Pentru intrebari legate de tematica abordata in cadrul lucrarii practice va adresati
cadrelor didactice de predare la lucrari, la urmatoarele adrese de mail:

1) SL Dr. Grecu Daniela — mail: grecu.daniela@umft.ro

2) As. Univ. Dr. Bujor Cristiana — mail: bujor.cristiana@umft.ro

3) As. Univ. Chis Aimee — mail: chis.aimee@umft.ro

4) As. Univ. Moatar Alexandra — mail: moatar.alexandra@umft.ro

LUCRARE PRACTICA 5 BIOCHIMIE AMG

EXPLORAREA METABOLISMULUI GLUCIDIC

1. Determinarea glicemiei

Glicemia este cea mai frecventd investigatie de laborator solicitatd in practica
medicald. Termenul de glicemie se refera la concentratia glucozei in sdnge. Ofera informatii
despre statusul actual al metabolismului glucidic, In momentul recoltarii probei biologice.
Pentru ca informatiile oferite sa fie corecte trebuie ca recoltarea probei de sdnge sa fie facuta
corect. Cel mai frecvent, pentru determinarea glicemiei se recolteaza sdnge venos in recipient
cu dop rosu dar se poate recolta sangele si in recipientul cu dop verde (contine heparind).
Dacé recoltarea se realizeazd in aceste recipiente trebuie ca proba sa fie transportatd la
laborator cat mai repede (in maxim 3 ore de la recoltare), astfel incat determinarea propriu-
zisa sa fie facuta intr-un interval optim de timp de maxim 4 ore de la recoltare. In caz contrar,
valoarea glicemiei va fi fals scazuta deoarece glucoza este consumata de eritrocite pentru
asigurarea nevoilor energetice proprii. Dacd nu este posibild efectuarea glicemiei 1n intervalul
optim de timp, sangele se recolteaza in recipient cu dop gri care contine inhibitor glicolitic
(fluorura de sodiu). In recipientul cu dop gri, glicemia este stabila pana la 48 de ore. Pentru
determinarea glicemiei se poate utiliza si sangele obtinut prin punctia pielii. Acest produs
biologic este frecvent folosit de pacientii diabetici care isi monitorizeaza singuri nivelul
glicemiei cu ajutorul testelor rapide si a glucometrului. Determinarea glicemiei cu
glucometrul nu este folositd doar de pacientii diabetici, c¢i devine utild si in situatiile de
urgenta, atunci cand este nevoie rapid de rezultatul investigatiei sau la pacientii pediatrici

datoritad usurintei cu care se obtine produsul biologic.
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Momentul recoltarii probei biologice are o importantd deosebitd. Se recomanda ca
recoltarea sangelui pentru determinarea glicemiei sa fie facutd dupa un repaus alimentar de 10
— 12 ore, adica dimineata, pe nemancate. in cazul in care se determini glicemia din sange
recoltat dupd aport alimentar, valoarea sa va fi crescuta datoritd glucozei absorbite la nivel
intestinal din alimentele ingerate. In cazurile de urgenti, la recoltarea sangelui pentru
determinarea glicemiei nu se mai tine cont de aportul alimentar, valorile fiind interpretate in

raport cu timpul scurs de la aport.

In prezent, cele mai utilizate metode de determinare a glicemiei sunt cele enzimatice,

printre care se numara si metoda cu glucozoxidaza.

Determinarea glucozei prin tehnica enzimatica cu glucozoxidaza

Principiu

Sub actiunea glucozoxidazei, glucoza se transforma in D-gluconolactond, cu formarea
unei cantitati stoechiometrice de apd oxigenata. Aceasta se transforma in prezenta fenolului si
a 4-aminoantipirinei, sub actiunea peroxidazei, intr-un compus colorat in rosu (chinonimina),

a carui absorbtie de lumina se masoara la o lungime de unda cuprinsa intre 470 si 550 nm.
Reactivi

1. Reactiv de lucru: contine tampon fosfat 0,5 mol/l, pH 7,50; fenol 7,5 mmol/l;
glucozoxidaza 12000 U/l; peroxidaza 660 U/l; 4-aminoantipirina 0,4 mmol/L
Reactivul este stabil timp de 3 luni la 2-8°C sau 3 saptamani la 20-25°C.

2. Standard glucoza: contine glucozd 100 mg/100 ml (5,55 mmol/l).
3. Ser, urina.
Mod de lucru

In eprubete potrivite se pipeteaza conform tabelului:

Reactivi (pl) Proba ser Standard | Martor
Reactiv de lucru 1000 1000 1000
Ser 100 - -
Standard - 100 -




Apa distilata - - 100

Se incubeaza eprubetele 15 minute la 37°C sau 30 minute la 25°C. Se masoara

absorbtiile de radiatie ale probei si standardului fatd de martor la 546 nm.
Calcul: glucoza (mg /100 ml) = Ep/Es x 100
Valori normale: ser, plasma: 75 - 115 mg/100 ml (4,16 - 6,38 mmol/])

Semnificatie clinica
Hiperglicemie: diabet zaharat, sindrom Cushing (exces de glucocorticoizi),
acromegalie (exces de hormon de crestere), feocromocitom (exces de catecolamine),

hipertiroidism sever, stress

Hipoglicemie: supradozaj de insulind, tumori pancreatice insulino-secretoare

(insulinoame).
2. Testul de toleranta la glucoza administrata pe cale orala

Are rolul de a aduce informatii suplimentare asupra echilibrului metabolismului
glucidic. Este indicat atunci cand glicemia are o valoare cuprinsa intre 115 si 126 mg/dL, caz
in care se suspicioneazd o scddere a tolerantei la glucoza, situatie asociata frecvent cu
obezitatea. Este necesar ca, timp de 3 zile inainte de efectuarea testului, dieta pacientului sa
fie normala (continut glucidic > 150 g zilnic) iar in ultimele 10 — 12 ore sd nu consume

alimente. Se interzice fumatul.

In ziua efectudrii testului, se executa un test de evidentiere a corpilor cetonici in urini
si unul de evidentiere a glucozei in urind. Prezenta corpilor cetonici in urind semnifica lipsa
incarcarii glucidice corecte, in timp ce prezenta glucozei in urina indica, cel mai frecvent,
prezenta unei hiperglicemii peste 180 mg/dL. In ambele situatii se renunti la efectuarea

testului de toleranta.

Daca cele doua teste de evidentiere sunt negative, se trece la efectuarea testului
propriu-zis. Se recolteaza sange venos a jeune intr-un recipient cu dop rosu sau cu dop gri,
apoi 1 se administreaza pacientului, per os, 75 g glucoza dizolvata in 400 ml apa. Se repeta

recoltarea sangelui venos dupa o ord si dupd doud ore de la administrarea glucozei. Ingestia



solutiei de glucozi trebuie realizatd intr-un timp scurt (maxim 5 minute). In timpul dintre

recoltari, se recomanda ca pacientul s evite efortul si fumatul.

Se determind glicemia din sangele recoltat in cele trei recipiente (a jeune, la o ora si la

doua ore de la ingestia glucozei).
3. Evidentierea glicozuriei

In urina normali se gdsesc cantitati mici de glucoza (350 — 500 mg/24 ore) care nu pot
fi evidentiate cu ajutorul metodelor calitative de evidentiere (stripuri urinare). Eliminarea unor
cantitati crescute de glucozd prin urind poartd denumirea de glicozurie si apare atunci cand
glicemia depaseste pragul renal de eliminare a glucozei (170 — 180 mg/dL). Glicozuria nu are
intotdeauna semnificatie patologica. Ea poate surveni in cazul ingestiei unei cantititi mari de

glucide sau in situatii de stres.
4. Determinarea hemoglobinei glicozilate (HbAlc)

In monitorizarea echilibrului metabolismului glucidic un rol important revine
hemoglobinei glicozilate. Valoarea hemoglobinei glicozilate este corelatd cu nivelul glicemiei
in urmd cu 2 — 3 luni anterioare testului. Deoarece determinarea HbAlc se efectueaza din
sange integral, sdngele venos se recolteaza in recipientul cu dop mov (contine anticoagulant),
acelasi ca pentru hemoleucograma. Imediat ce volumul optim de sdnge a fost introdus in
recipient, acesta va fi omogenizat cu anticoagulantul, astfel incit sd se previna coagularea
sangelui. Omogenizarea se realizeazd prin cateva (8-10) inversiuni repetate. La pacientii
nediabetici, valoarea hemoglobinei glicozilate reprezintd 4 — 6% din valoarea hemoglobinei

totale.
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