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1. Specimene biologice. Pregatirea materialului biologic n
vederea analizelor de laborator. Centrifugarea in laboratorul
clinic




ANALIZELE MEDICALE

Analizele efectuate in laboratorul de analize medicale , ca si celelalte tipuri de analize medicale,
sunt solicitate de medicii clinicieni in diferite scopuri:

» diagnostic;
» prognostic;
» de evaluare a stadiului bolii;

» de monitorizare a tratamentului.

Pentru a fi utile Tn aceste scopuri, rezultatele analizelor de laborator trebuie, in primul rand, sa
fie reale.




ETAPELE PRELUARII (FLUXUL) PROBELOR BIOLOGICE
IN LABORATORUL CLINIC

Probele de laborator folosite pentru investigatii paraclinice sunt:
» Sangele recoltat prin punctie venoasa a jeun sau de urgenta;
» Urina spontana, diureza (urina/24ore, cu preluarea unui esantion, notarea volumului de urina),
» Lichidele biologice: de ascita, pleural, amniotic, etc,
» LCR, Scaun; etc
Identificarea probelor (in camera de receptie a laboratorului de analize medicale):

» Toate probele recoltate sunt inscriptionate cu 0 eticheta care cuprinde un cod de bara specific fiecarui
pacient cu datele de identitate ale pacientului (nume, prenume, seXx, varsta), sectia de unde provin probele,
data si ora recoltartii.

» Toate probele recoltate sunt insotite de un buletin de analize care cuprinde aceleasi date mentionate mai
sus plus analizele solicitate de medic.

Repartizarea probelor pe sectoarele laboratorului: urgente, biochimie, hematologie, coagulare,
Imunologie, urini, microbiologie, etc...




FAZELE PROCESULUI DE TESTARE

Procesul de testare a probelor biologice este un proces complex, ce poate fi divizat in trei faze importante:
1. faza preanalitica;

2. faza analitica;

3. faza postanalitica

Faza preanalitica:

Prelucrarea probelor biologice

» 1dentificarea si inregistrarea probelor biologice in laborator - registru unic de evidenta a pacientilor,
sistem informatic;

» prelucrarea prin centrifugare si decantare;

» separarea serului/plasmei de elementele figurate ale sangelui (daca testarea efectiva nu este posibila
Imediat);

»~observarea prezentei unor interferenti (hemoliza, lipemia, icterul).




CENTRIFUGAREA

Centrifugarea este 0 operatie care permite separarea rapida a componentelor cu densitati diferite, aflate
Tn amestec sub forma unei suspensii intr-o faza lichida.

Timpul de centrifugare, necesar sedimentarii particulei, depinde de:
» ng (invers proportional);
» dimensiunea particulelor (invers proportional);
» vascozitatea mediului (direct proportional);

» diferenta de densitate particula - lichid (invers proportional).

Produsul dintre timpul de sedimentare si multiplii de acceleratie (ng) este constant: t X ng = constant

=> crescand de un anumit numar de ori acceleratia = timpul de sedimentare se scurteaza de acelasi
numar de orl.




CENTRIFUGA DIN LABORATORUL MEDICAL

Centrifugile cu rotor unghiular se caracterizeaza
prin faptul ca suporturile pentru probe se afla
inclinate fata de axul de rotatie cu un unghi fix de

14°- 40°.

Majoritatea centrifugilor actuale utilizeaza acest tip
de rotor, care prezinta o serie de avantaje:

» Forma rotorului este aerodinamica permitand

atingerea unor turatii mari. Fortacentrifuga |
» Particulele din suspensie au un drum mai scurt ‘
de parcurs.

vasului, cu frecare mai redusa

» Inclinatia face ca particulele sa alunece pe peretii | 5 “




SPECIMENE BIOLOGICE

Sangele este constituit din plasma si elemente figurate. El realizeaza legatura intre toate celulele
organismului, astfel ca orice modificare a compozitiei sale semnaleaza un dezechilibru la nivel tisular.
Plasma:
» este o solutie apoasa cu capacitate puternica de solutie tampon si izoosmotica cu mediul intracelular;
» reprezinta 55-60% din volumul sanguin;
» se obtine prin centrifugarea unui esantion de sange recoltat pe un anticoagulant;
» Tn urma procesului de centrifugare se separa 2 faze:

- una superioara care este un lichid usor opac, usor galbui, alcatuit din: apa, substante anorganice
(ioni de sodiu, potasiu, calciu, magneziu, fosfat, clorura, zinc, fier, bicarbonat, etc.), substante organice
azotate (proteine, enzime, uree, acid uric, creatinina, bilirubina, hemoglobina, etc.) si substante organice
neazotate (glucoza, colesterol, trigliceride, acizi grasi liberi, fosfolipide, etc.), numit PLASMA (care
contine fibrinogen) si

- un sediment format din elementele figurate ale sangelui.




SPECIMENE BIOLOGICE (2)

Serul:

» este 0 proba biologica obtinuta din sangele recoltat fara anticoagulant si lasat sa stationeze la
temperatura camerei;

» Tn urma acestui proces sangele va coagula, putandu-se separa 2 faze:
- 0 faza superioara lichida, transparenta, alb-galbuie, numita SER (care nu contine fibrinogen) si

- un sediment numit coagul.

Elementele figurate ale sangelui:
» reprezinta 40-45% din volumul sanguin;

» sunt reprezentate de hematii, leucocite si trombocite.

SERUL = PLASMA - FIBRINOGEN




Plasma sanguina - 55% din volumul sanguin
919% apa

7% proteine (albumina, globuluine, fibrinogen)
2% nutrienti (aminoacizi, glucide, lipide), hormoni, electroliti

Strat leuco-trombocitar

Strat eritrocitar




Dispozitive (vacuteinere) utilizate in recoltarea sangelui:

fibrina,
- SE CENTRIFUGHEAZA:
10 min /2000 rpm sau 5 min / 2500 rpm

Nr. | TIP DOP/
CARACTERISTICI UTILIZARE
crt. | CULOARE
L ROSU - FARA substanti anticoagulanti + gel accelerator de |Ser - BIOCHIMIE (uree, creatinina, acid uric,

bilirubina, glucoza, colesterol, enzime, etc).
Ser - IMUNOLOGIE (markeri imunologici,
tumorali, hormoni)

2. | ALBASTRU

- cu substanta anticoagulanta* Citrat Na 3.2%,
- SE CENTRIFUGHEAZA TNCET: 15 min/1500 rpm

Plasma bogata in trombocite - FACTORI Al
COAGULARII (FBG, TQ, INR, APTT, PT)

3. VERDE |- cu substanta anticoagulanta* Heparinat de litiu Plasma - BIOCHIMIE URGENTA
- SE CENTRIFUGHEAZA: 10 min/2000 rpm sau  |(metaboliti, electroliti si enzimele cu exceptia
5 min/2500 rpm amoniacului sanguin §i a fosfatazei acide)
4. MOV - cU substanta anticoagulanta* EDTA-K/Na, Sange - HEMATOLOGIE: (Hb, HLG) si
- NU SE CENTRIFUGHEAZA BIOCHIMIE: HbAlc- glicozilata
S NEGRU |- cu substanta anticoagulanta* Citrat de Na 3.2%, |Sange - VSH
- NU SE CENTRIFUGHEAZA

- CU substanta anticoagulanta* Florura Na 1%o,
- SE CENTRIFUGHEAZA: 10 min/2000 rpm sau 5
min / 2500rpm

Plasma - BIOCHIMIE
(det. Glicemiei in = DZ)




INTERFERNTA ANTICOAGULANTILOR

ANTICOAGULANTUL ANALIZA REACTIA

Fluorura Na Ureea Inhiba urecaza
Fosfataza alcalina Inhibitie
EDTA Creatin fosfokinaza Inhibitie
Calciu Reducere
Fosfataza acida Inhibitie
Heparinat de litiu Tiroxina Reducere
Triiodotironina Crestere
Insulina Reducere
Amilaza Inhibitie
Oxalati Lactat dehidrogenaza Inhibitie
Fosfataza acida Inhibitie
Fosfatul anorganic Reducere




Dispozitive (vacuteinere) utilizate n recoltarea sangelui (2):

* Tn vacutainere pentru recoltarea probelor de sange care contin anticoagulant raportul anticoagulant/sange
recoltat in vacuteiner este = 1/9!

ORDINEA RECOLTARILOR:
Hemocultura (daca exista)!
VSH (vacutainer dop NEGRU)
COAGULARE (vacuteiner dop ALBASTRU)
HLG + HbAlc (vacuteiner dop MOV)
BCH URGENTA (vacuteiner dop VERDE)

I T

BCH a jeun + ELFO proteine, Imunologie, hormoni, vitamine, markeri tumorali, (vacutainer dop
ROSU)



Principalele analize de utilitate clinica sunt:

A jeun biochimie: A jeun SER (vacuteiner cu dop ROSU):
SER (vacuteiner cu dop ROSU) sau PLASMA ELFO proteine (principiul electroforezei),
(vacuteiner cu dop VERDE) cu analizorul Hormoni (TSH, FT4, PSA) cu analizorul automat
automat folosind metodele biochimice folosind tehnica imunoenzimatica ELISA),
fotocolorimetrice enzimatice: Markeri tumorali (AFP, CA125, ACE, PSA, etc)
Glicemie, cu analizorul automat folosind tehnica
Uree, Creatinina, Acid uric; imunoenzimatica ELISA),
Proteine totale, Markeri specifici: cistatina C, feritina, vit.B12,
ALAT, ASAT, folat, etc cu analizorul automat folosind tehnica
Bilirubina directa, Bilirubina totala, imunoenzimatica ELISA),
Amilaza, Lipaza, Colinesteraza; Imunologie: ASLO, FR, CRP, hsCRP, etc cu
ALP, GGT, analizorul automat folosind tehnica imunoenzimatica
CK, CK-MB, LDH ELISA).

Colesterol, Trigliceride, LDL-col, HDL-col
lonograma: Na, K, Bicarbonat, Ca total, Ca
lonic, Magneziu, Fier (Sideremie, Iron), Clor.




Principalele analize de utilitate clinica sunt (2):

SANGE:

» Hemoleucograma-HLG (vacuteiner cu dop
MOV): analizorul de hematologie (principiul
citometriei de flux),

» Coagulograma (PT, APTT, INR, FIB)
vacuteiner cu dop ALBASTRU: analizorul
automat (metoda turbidimetrica);

» Markeri CV (TROPO, MIO, CK-MB, BNP,
D-Dimer) vacuteiner cu dop MOV: folosind
Panoul Alere Triage Profiler SOB (principiul
Imunofluorescentel),

» ASTRUP direct seringa cu capac verde
(cu heparinat Litiu): analizorul de gaze
sanguine ASTRUP ABL 800 FLEX.

URINA:

» Examenul biochimic al urinii (cititor automat
de bandelete) + sedimentul urinar (centrifugare);

» Amilaza urinara cu analizorul automat
folosind metodele biochimice foto-colorimetrice
enzimatice,

» Sedimentul ADDIS (recipiente colectoare).
VSH (vacuteiner cu dop NEGRU)

ALTE LICHIDE: pleural, de ascita, amniotic,
LCR, etc (recipiente speciale): glucoza, Cl,
LDH, Amilaza;

SCAUN: hemoragii oculte, proba digestie,
paraziti (coprorecoltor).




Surse de erori In determinarile biochimice efectuate pe plasma si ser

1. Prerecoltare: 2. Postrecoltare:

» alimentatia pacientului (recoltarea se face
dupa un post alimentar de cel putin 10 ore,
cafeina creste glucoza si scade timpul Quick);

» timpul prelungit scurs de la recoltare si pana la
efectuarea determinarii;

. e : » conservarea necorespunzaitoare a serului sau a plasmei;
» medicatia administrata (acidul ascorbic P P
interfera cu determinarea glucozei); » hemoliza

» felul sangelui recoltat (glucoza are valori > plasma sau serul icteric
mai mici n sangele venos decéat Tn sangele .
arterial, piruvatul si lactatul au valori mai mari ~ ~ Plasma sau serul lipemic.
in sangele venos fata de cel arterial);

> recoltarea de pe cateter este interzisa;

» anticoagulantul folosit.




Surse de erori in determinarile biochimice efectuate pe plasma si ser (2)

2. Postrecoltare:

» hemoliza (liza hematiilor) importanta pentru: LDH, ACP, ALAT, ASAT, potasiu, bilirubina,
colesterol. Hemoliza poate aparea in: stari patologice, recoltare defectuoasa a sangelui, separarea
defectuoasa a elementelor figurate de ser sau plasma;

> Culoarea caracteristica acestora interfera semnificativ in determinarile
colorimetrice care se efectuecaza in domeniul 400-500 nm (se face o proba martor a serului de a carei
extinctie Se tine seama la determinare);

» plasma sau serul lipemic. Cand concentratia lipidelor neutre din ser depaseste valoarea de 700 mg/dl,
serul apare opalescent sau lactescent. Daca opalescenta nu dispare in cursul determinarii, citirea
extinctiei la spectrofotometru va fi eronata (se face o proba martor a serului de a carei extinctie se tine
seama la determinare). Ca urmare se fac diferite dilutii ale serului/plasmei analizate!!




Conservarea serului sau a plasmei sanguine

»~ se recomanda ca analizele biochimice sa se efectueze pe ser sau plasma provenite din sange
proaspat recoltat;

» la temperatura laboratorului, timp de 4-6 ore de la recoltare, nu se produc modificari
notabile ale concentratiei metabolitilor si ale activitatii enzimelor;

» serul sau plasma se pot conserva la +4°C timp de 24-36 ore, fara sa se produca modificari
semnificative;

» pentru o conservare mai indelungata serul si plasma se congeleaza sau se liofilizeaza.




2. Metode optice de analiza. Spectrofotometria.




Metode optice de analiza - generalitati

Aceasta categorie de metode de analiza se bazeaza pe proprietatile optice ale sistemului
studiat, manifestate in cursul excitarii acestuia, respectiv interactiunii cu energia radianta
de toate lungimile de unda.

Caracteristica principala a acestor metode este faptul ca semnalul de iesire In majoritatea
cazurilor si cel de intrare este de natura optica.

Metodele se caracterizeaza in primul rand prin natura interactiunii sistemului cu energia
excitanta, cat si prin modul de observare a fenomenelor optice rezultate. Ambele caracteristici
depind in marea masura de natura semnalului de intrare.

Metodele optice de analiza se folosesc la determinari de concentratii, in rutina clinica,
elucidari de mecanisme de reactie, studii cinetice, lamurirea unor aspecte structurale in cadrul
cercetarilor biochimice propriu zise.




Spectrofotometria - generalitati

! Una dintre cele mai utilizate metode optice de analiza este spectrofotometria.

! Analiza are la baza doua legi fundamentale. Aceste legi se aplica in cazul modificarii puterii radiante
a unei radiatii monocromatice odata cu modificarea grosimii (b) stratului strabatut de radiatie si
modificarea concentratiei (C).

! Atunci cand radiatia luminoasa este transmisa printr-un mediu, intensitatea ei scade datorita
absorbtiei, reflexiei si difuziei.

! Contributia celor trei fenomene la slabirea intensitatii radiatiei este foarte diferita. Experimental se
realizeaza astfel de conditii cand reflexia si difuziunea sunt neglijabile si in aceasta situatie vorbim de
absorbtiede radiatie.




Legile absorbtiei radiatiilor

1. Legea Bouguer-Lambert: pe masura ce
creste grosimea unei probe absorbante,
intensitatea radiatiei transmisa prin proba
descreste.

-1 Daca notam cu |, intensitatea radiatiei incidente,
cu |, a celei transmise si cu b grosimea stratului
absorbant, intre acele valori se stabileste
urmatoarea relatie: I, = 1, x 10k®b

I Raportul I,/ 1, se numeste transmitanta si se
noteaza cu T. Transmitanta este un indiciu al puterii
absorbante a mediului.




2. Legea Bouguer-Lambert-Beer

1 Cologaritmul transmitantei se numeste absorbanta (A-densitate optica) sau extinctia
mediului (E) (cele doua marimi A si E sunt sinonime).

A =k - b, unde k este coeficientul de extinctie

1 Aceasta este o alta forma de exprimare a legii Bouguer-Lambert: absorbanta (extinctia)
este proportionala cu grosimea stratului absorbant.

1 Dependenta absorbtiei de concentratie se exprima prin legea lui Beer: coeficientul de
extinctie este proportional cu concentratia (C).

k=a-C

1 Factorul de proportionalitate a se numeste absorbtivitatea substantei (C se exprima in
grame/litru). Expresia legii combinate a lui Bouguer-Lambert-Beer este:

A=a-C-Db

! Absorbtivitatea a = A / (C:b) reprezinta extinctia unei solutii avand concentratia de 1 gram/litru la
o grosime de strat de 1 centimetru.




Spectrometru

Aparatul utilizat Tn spectrofotometrie
poarta denumirea de spectrometru
contine urmatoarele componente de

] sursa de radiatie;
1 selectorul de banda (monocroma

-l cuve pentru introducerea probei
(sistemul de introducerea probei);

1 detectorul de radiatie.
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Domeniul vizibil al spectrului reprezinta partea relativ ingusta cu lungimile de unda
cuprinse intre 400 nm (violet) si 760 nm (rosu), care produc senzatia de lumina in
ochiul omului.




Componentele/probele folosite la analiza spectrofotometrica

-1 PROBA MARTOR are in componenta ,,a”ul reactiv de lucru +
,,0” Ul apa distilata (de concentratie = 0 zero)

=>Em = 0, se etaloneaaza aparatul la O (zero) => se apasa pe Auto zero;

1 PROBA STANDARD are in componenta ,,a”’ul reactiv de lucru +

,,0” pl solutie standard (de concentratie = fixa)
=> Es care se citeste la spectrofotometru;

1 PROBA DE ANALIZAT are in componenta ,,a”ul reactiv de lucru +

,,0” pul proba ser/plasma/sange/urina (de
concentratie = necunoscuta) => Ep care se citeste la spectrofotometru;




3. Cofactori enzimatice.

METODA TESTULUI OPTIC (determinarea
transaminazelor).

EVALUAREA FILTRATULUI GLOMERULAR (FG)




|. COFACTORI ENZIMATICI

»Enzimele sunt biocatalizatori organici cu mare specificitate.

»Marea lor majoritate au structura proteica si doar putine prezinta structura
polinucleotidica.

»Din punct de vedere structural, enzimele proteice se impart in doua clase:

- holoenzime, cu structura strict proteic3;

- heteroenzime care, pe langa partea proteica, numita apoenzima, prezinta
si 0 alta componenta, neproteica, numita cofactor enzimatic si fara de care
enzima nu prezinta activitate catalitica.




CLASIFICAREA cofactorilor enzimatici

Cofactorii apartin, la randul lor, la trei categorii:

ioni metalici, care intervin direct in procesul de cataliza enzimatica (ex. Cu?*, Fe?*, Fe3",
Mg?*, Mo?*, Se?*, K, Zn?*);

coenzime - au structura organica, dar neproteica. Sunt /egali slab de apoenzima si pot fi
usor mobilizati, putand fi practic separati de enzima. Se mai numesc s/ al doilea substrat sau
cosubstrat. Majoritatea sunt vitamine (acidul ascorbic) sau derivate de vitamine (NAD*,
NADP* - de la niacina, Coenzima A - de la acidul pantotenic, tetrahidrofolatul - de la acidul
folic, tiaminpirofosfatul - de la tiamina) sau de la alti compusi (ATP, ADP, GTP,
tetrahidrobiopterina - de la GTP);

grupari prostetice - au structura organica, dar neproteica. Sunt legate covalent de
partea proteica a enzimei. Regenerarea lor se face in situ. Majoritatea sunt vitamine (biotina)
sau derivate de vitamine (FMN si FAD - de la riboflavina, dezoxiadenozil-cobalamina si metil-
cobalamina - de la cobalamina, piridoxal fosfat - de la piridoxina sau de la alti compusi (acidul
lipoic).




Il. TESTUL OPTIC

! Este folosit la determinarea activitatii enzimelor implicate in transferul de
hidrogen.

! Este aplicabil in cazul enzimelor care au cofactor un derivat de niacina,
NAD(P)* sau NAD(P)H.

_I1n principiu se méasoara direct oxidarea NAD(P)H sau reducerea NAD(P)*

XH2 +NAD* —> X+NADH+H*




Spectrul de absorbtie al NAD* si NADH

la 260 nm
E (— )NAD* = MARE
20 - E(---)NADH=MARE

1 la 340 nm
Absor E ( - - ) NADH = MARE
btia E (—) NAD* = mica

—_———

220 260 300 340 380 420




PRINCIPIUL TESTULUI OPTIC

) Tn toate aceste determindri se urmareste
modificarea absorbtiei in timp la 340 nm.

] La adaugarea coenzimei reduse (NADH), ]
absorbtia creste rapid si la aproximativ un minut

. . v NADH+H*
devine stationara.

o |m

Tampon l Piruvat
) Se declanseaza reactia prin adaugarea Ser

substratului respectiv si se inregistreaza 0
diminuarea absorbtiei care este proportionala
(liniard) cu activitatea enzimei respective, pana la
epuizarea coenzimei NADH (aproximativ 3-4
minute).

{ (Declangarea determinarii)

] Astfel AE/min (diminuarea absorbtiei pe |
minut) este direct proportionala cu activitatea timp (minute)  —>
enzimei cercetate.




Variantele tehnice ale testului optic

a. Testul optic simplu - daca enzima pe care o determinam necesita prezenta de NAD*
sau NADH, reactia se efectueaza intre substrat, enzima (prezenta in ser), coenzima si
se urmareste variatia absorbtiei pe un interval de timp stability.

pH=7.5
piruvat + NADH + H® == — Jactat +NAD"

pH=9.0




Lactat dehidrogenaza (LDH) - generalitati

Catalizeaza oxidarea reversibila a L-lactatului la piruvat.

LDH este foarte raspandita, fiind prezenta in aproape toate tesuturile, dar mai ales in ficat, miocard, rinichi,
muschi scheletici, eritrocite, plamani.

Este un tetramer alcatuit din doua tipuri de subunitati, H si M.
Se cunosc 5 izoenzime:
- LDH, (H,) = 17-27%,

LDH, (H;M) = 29-39%,

LDH; (H,M,) = 19-27%,

LDH, (HM,) = 8-16%
LDH, (M,).= 6-16%.

LDH, si LDH, predomina in miocard (predomina LDH,), eritrocite si rinichi.
LDH, se gaseste mai ales in plamani, splina, pancreas si placenta.

LDH, si LDH; isi au originea in ficat si muschii scheletici (predomina LDH:).




LDH - generalitati
lzoenzimele pot fi sarate prin electroforeza:
- LDH, si LDH, migreaza rapid spre anod,
- LDH, si LDH; migreaza lent.
Diferentiate pe baza unor proprietati fizice:
- LDH, = termostabila,
- LDH. = termolabila,

proprietati chimice: LDH, are afinitate mai mare pentru a-hidroxibutirat, fiind denumita si a-
hidroxibutirat dehidrogenaza sau folosind anticorpi specifici.

Valori de referinta:
-M:135-225 U/L
-F:125-215U/L
-nn: 225 - 600 U/L




LDH totala - crescuta patologic

Infarctul miocardic acut: creste mai tarziu decat CK => 12-16 h si revine la normal dupa 8-14 zile.
Infarctul pulmonar: LDH creste in primele 24 h, inaintea ASAT.

Afectiuni hepatice: necroze toxice, hepatite virale, ciroza.

Anemii: megaloblastice, hemolitice.

Neoplazii: boala Hodgkin, leucemii, cancere pulmonare, abdominale, seminoame, teratoame testiculare,
etc.

LDH se foloseste pentru a diferentia o pleurezie neoplazica de alte pleurezii (cele neoplazice LDH in
lichidul pleural > LDH serica).

Afectiuni musculare: distrofii musculare, traumatisme.
Pancreatita acuta.
Infarct renal.

Alte cauze: exercitii fizice intense, nastere, hemoliza, afectiuni dermatologice, medicamente (B-blocante,
cefalosporine, oxacilina, tetraciclina, biseptol, aspirina).




Izoenzimele LDH - cresteri patologice

1. Cresterea LDH, si LDH,

IMA: izoenzimele “cardiace” incep sa creasca la 8-12 ore de la debut (mai ales LDH,, cu inversarea
rap.LDH,/LDH, > 2), ating valorile maxime dupa 48-72 de ore si revin la normal dupa 8-14 zile;

Anemii megaloblastice, Anemii hemolitice (in special a LDH, ) .
Infarct renal.
2. Cresterea LDH; apare in:

Limfoame maligne, leucemii, alte neoplazii - special in stadiile avansate - daca nivelul LDH scade =
tratate cu succes, fiind un indicator al eficacitatii terapiei.

Infarct pulmonar, Pneumonie.
Pancreatita acuta.

3. Cresterea LDH, si LDH; are loc in:
Afectiuni hepatice (in special a LDH,)

Traumatisme musculare (in special a LDH;).




b. Testul optic cuplat cu o reactie indicatoare

Determinarea glutamat-piruvat transaminazei (GPT) consta in doua etape:
etapa | - enzima de masurat - GPT, catalizeaza reacfia:

L-alanind + acid « -cetoglutaric < > acid piruvic + acid glutamic

Piruvatul rezultat (activitatea directa a GPT) constituie substratul pentru a doua
reactie, NAD*-dependenta.
» etapa all-a - reactia indicatoare (prin LDH):

piruvat + NADH + Hf =— |actat + NAD"

*» Fiecare molecula de piruvat va oxida NADH trecandu-l in NAD* odata cu formarea de lactat.

“» Reactia se realizeaza in cuva spectrofotometrului in care se introduce tampon, LDH, L-alanina si ser (sursa
de enzima - GPT).

“» Dupa adaugarea coenzimei reduse, NADH, absorbtia creste rapid, urmeaza stabilizarea absorbtiei
(aproximativ un minut), dupa care se declanseaza reactia prin adaugarea a-cetoglutaratului. Urmeaza
diminuarea absorbfiei.

+» Deoarece concentratia NADH-ului este direct proporiionala cu concentratia substratelor enzimei urmarite
(GPT), variatia absorbfiei este direct proportionala cu activitatea enzimei.

“» Determinarea GPT in ser este un indicator fidel al starii functionale hepatice.




Determinarea glutamat-oxalacetat transaminazei (GOT) - enzima
este prezenta in ficat si miocard.

» etapa | — enzima de determinat GOT care catalizeaza reacitia:

L-aspartat + acid a-cetoglutaric «<———= acid oxalacetic + acid glutamic

» etapa a ll-a - reactia indicatoare prin enzima malat dehidrogenaza (MDH) NAD*-
dependenta:

oxalacetat + NADH+ H+:> malat + NAD+

Concentratia serica a enzimei GOT este un indicator pentru integritatea functiei hepatice si a celei
miocardice.




Transaminazele:
Glutamic-piruvic transaminaza (GPT) sau alanin aminotransferaza (ALAT, ALT)
Glutamic-oxaloacetic transaminaza (GOT) sau aspartat aminotransferaza (ASAT, AST)

Enzime ce catalizeaza interconversiunea aminoacizilor in a-cetoacizii corespunzatori prin transferul gruparii
amino.

ALAT se gaseste in concentratia cea mai mare in ficat, existand in concentratii mai reduse si in muschii
scheletici, miocard si rinichi.

ASAT se gaseste in concentratii descrescatoare: miocard, ficat, muschi scheletici, rinichi si hematii.

ALAT - localizare citoplasmatica, ASAT are doua izoenzime, una cu localizare mitocondriald si una
citoplasmatica. In leziunile usoare, apare in ser izoenzima citoplasmatica, pe cand cea mitocondriala se
gaseste in leziunile severe.

Cresteri fiziologice ale ASAT se intalnesc la nou-nascuti si copii.

Probele hemolizate produc rezultate fals crescute.




VALORI NORMALE = VALORI REFERINTA

ALAT (GPT) ASAT (GOT)

Varsta/lsex VN =VR (U/L) Varsta/sex VN=VR (U/L)
0-12 luni 10 - 71 0-12 luni 10-96
1-3 ani 10 - 31 1-3 ani 10-71
4-6 ani 10- 36 4-6 ani 10-53
7-12 ani 10-44 7-12 ani 10-50
13-17 ani 10-45 13-17 ani 10 - 46
F:>17 ani 10-33 F: >17 ani 10 - 32
M: >17 ani 10-41 M: >17 ani 10 - 40




ALAT si ASAT - Cresteri patologice

1. Bolile hepatice:

! Bolile hepatice cu leziuni hepatocitelor (sindromul citoliza hepatica) se insotesc de cresteri ale
activitatii ALAT si ASAT in ser.

- cresteri inca din perioada prodromala, inainte de aparitia simptomelor, cum ar fi icterul.

! Raportul de Rittis ASAT/ALAT normal = 1,2 — 1,3 pentru a diferentia afectiunile inflamatorii hepatice,
de alte cauze ale necrozei hepatice:

- hepatite virale raport ASAT/ALAT<1 prin cresterea marcata ALAT (predomina leziunile inflamatorii,
cu cresterea permeabilitatii membranei hepatocitelor — ser apare ALAT si apoi izoenzima citosolica a
ASAT);

- necrozele toxice raportul ASAT/ALAT >1,5 (prin eliberarea in circulatie si a izoenzimei mitocondriale
ASAT):

e raportul ASAT/ALAT > 2 = hepatite etanolice;
e raportul ASAT/ALAT > 3 = ciroza biliara primara




ALAT si ASAT - cresteri patologice (2)
1. Bolile hepatice (2):
Cresteri foarte mari - intoxicatiile cu solventi organici (tetraclorura de carbon).

*Cresteri moderate apar dupa consumul de alcool (mai ales ASAT) si dupa administrarea unor de
medicamente (opiacee, neuroleptice, anticonvulsivante, anticoagulante, antibiotice, sulfamide,
salicilati, paracetamol, etc).

‘Valori extrem de ridicate (>10000 UI/L, ASAT > ALAT) se intalnesc in sindromul alcool-
acetaminofen (paracetamol).

! Hepatita cronica persistenta transaminazele sunt intermitent crescute, iar in cea agresiva valorile
sunt ridicate, dar nu ating nivelul din hepatita acuta. La fel ca in hepatita acuta , ALAT>ASAT.

1 Ciroze transaminazele pot fi normale sau prezinta doar cresteri usoare in cursul puseurilor
evolutive, datorita reducerii masei de hepatocite.

) Tn colestaza pot sa apara cresteri moderate ale transaminazelor.

1 Carcinoamele hepatice primare nu determina modificari semnificative, in schimb metastazele
tumorale hepatice pot produce cresteri moderate.

1 Determinarea repetata a ASAT este utila Tn detectarea rejetului dupa transplantul hepatic.




ALAT si ASAT - cresteri patologice (3)

2. ALTE BOLI: CARDIACE, MUSCULARE:

! Infarctul miocardic acut: activitatea ASAT creste in primele 12-14 h -debut, atinge valorile maxime
dupa 20-30 h si se normalizeaza dupa 2-6 zile. Cresterile pot atinge 4-10 x LSN.

1 ALAT nu creste de regula in IMA.
1 O crestere a ALAT dupa un IMA sugereaza o insuficienta ventriculara dreapta cu staza hepatica.

1 Afectiuni musculare: distrofia musculard progresiva si dermatomiozita produc cresteri ale ASAT. in
traumatisme severe (strivire) valorile ASAT pot atinge 10-15 x LSN.

! Cresteri usoare sau moderate ale ASAT mai pot fi intalnite n:
- Embolia pulmonara;
- Pancreatita acuta;
- Gangrena;
- Anemii hemoaolitice.

Scaderea brusca a unor valori mari ale transaminazelor = prognostic rezervat (Insuficienta Hep.,
|.Cardiaca congestiva) = epuizarea substratului celular (hepatocite, miocard)!




1. EVALUAREAFILTRATULUI GLOMERULAR (FG)

1 Creatinina serica nu este un marker foarte sensibil, deoarece concentratia ei nu depaseste limita
superioara a intervalului de referinta decat atunci cand FG scade sub 50%;

1 Ureea nu este cel mai bun indicator al FG, deoarece peste 50% din ureea filtrata se reabsoarbe pasiv
sau cu ajutorul transportorilor de uree la nivel tubular, procentul fiind cu atat mai mare cu cat debitul

urinar este mai scazut;

1 Masurarea microalbuminuriei este importanta in managementul pacientilor cu diabet zaharat, cu
risc mare de a dezvolta nefropatie, pacientii cu diabet de tipul I: 30-45%, iar pacientii cu diabet de
tipul 11: 30%;

1 Concentratii ale albuminei urinare in intervalul 50-200 mg/24 ore sunt sugestive pentru nefropatia
diabetica.




Evaluarea filtratului glomerular (FG)

] Prin notiunea de clearance de creatinina se intelege deci volumul de plasmi (ml) epurat din o
anumita substanta, la nivel renal, intr-un minut si se calculeaza din relatia:

Clearance (ml/min) = (U x V)/(P x 1440)
Unde:
= U = cantitatea de creatinind eliminata in urina de 24 de ore (in mg/24 ore);
=V = volumul de urina pe 24 ore (in mL);
= P = concentratia creatininei in ser (mg/100mL);

= 1440 = numarul de minute din 24 de ore.

! Parametrii echilibrului acido-basic: RA, Na, K,




Intervale de referinta:
Ureea:

1 Ser/plasma: 15 - 45 mg/dl (2,5 - 7,51 mmol/l) ~ Clearance-ului creatininei
: endogene:
1 Urina pe 24 ore: 20 - 36 g (330 - 600 mmol).

L s J Cl . =95-125 ml/min.
Creatinina In ser (plasma): S
: ) Clearance-ul creatininei
] Femei: < 0,9 mg/dl

scade, in nefropatiile acute si
1 Barbati: < 1,2 mg/dl cronice, inainte de cresterea

L earial]
) Copii: < 0,7 mg/dl creatininel serice!!
) De aceea se calculeaza

Creatinina in urina: raportul Uree serica /
11-1,809/24 ore (8,84 — 16 mmol/24 ore). Creatinina serica = 20-30




Valori de referinta pentru raportul uree/creatinina =10 - 20

Cresterea raportului ureecreatinina (> 20) cu niveluri

Cresterea raportului uree/creatinina (> 20) cu nivelurli

. . . v crescute de creatinina (azotemie postrenala)
normale de creatinina (azotemie prerenala)

— insuficienta cardiaca, depletie de sare, — obstructii ale tractului urinar.
deshidratare,

— hemoragie digestiva; stari de hipercatabolism;

— afectarea functiei renale asociata cu
ingestie/productie excesiva de proteine sau

distructie tisulara.

Scaderea raportului uree/creatinina Scaderea raportului BUN/creatinina (< 10) cu niveluri
(< 10) cu niveluri scazute de uree crescute de creatinina

— necroza tubulara acuta; — rabdomioliza (se elibereaza creatinina musculara);
— reducerea sintezei de uree in afectiuni hepatice — afectiuni musculare care asociaza insuficienta
severe sau infometare; renala.

— dialize repetate;
— sindromul secretiei inadecvate de ADH;
— sarcina.




