Laborator 3 — Medicina

Materiale biologice folosite la analizele biochimice: compozitie, caracteristici, recoltare.
Factorii ce influenteaza rezultatele analizelor de laborator.

Pentru determinarile biochimice se folosesc lichide biologice (sange, urind, lichid cefalorahidian,
saliva, lichide de punctie) provenite de la subiecti umani.
Sangele

Sangele este un tesut lichid circulant cu o compozitie complexa:

- 90 % apa
o /v .
- Plasma 55% - substante organice
- 10 % reziduu
Sange - substante anorganice
(6-8% cﬁn\A
greutatea - Elemente figurate 45 % - hematii (eritrocite, globule rosii)

corpului) - leucocite (globule albe)
- trombocite (plachete sanguine)
Functiile singelui
Sangele indeplineste in organism functii importante:
1. Functia de transport al diferitelor substante necesare vietii prin care se realizeaza:
- respiratia - transportd O2 de la plamani la tesuturi si CO de la tesuturi la plamani;
- nutritia - transporta substantele nutritive absorbite;
- excretia - transportd la rinichi, plamani, piele, intestin produsii de catabolism;
- reglarea metabolica - vehiculeaza hormoni, vitamine.
2. Mentinerea constantid a parametrilor fizici ai mediului intern (izohidrie, izotonie, izotermie,
izoionie, echilibru acido-bazic).
pH-ul sangelui (plasmei ) ~ 7,4, pH-ul < 7,35 — acidoza, pH-ul > 7,45 — alcaloza
Sistemele tampon din sange sunt:
- hemoglobina (oxihemoglobind)/hemoglobinat (oxihemoglobinat)bazic;
- proteine/proteinat bazic;
bicarbonat/acid carbonic;
fosfat monobazic/fosfat bibazic.
3. Functia imunologica - transporta anticorpi.
4. Functia antihemoragica — este implicat in procesul de coagulare.

Recoltarea sangelui
In functie de modul in care se face recoltarea, din singe se poate obtine plasma sau serul:
coagulare
sange —® ser + cheag (fibrina si elemente figurate)

Coagularea constd in transformarea unei proteine din sange, fibrinogenul, in cheagul de fibrina,
insolubil, in prezenta factorilor coagulirii. In ochiurile retelei de fibrini sunt retinute elementele
figurate. In cascada coagulirii, un rol important ii revine ionului Ca*? (factorul IV al coagulirii) care
intervine in activarea altor factori proteici (trombina, accelerina, convertina etc.).



recoltare pe
anticoagulant

Sange » Plasma + Sediment (elemente figurate)
centrifugare

Anticoagulantii sunt substante care mpiedica procesul de coagulare actionand prin mecanisme
diferite:

- blocarea ionilor de Ca *? : EDTANa,, amestec acid citric-dextrozi (ACD), oxalat de potasiu, citrat de
sodiu, amestec Wintrobe (oxalat de potasiu si oxalat de amoniu), amestec Fleury (oxalat de potasiu si
fluorura de sodiu);

- activarea conformatiei antitrombinei III favorabile legarii de trombind si inactivarii acesteia:
heparina.

Anticoagulantii trebuie alesi in functie de determinarea care urmeaza sa fie realizatd. Raportul
intre cantitatea de anticoagulant si cea de sange este diferit, pentru cei mai folositi, heparina si
EDTANay, fiind de 0,1 ml la 2 ml sange.

Atat serul cat si plasma sunt lichide de culoare galbuie, cu oarecare transparenta.

Culoarea si aspectul pot fi modificate de prezenta in cantitate crescuta a anumitor componente:

- hemoglobina — roscat (ser hemolizat);

- bilirubind — galben-brun (ser icteric);

- triacilgliceroli — opalescent sau lactescent (ser lipemic). Compozitia plasmei este complexa

existand mici deosebiri fatd de cea a serului (ex. serul nu contine fibrinogen).

Cele mai multe analize se realizeaza pe sangele total heparinizat si lichidele separate din acesta,
serul sau plasma. Se poate folosi sangele arterial, venos sau capilar.

Sangele arterial este diferit de cel venos 1n ceea ce priveste pH-ul, continutul de O2 si COz,
glucoza, clorul, amoniacul. Orice alterare a circulatiei locale sau generale va exagera diferentele intre
sangele arterial si venos. Sangele arterial este considerat uniform in tot corpul, iar valorile pH-ului,
pO2 si pCO> reflecta statusul respirator si metabolic al organismului. Sangele arterial este folosit la
determinarea gazelor sanguine. Recoltarea sangelui arterial este limitata la situatiile medicale care
necesita punctie arteriala.

In alte conditii, se poate practica o punctie a pielii care va furniza un amestec de singe arterial,
venos si capilar. Incilzind locul inaintea recoltirii se va face o “arterializare” a patului vascular
datoritd vasodilatarii si cresterii fluxului sanguin. Recoltarea sangelui in acest mod este indicatd in
cazul in care punctia venoasd nu este accesibila (la persoanele cu arsuri sau care fac chimioterapie),
cand venele sunt foarte fragile (la persoanele in varsta sau obeze) sau cand aceasta punctie presupune
un risc prea mare (la nou nascuti si copii).

Exceptand situatiile mentionate, pentru determindrile de laborator se recolteazd singe venos
prelevat dimineata pe nemancate, a jeun, ultima masa luatd cu aproximativ 12 ore inainte), Tnainte de
inceperea activitatii, ceea ce reflectd statusul bazal al organismului. Valorile unor parametri biochimici
pot fi influentate de luarea mesei sau depunerea unei activitati fizice inainte de recoltare, precum si de
pozitia organismului si manevrele facute la recoltare.

Stresul emotional poate mari in mod fals numarul celulelor albe, indicand nervozitate si anxietate.
Daca se face numararea elementelor albe la copii sau nou nascufi, trebuie sa se tind cont de faptul ca
tipetele prelungite pot sa determine cresterea numarului acestora.

Pozitia corpului in timpul recoltérii este un factor care contribuie la unele modificari. Deoarece
ortostatismul determind miscarea apei din compartimentul intravascular in cel interstitial, conduce la
cresterea concentratiei unor parametri biochimici.



Uneori se recolteaza sange la intervale de timp bine determinate pentru a urmari dinamica
unor parametri: glucoza, fier, monitorizarea consumului unor medicamente.

Dacd se recolteazd sange pentru determinarea alcoolemiei nu trebuie folosit alcoolul la
dezinfectarea locului punctiei.

Pregitirea si conservarea probelor de singe

Probele de sange trebuie centrifugate in 1-2 ore de la recoltare. Daca s-a recoltat sange fara
anticoagulant trebuie lasat 20-30 minute in pozitie verticald pentru a coagula si apoi centrifugat.
Probele se centrifugheaza aproximativ 10 minute la 2500-3000 rpm. Serul si plasma trebuie
indepartate de pe cheag sau sediment in 2 ore de la recoltare.

Probele trebuie analizate macroscopic inainte de Inceperea determindrii unui parametru pentru a
constata eventualele modificari de culoare sau transparenta ce trebuie mentionate.

Analizele de laborator trebuie facute In maxim 4-5 ore de la recoltare (enzimele, glucoza,
bicarbonatii si potasiul nu sunt stabile la temperatura normald). Daca nu este posibil acest lucru,
probele pot fi pastrate la 2-8°C pana la 24 ore. Pentru perioade mai lungi trebuie congelate Tn cantitati
mici, deoarece decongelarea si recongelarea nu sunt recomandate.

Erori datorate folosirii serului (plasmei) sanguin necorespunzator. Serul hemolizat este sursa de
eroare cand se determind parametrii care au concentratie intraeritrocitard mai mare decat cea
plasmatica: lactat dehidrogenaza, glucoza, transaminaza AST, etc.

Nu se recomanda analiza serului hemolizat.

Serul lipemic (opalescent) influenteaza determinarile in domeniul 300-500 nm.

Bilirubina din serul icteric interfera in intervalul 400-500 nm. Pentru a elimina interferentele in
ultimele situatii trebuie facute probe martor.

Urina
Urina reprezinta produsul de excretie format in rinichi ca urmare a activitatii renale prin:
- ultrafiltrare glomerulard care are ca rezultat wrina primara ce contine aproximativ aceleasi
componente ca si plasma, Intr-un volum mare de apa;
- reabsorbtie selectiva tubulard, cu rolul de a economisi anumite componente necesare organismului;
- secretie tubulara a substantelor endogene sau exogene care nu mai sunt utile organismului.
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Urina este un lichid biologic cu o compozitie complexd, continand o serie de substante
organice si minerale dizolvate intr-un volum mare de apa ( 91-92%).

La nivelul glomerulului renal se filtreazd componentele sanguine care au dimensiunile mai mici
decat porii membranei glomerulare: apa, glucoza, cataboliti proteici, ioni. Prin filtrul glomerular nu se
elimind decat peptide si proteine cu masa mica, care sunt reabsorbite la nivelul tubilor uriniferi, astfel
ca 1n urina normala proteinele nu se pot doza prin metodele uzuale.

Glucoza filtrata este absorbitad total, in urina normald nedozandu-se glucoza. Urina normald nu
contine nici lipide, care circula prin sange legate de proteine.

In functie de comportarea lor fatd de procesele functionale renale, substantele existente in sange
pot fi clasificate astfel:
- substante cu prag renal: glucoza, aminoacizii, proteinele, etc., care se elimind in urind atunci cand
concentratia lor plasmaticd depdseste o valoare maximad ce se numeste prag renal (este depdsitd
capacitatea de reabsorbtie a rinichiului).
- substante fara prag renal: uree, creatinind, coloranti etc., care se elimina in urind in concentratie
proportionald cu concentratia lor plasmatica.

Caracteristicile urinii

Aspect. O urind normala se prezintd imediat dupa emisie limpede si transparentd. Lasata in repaus
cateva ore, apare un depozit floconos, denumit “nubeculum urinae”, care este format din celule de
descuamatie a cailor urinare sau din celule vaginale la femei.

Aspectul urinii poate fi apreciat ca: limpede, usor opalescent, tulbure, cu elemente de suspensie,
cu depozit. Pastrarea urinii in condifii neadecvate determind modificari ale aspectului: la temperatura
prea scazutd urina se tulburd pentru ca recristalizeaza acidul uric si monouratul de sodiu; pastratd mai
mult timp in conditii defectuoase apar depozite de carbonat de calciu si fosfat amoniacomagnezian.

Analiza chimica a unei probe de urina tulbure se executa numai dupa centrifugarea acesteia.

Culoare. Urina normald are o culoare de un galben deschis pana la galben roscat, datorita
prezentei unor pigmenti ca: urocrom, urobilind, porfirine, derivati ai indoxilului urinar. Pigmentii in
forma redusa sunt incolori, culoarea urinii depinzand de gradul de oxidare al acestora.

Culoarea urinii este influentatd de ora emisiei, prima urind de dimineata fiind cea mai concentrata
(deci cu o densitate mai mare) si avand o nuantd mai inchisd, in timp ce emisiile ulterioare sunt mai
decolorate si cu densitate mai mica.

Culoarea este influentata, de asemenea, de pH-ul urinar, urina mai acida fiind mai inchisa, iar cea
alcalind mai deschisd, ambele putand avea insd aceeasi densitate. Urina este mai inchisa la culoare
dupa eforturi fizice, alimentatie hiperproteica, stari febrile, datoritd concentrarii ei (oliguriei) si mai
palida in poliurii, indiferent de natura lor. Dupa ingerarea unor medicamente sau in diverse stari
patologice, pot aparea anumite modificari de culoare fata de starea normala.

Consistenta. Urina normald are consistenta unei solutii slab saline. Urina care contine albumina
prezintd o spuma persistentd, cea cu puroi este filanta, iar aceea care are o concentratie mare de glucide
sau unii aminoacizi, siropoasa.

Miros. Urina normala are un miros caracteristic, de migdale amare, datorat acizilor volatili si
substantelor urinoide. Urina de dimineata, mai concentrata, are un miros mai puternic. Urina eliminata
dupa consumul de ceapa, usturoi, hrean, sparanghel are un miros dezagreabil.

Volum urinar. Cantitatea de urina excretatd in 24 de ore de un individ sanitos (diureza) este
influentatd de urmatorii factori fiziologici:

a) alimentatia, volumul de lichide ingerat;



b) temperatura si umiditatea mediului inconjurator;

¢) pozitia corpului, durata si intensitatea muncii;

d) exercitiul fizic;

e) greutatea, varsta, sexul.

In mod normal, un barbat de 70 kg, in repaus sau cu o muncd moderati, la un regim hidric
echilibrat si locuind intr-o clima temperata, elimind 1200 — 1800 ml urinad in 24 h, iar o femeie, in
aceleasi conditii, elimina 1000 — 1400 ml.

Volumele de urina eliminate in cursul noptii si in timpul zilei se gasesc Intr-un raport numit
nictmeral, a carui valoare este in medie 1/3,5. Stabilirea volumului de urinad de 24 de ore se face cu un
cilindru gradat sau pahar conic gradat.

Densitate. Urina normala este o solutie cu o concentratie cuprinsa intre 50-70 g reziduu /1, asa ca
densitatea va fi mai mare decat a apei, cuprinsa intre 1,015 — 1,025 g/cm3, cu limite fiziologice 1,001 —
1,035.

Urina de dimineata, fiind mai concentrata, are o densitate mai mare decat cea din cursul zilei.
Densitatea sau greutatea specifica depinde de substantele dizolvate si anume: diverse saruri si ureea, la
indivizii sanatosi, glucoza si albumina, in unele cazuri patologice. Densitatea urinara variaza in functie
de aportul alimentar si de cantitatea de lichide ingerate, fiind in acelasi timp diferitd la acelasi individ
in cursul unei zile, motiv pentru care se stabileste pe urina de 24 h.

pH. In mod normal, urina de 24 de ore a persoanelor care au un regim alimentar mixt prezinta un
pH mediu slab acid, 6. pH-ul urinar este determinat, in cea mai mare masurd, de raportul fosfati
monobazici/fosfati bibazici din urind (raportul acestora este 5:1, fatd de plasma unde este inversat).
Limitele fiziologice ale acestui parametru sunt intre 5 si 8, fiind dependente, in primul rand, de regimul
alimentar. in cazul unui regim strict carnat, urina este mai acida, pH 5,2-5,3, iar in cazul unui regim
strict vegetarian sau cand se ingera bicarbonat de sodiu sau ape minerale alcaline pH-ul este 7,0 —7.,5.
Recoltarea urinii

a. Probele recoltate ,la intamplare” se folosesc pentru analiza caracteristicilor urinii (pH,
densitate, osmolaritate, miros) si a prezentei unor componente patologice (proteine, glucoza, corpi
cetonici). Este recomandata recoltarea primei urini de dimineatd, pentru ca este cea mai concentrata.
Vasul trebuie sa aiba cel putin 50 ml, sa fie curat, inchis etans si, in cazul determinarii bilirubinei sau
porfirinelor, protejat de lumina.

b. Urina recoltata ,la timp fix” se refera la urina recoltata la intervale specifice de timp, de
exemplu inainte si dupd masa, sau la cea recoltatd dupa o anumitd perioada de timp. Se recolteaza
probe de urina la interval specific de timp pentru determinarea testului de toleranta la glucoza, iar urina
de 12 ore sau de 24 de ore pentru dozarea diferitilor parametri in urina, deoarece majoritatea dintre
acestia suferd variatii diurne (de exemplu, electrolitii, catecolaminele, 17- hidroxisteroizii au valori
minime dimineata, crescand 1n timpul zilei).

c. Pentru uroculturd se recolteaza intr-o eprubetd sterild urina de dimineatd, de la mijlocul
jetului, dupa o toaleta localad corespunzatoare.

Conservarea urinii

Daca urina nu este limpede sau daca este necesara analiza sedimentului urinar §i acesta nu este
abundent, trebuie mai Intai centrifugata. Daca analiza nu se face imediat, vasul trebuie pastrat la rece.
Daci este recoltata pentru determinarea bilirubinei sau a porfirinelor, vasul trebuie protejat de actiunea
luminii. Daca analiza se face dupa mai mult de 2 ore, urina trebuie pastrata la rece pentru a evita
modificarea pH-ului, a glucozei, urobilinogenului si bilirubinei, pentru a preveni autoliza unor
elemente celulare si dezvoltarea bacteriilor; unii parametri necesitd adaugarea de conservanti.



