-
	-
	-

	АлАТ,
мкмоль/(мл · г)
	-
	10
	-
	-

	АсАТ,
мкмоль/(мл · г)
	-
	10
	-
	-

	Глюкоза, ммоль/л
	-
	50
	-
	20

	Загальний білок, г/л
	-
	10
	-
	-

	β-ліпопротеїни, од.
	50
	-
	40
	-

	Креатинін, ммоль/л
	-
	50
	-
	50

	Сечовина, ммоль/л
	-
	-
	-
	-


Анемія, яка спостерігалася у хворих призвела до незначного зниження β-ліпопротеїнів, кількість яких склала 32,22 ± 2,52 од. при нормі 35-55 од. При лікуванні їх кількість недостовірно зросла до 34,25 ± 2,01 од. Кількість загального білка була на рівні нижньої межі фізіологічної норми на обох етапах дослідження.

Що стосується показників функціонального стану нирок, то тільки креатинін наближався до верхньої межі фізіологічної норми на обох етапах дослідження. Серед хворих у 50 % осіб  кількість креатиніну перевищувала референтні значення, що свідчило про захворювання нирок. Кількість сечовини була у межах референтних значень. 

Таким чином, у хворих на туберкульоз з ВІЛ-інфекцією зростає показник тимолової проби та знижуються β-ліпопротеїни. У багатьох спостерігається підвищення креатиніну. Після лікування відбувається нормалізація досліджуваних показників крові за середнім значенням, проте не у всіх хворих вони приходять у норму.
4 ОХОРОНА ПРАЦІ
Основною метою розділу «Охорона праці» являється показати практичні навички відповідно до одержаних теоретичних даних з теми: «Клініко-біохімічні показники крові у хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцією». 
Найпершим пунктом в процесі проведення дослідження, який буде забезпечувати безпеку життю і здоров’ю дослідника, є повна відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії відповідно до встановлених норм. Так, в лабораторії повинні відповідати зазначеним нормам ДНАОП 0.03-3.15-86 такі показники, як відносна вологість та температура повітря, освітлення в приміщенні, а також - швидкість циркуляції повітря  [57].
Зважаючи на те, що в процесі дослідження використовують реагенти, важливим є саме уникнення можливого застою повітря. Тобто, концентрація шкідливих речовин, виділення яких можливе під час роботи, не повинно перевищувати показники, зазначені в ДСТу12.1.005-88. Температура повітря в лабораторії повинна становити 18-20оС. Що стосується ще двох основних показників, а саме - відновної вологості повітря та атмосферного тиск, то вони повинні бути в таких же діапазонах, як і в навколишньому середовищі. 
Отже, для того, аби уникнути застою повітря в приміщенні лабораторії, а також знизити рівень концентрації вуглекислого газу в ньому, варто робити регулярно провітрювання.  
Рівень виробничого шуму та вібрацій повинен відповідати ДСН 3.3.6.037-99 та 3.3.6.039-99 відповідно.
Особливого значення під час проведення дослідження варто надавати освітленості приміщення. Так, самого денного природного світла часто є недостатньо. Його рівень має відповідати вимогам СНіП ІІ-4-79, а досягти відповідного рівня можна завдяки одночасному використанню природнього та штучного (з використанням ламп розжарювання або люмінісцентних ламп) освітлень  [58].
Приміщення лабораторії повинне бути обов’язково обладнане постійною подачею холодної та гарячої води, а також - каналізацією, через яку також є можливим утилізація нешкідливих речовин. Такі характеристики повинні відповідати ДБН В.2.5-64-2012.
Проведення абсолютно всієї роботи, особливо тієї, що стосується використання реагентів та інших хімічних речовин та біологічних рідин, повинно піддаватися обов’язковій реєстрації в спеціально підготовленій документації. Така документація перед її введенням в експлуатацію має бути перевірена та підписана керівником. З метою уникнення нещасних випадків, які можуть виникати при роботі з будь-якими електроприладами, інструментами чи небезпечними речовинами,  всі експерименти проводити потрібно з надзвичайною обережністю. Перед роботою варто детально ознайомитися з характеристиками, процесом роботи тощо таких приладів, дотримуючись елементарних правил безпеки [58].
Зважаючи на те, що проведення таких досліджень розуміє собою використання реагентів та хімічних речовин, дослідник повинен використовувати засоби індивідуального захисту (халат, рукавички, захисний щиток чи окуляри), відповідно до ст. 163 Кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96. У тканині, з якої виготовлено халат, не повинно бути добавок синтетичних волокон, бо у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу [59].
Також під час проведення дослідження є обов’язковим використання спеціального хімічного посуду. При цьому також варто правильно його використовувати - не заповнювати більше, ніж це дозволено за правилами безпеки, щоб уникнути можливого розхлюпування та потрапляння на одяг чи не захищені частини тіла дослідника. Категорично забороняється в процесі змішування речовин (рідин) в пробірці закупорювати її пальцями, адже подібне порушення може сприяти отриманню опіків чи інших пошкоджень. 
Крім цього, з особливою увагою варто і утилізувати відроблений матеріал і мити спеціальний посуд. Так, наприклад, недопустимим є виливання кислот та лугів у стічну каналізацію, а при митті посуду - пошкоджувати його йоршом чи іншими предметами, адже можна розбити його і пошкодитися не лише небезпечним вмістом, але й розбитим склом. Під час здійснення утилізації небезпечних сильноконцентрованих речовин, для початку здійснюють їх розбавляння, потім нейтралізація і лише після цього їх можна утилізувати шляхом виливання в каналізаційний сток [59].
В процесі роботи над темою я працювала з різними електроприладами, а також реагентами. Саме тому, здійснюючи роботу, я керувалася вимогами   ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів». Працюючи з електроприладами в лабораторії, я чітко виконувала всі інструкції щодо їх експлуатації, зазначені в паспорті заводу-виробника та в присутності лаборанта. Насамперед, робота починалася з підготування робочого місця, перевірки справності всіх електроприладів, а також - терміну придатності реагентів, які використовувалися в подальшій роботі. Після того, як робота з приладом була завершена, його обов’язково відключали від електромережі [60]. 
Дана робота ґрунтувалась на роботі з біологічними рідинами, а саме -з кров’ю, що передбачає потребу у дотриманні низки правил, які відповідають ДСП 9.9.5.-080-02 «Правила влаштування і безпеки роботи в лабораторіях (відділах, відділеннях) мікробіологічного профілю» (особливо зважаючи на той факт, що кров бралася у осіб, хворих на туберкульоз із ВІЛ-інфекцією). 
Обробка отриманих в процесі роботи результатів здійснювалася за допомогою комп’ютерної техніки. До використання комп’ютерів допускалися лише працівники, які пройшли спеціальний вступний інструктаж, що стосується питань охорони праці, техніки безпеки, пожежної безпеки та зроблений запис про їх проведення у спеціальному журналі інструктажів [61].
Крім того, при роботі з ком’ютером варто дотримуватися наступних правил: площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. Відстань між працюючими за комп’ютером повинна становити не менше 1,5 м в кожному ряду, і не менше 1,25 м між рядами. Окрім того, потрібно дотримуватися температурного режиму в комп’ютерних залах, яка за вимогами повинна становити +22... + 240С, і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с [61].
Також під час роботи за комп’ютером дотримуються рівня освітлення, якого досягають за допомогою природнього світла, або використовують штучне освітлення, а саме - люмінесцентні лампи типу ЛБ.
Перед початком роботи також варто детально ознайомитися з принципом роботи комп’ютерної техніки, правильно встановити екран (відстань від екрану до очей повинна становити 50-70 см, кут зору 10-200, але не більше 400, перевірити заземлення електроприладу, а також - уважно ознайомитися з наявними засобами гасіння вогню [62].
Також потрібно враховувати рекомендовані правила користування комп’ютерною технікою, а саме - час користування. Тобто обо’язковим є здійснення перерв, розподіл завдань в залежності від їх кількості та складності. Так, варто робити перерву кожні 10-15 хв, або відпочивати після кожного виконаного завдання [62]. 
Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі.
Пожежна безпека лабораторії, на базі якої відбувалося дослідження, 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. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту [63].
В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння: вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії;ящикабо відро з піском (об’ємом близько 0,01 м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу [64]. У разі загоряння в лабораторії, його варто відразу ліквідувати з використаням зазначених (та наявних в приміщенні) засобів пожежогасіння.
У разі виникнення пожежі необхідно в першу чергу сповістити пожежну охорону (або зателефонувати 101 і повідомити про випадок), забезпечити безпечну евакуацію працівників та вимкнути всі електроприлади з мережі. Лише після цього можна спробувати (якщо не існує загрози життю) загасити пожежу, користуючись наступними правилами: легкозаймисті та горючі рідини і електропроводку необхідно гасити піском, вогнетривким покривалом, порошковими вогнегасниками; знеструмлену електропроводку можна гасити водою або будь-якими наявними вогнегасниками. Загоряння у витяжній шафі ліквідується вогнегасниками після вимкнення вентилятора [64].
У випадку наявності постраждалим, їм потрібно надати першу допомогу та викликати 103. Отже, перше, що потрібно зробити - винести постраждалого на вулицю та забезпечити доступ свіжого повітря. У випадку, коли у потерпілого відсутнє серцебиття та дихання - розпочинають серцево-легеневу реанімацію та виконують її безперервно до відновлення самостійного дихання або до прибуття карети «швидкої». 
Під час проведення дослідження можуть статися 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 [65].
До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні даної роботи, відносяться термічні і хімічні опіки, електротравми, потрапляння біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення ядухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками. Тому важливим є знання долікарської допомоги при цих випадках, щоб зарадити їм і їхнім наслідкам.
Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. 
Надання першої медичної допомоги потерпілому у разі електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. Для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. При відсутності ознак життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів. Якщо дії виявилися успішними і потерпілий прийшов до тями, потрібно, не втрачаючи часу, накластиасептичні пов’язкина «мітки струму», які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [66].
Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках заключається в швидкому припинені дії високої температури. Для цього потрібно відразу після евакуації потерпілого із зони ураження облити місце опіку холодною водою. 
Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінний одяг [66].
Після зняття одягу шкіра навколо опіку обережно очищається теплою водою з милом, чистим бензином або спиртом, а уражені ділянки шкіри оброблюють аерозольнимзасобом протиопіків (пантенол), потім накладають асептичну пов’язку, змочену розчином марганцівки. Для знеболювання дають 1-2 таблетки кетанолу, а пов’язку змочують розчином місцевого анастетику. Самостійно розкривати чи зрізати пухирі не можна. Після цього потерпілого необхідно доставити в опікове відділення [67].
Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів сильних кислот (соляної, азотної, сірчаної), лугів і солей деяких важких металів. У разі виникнення такої ситуації потрібно, по-перше, одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видалити, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавицях. По-друге, уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води протягом 10-15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½ - 1 години. По-третє, обмив уражену ділянку шкіри, приступають до нейтралізації : при опіках кислотою використовують 4%-ний розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [67].
При роботі з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно приказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках [68].
Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дезінфікуючим розчином може бути 0,5% р-н хлорантоіну, 0,5% р-н дезактину, 0,05% р-н бактоліну. Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку одним із дезінфіктантів – це може бути 700 спирт, 3% розчин перекису водню, 5% розчин йоду. Потім промивають шкіру двократно під проточною водою з милом, сушать стерильним рушником і знову обробляють дезінфікатантом. При потраплянні сироватки на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30% р-ном альбуциду, якщо ж сироватка потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 700 спиртом. Про всі випадки аварії потрібно повідомляти керівництво підприємства [69].
Таким чином, знаючи основні заходи безпеки при роботі в лабораторії і при використанні комп’ютерної техніки, я звела до мінімуму ризик появи будь-якого виду травм при проведенні біохімічних досліджень, що необхідні для виконання кваліфікаційної роботи.
ВИСНОВКИ
1. У хворих на туберкульоз з ВІЛ–інфекцією вміст гемоглобіну та кількість еритроцитів на початку лікування менші за нижню межу фізіологічної норми (121,8 ± 8,49 г/л та 3,88 ± 0,25 ×1012/л відповідно). 10 % хворих мали важку ступінь анемії, а 30 % – легку. У 50 % хворих загальна кількість лейкоцитів перевищувала верхню межу фізіологічної норми, при цьому у 50 % спостерігалася лімфопенія та  гранулоцитоз. ШОЕ дорівнювало 30,3 ± 7,67 мм/год, що вказувало на наявність запального процесу.
2. Після лікування спостерігається зростання вмісту гемоглобіну та кількості еритроцитів, показники яких досягали нижньої межі фізіологічної норми, та зниження ШОЕ на 44 %, показник якої незначно перевищував верхню межу фізіологічної норми. Кількість хворих, у яких загальне число лейкоцитів перевищувало фізіологічні значення знизилося і складало 20 %. Відбувається достовірне зниження відносної кількості моноцитів та у 50 % залишається лімфоцитоз.
3. У 50 % хворих на початку лікувальної терапії збільшується показник тимолової проби, середнє значення якого на 54 % перевищує верхню межу фізіологічної норми, кількість β-ліпопротеїнів стає меншою за норму та у середньому в групі складає 32,22 ± 2,52 од, а кількість креатиніну перевищує референтні значення, що свідчить про захворювання нирок.
4. Після лікування показник тимолової проби знижується до верхньої межі референтних значень – у 40 % даний показник залишається вищим за норму. Кількість β-ліпопротеїнів недостовірно зростає до 34,25 ± 2,01 од, але у 40 % хворих не досягає референтних значень. Кількість хворих із підвищеним рівнем креатиніну не змінюється і складає 50 %.
5. Порівняння вмісту гематологічних та біохімічних показників крові до та після лікування показало достовірне зниження відносної кількості моноцитів (р < 0,05). Суттєвих змін за іншими середніми показниками не спостерігалося, проте недостовірно знижувалася, майже у 2 рази, ШОЕ. Кількість хворих після лікування за показниками, які виходили за межі референтних значень, не суттєво змінювалася у бік наближення цих показників до їх фізіологічних меж.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦЇЇ

1. Отримані дані можуть бути використані тубдиспансерами для оцінювання стану таких хворих та підвищення результативності лікування.
2. Отримані результати кваліфікаційної роботи можна використовувати в курсах «Клінічної біохімії» та «Методах лабораторної (клінічної) імунології».
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