Metabolismul proteinelor. Determinarea hemoglobinei si bilirubinei.
1. Determinarea hemoglobinei ca cianmethemoglobina

Principiu

Hemoglobina este transformatd in cianmethemoglobina prin tratare cu fericianurd de
potasiu si cianurd de potasiu, iar absorbtia de lumind a solutiei de cianmethemoglobind se
masoara la 540 nm.

Reactivi

1. Reactiv Drabkin: 50 mg cianurd de potasiu, 1 g bicarbonat de sodiu si 200 mg
fericianura de potasiu se dizolva in apa distilata si se aduce volumul la 1000 ml cu apa
distilata.

2. Material biologic: sdnge recoltat pe anticoagulant K,EDTA

Mod de lucru
Se pipeteaza in eprubete conform tabelului:

Reactivi, ml Proba Martor
Reactiv Drabkin (ml) 5,00 5,00
Sange (ul) 20 -
Apa distilata - 20

Se lasa 1n repaus la temperatura camerei 20 de minute dupa care se masoara absorbtia
de radiatie la 540 m fatd de martor.

Continutul in hemoglobina se calculeaza pe baza coeficientului molar de absorbtie (&
= 11-103) si a masei moleculare a hemoglobinei (16144).

grame hemoglobini/100 ml = Eopa X 36,8

Valori normale
Barbati: 14 — 18 g hemoglobina/100 ml sange
Femei: 12 - 16 g hemoglobina/100 ml singe

Semnificatia clinica

Valorile hemoglobinei scad in: anemii, LES, boald Crohn, insuficienta renala
cronicd, glomeruloneftritd cronicd, hemoglobinuria paroxisticd nocturnd, hiperhidratare,
infiltratia si supresia maduvei osoase.

Valorile hemoglobinei cresc in: deshidratare, poliglobulie, policitemia vera, AVC,
tumori cerebrale, encefalita.

2. Determinarea bilirubinei serice cu metoda Jendrassik-Grof

Principiu

Bilirubina formeaza cu acidul sulfanilic diazotat un colorant azoic a carui absorbtie de
lumind este proportionala cu continutul in bilirubind. Bilirubina conjugata reactioneaza direct
cu acidul sulfanilic diazotat (bilirubina directa), iar bilirubina totala se determina in prezenta
unui accelerator de cafeind/benzoat. Bilirubina indirectd (neconjugatd) se determina prin
calcul din diferenta.



SO,H SO,H

+ HCI

+ HNO, ——— +2H,0
NH, I|ﬁ+Cl_
N
Acid sulfanilic Clorura de diazoniu
COOH (|:00H
CH, CH,  CH, CH,

I I
CH CH, CH, CH, CH, CH, CH
I I | | | | | Diazotare cu
J\\ Jl\ J\ Jl\ J\ /J\ clorura de diazoniu
~cT N c N [¢]
P Hyr o H H H

o N c N
H A H

il

Bilirubina
COOH COOH
ICl:H2 (:H2 (l:H2 ﬁHz
3

C|:H H H3 CH, (|:H3 c|:H3 |CH

O)\ * J—N N@so . Hso@Nle I /*_J%O

Diazocolorant
Reactivi ( Fluitest BIL T/D, Analyticon)
Bilirubina totala si directa:
1. R1: Acid sulfanilic 29 mmoli/l; HCI 0,17 moli/l
2. R2: Azotit de sodiu 25 mmoli/l
3. R3: Cafeina 0,26 moli/l; Benzoat de sodiu 0,52 moli/l
4, Tartrat 0,93 moli/l; NaOH 1,9 moli/l
5. NaCl 0,9% (ser fiziologic)
6. Material biologic: ser nehemolizat, nelipemic

Interferente

- Hemoliza conduce la valori fals scazute din cauza ca in multe determinari creste
absorbanta probei martor.

- Serurile lipemice dau valori fals crescute din cauza efectului de turbiditate.

- Bilirubina este distrusda de lumina si caldurd, aspecte de care trebuie tinut seama
atunci cand se fac determinari.

Mod de lucru
1. Bilirubina directa

Reactivi (ul) Probi Martor
R1 200 200
R2 50 -
NaCl 0,9 % 2000 2000
Ser 200 200

Se lasa exact 5 minute la temperatura camerei. Se masoara absorbanta probei fata de
martor la 540 nm.
mg bilirubina directa/dL = Ap x 13,7
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2. Bilirubina totala

Reactivi (ul) Proba Martor
R1 200 200
R2 50 -

R3 1000 1000
Ser 200 200
Se incubeaza 30 minute la temperatura camerei.
R4 | 1000 \ 1000
Se incubeaza 5 minute la temperatura camerei

Se masoara absorbanta probei fata de martor la 578 nm.

mg bilirubina totala/dL = Ap x 10,8
unde Ap — absorbanta probei
10,8 — factor calculat pe baza coeficientului molar de absorbtie al colorantului

Bilirubina indirecta = Bilirubina totala — Bilirubina directa

Valori normale

Bilirubina directa: < 0,2 mg/dl
Bilirubina totala: < 1,0 mg/dl
Bilirubina indirecta: < 0,8 mg/dl

Semnificatie clinica

Bilirubina directa creste in:

cauze hepatocelulare: hepatitd, ciroza, leziuni toxice, infectii severe, insuficienta
cardiaca dreapta

cauze colestatice: ficat gras, abces hepatic, tumori hepatice, sarcind, icter obstructiv
cauze medicamentoase: indometacina, metildopa, tetraciclina, fenotiazine, estrogeni,
steroizi anabolizanti, citostatice, tuberculostatice (icterul devine vizibil cand bilirubina
totald > 2mg%).

Bilirubina indirecta creste in:

- cauze hemolitice: anemie hemoliticd, resorbtia hematoamelor, infarct pulmonar,
hemoragie intestinala, policitemia vera, hiperbilirubinemia de sunt

- cauze hepatocelulare: hepatita, ciroza, leziuni toxice, infectii severe, insuficientd cardiaca
dreapta, icter juvenil intermitent, hipertiroidie, sunt portocav, rifampicina, steroizi

- cauze colestatice: ficat gras, abces hepatic, tumori hepatice, sarcina, icter obstructiv (dar
mult mai putin decat bilirubina directa).



