Лекция №1

Тема: Основы клинико-биохимической аналитики: объекты и

методы исследования; оценка и интерпретация результатов; единицы СИ; нормы (референтные ве​личины); контроль качества исследований.

План:

1. Предмет клинической биохимии. Введение в дисциплину.

2. Объекты исследования в клинической биохимии.

3. Оценка результатов исследований. Единицы, используемые в клинической биохимии.

4. Аналитическом надежность и значимость лабораторных тестов.

5. Методы клинической биохимии.

1. Предмет клинической биохимии

Клиническая биохимия это прикладной раздел биологической химии. Как, Вы помните, биологическая химия это наука о химических основах жизнедеятельности, которая устанавливает структуру молекул и надмолекулярных об​разований живого, их функции, механизмы обмена веществ и энергии, механизмы воспроизведения.

Клиническая биохимия изучает биохимические изменения, происходящие в организме животных при раз​личных заболеваниях и патологических состояниях, способы и методы обнаружения этих изменений. Изучение откло​нений базируется на естественном течении процессов.

ЗАДАЧИ КЛИНИЧЕСКОЙ БИОХИМИИ (РИС.):

1) изучение биохимических изменений в организме животных разных видов при патологии;

2) освоение традиционных и перспективных методов биохимического исследования;

3) клиническая интерпретация результатов биохимического исследования;

4) разработка лечебно-профилактических мероприятий с учетом данных лабораторных анализов.

Предмет клиническая биохимия базируется на ряде общебиологических дисциплин (рис), а также является ба​зой для специальных ветеринарных дисциплин.

2. Объекты исследования в клинической биохимии

Под объектом клинической биохимии понимается биологический материал, получаемый от исследуемого жи​вотного. В целом биохимическому исследованию может подвергаться любой орган или ткань.

С точки зрения практической клинической биохимии биологический материал, получаемый от животных мож​но классифицировать (рис 4) на универсальный, такой как кровь, моча, кал и лимфа. Исследование химического соста​ва данных биологических объектов, отражающих функцию многих органов и систем, может иметь важное диагностиче​ское значение при значительном числе заболеваний. Исследуется данный материал также для установления общего со​стояния здоровья животных и уровня обмена веществ. Материал специальный (выпотные жидкости, рубцовое и желу​дочное содержимое, мокрота, биоптаты органов и др.) - отбирается и исследуется при определенных показаниях с це​лью дифференциации процесса и постановки диагноза. Например, выпотные жидкости, скапливающие в полостях необ​ходимо получать и исследовать для установления типа экссудации (транссудат это, либо экссудат). Перечисленные вы​ше биологические материалы наиболее широко используются в клинической биохимической практике. В настоящее время, особенно в медицине, уделяется внимание нетрадиционным биологическим объектам, таким как волосы, слюна, ногти и др. Например, установлен факт резкого (в 10 и более раз) падения содержания кальция в волосе при развитии инфаркта миокарда, что в настоящее время широко применяется в кардиологии.

Химический состав биологического материала вариабелен. Он может за короткий промежуток времени значи​тельно изменяться. Поэтому для получения сопоставимых результатов необходимо соблюдать ряд правил при отборе и хранении биологического материала. Это важно, так как нормативные значения определены с учетом этих правил.

1. Отбор материала необходимо производить с учетом суточной динамики. Кровь принято отбирать утром, до кормления. При повторном исследовании отбирать материал необходимо в одно и то же время.

В течение 4часов после кормления концентрация некоторых субстратов (общий белок, глюкоза, липиды и ряд. других) повышена (к примеру, норма для содержания глюкозы в сыворотке крови у крупного рогатого скота колеблет​ся в пределах 2,2 - 3,2 ммолъ/л, однако в течение 1 - 2 часов после кормления ее концентрация может возрастать в 2-4 и более раз, при углеводном перекорме глюкоза может кратковременно появляться в моче). У некоторых видов жи​вотных: свиней и взрослых курей сразу после кормления ряд биохимических исследований в сыворотке крови невозмож​ны вовсе из высокого содержания в ней жира ирядя др. веществ, придающих ей мутность.

2. Процесс отбора биологического материала должен быть максимально безболезненным и быстрым (беспо​койство, болевая реакция, длительный венозный застой в месте инъекции значительно изменяют состав крови).
3. Взятие материала всегда проводят до лечебных процедур, особенно внутривенных инъекций электролитов, раствора глюкозы. Так же необходимо учитывать лекарственные препараты, которые вводились животному (например, вакцинация против КЧС живыми вакцинами приводит к снижению фагоцитарной активности нейтрофилов)
4. Полученный материал сразу же помещается в чистую и закрытую посуду. Контакт с внешней средой не до​пускается. В случае, если исследуемое вещество (например, билирубин, витамин В2 и др.) разрушаются на свету, биоло​гический материал помещают в светонепроницаемый пакет или ящик.

5. Биологические процессы продолжаются и in vitro, поэтому их необходимо минимизировать. Для этого, если не используются консерванты, наиболее подходит низкая температура. Клеточные структуры сохраняют при температу​ре 4 - 8 0 С (не допуская замораживания). Сыворотку, плазму и другие безклеточные биологические материалы лучше сразу после получения замораживать и транспортировать в таком виде. Считается, что при температуре -25 0 С ак​тивность ферментов минимальна. Для каждого определяемого показателя при определенных условиях существуют максимальные сроки хранения (указываются обычно в методиках).
Кровь - основной объект клинической биохимии, наиболее часто подвергаемый биохимическому исследова​нию. Пробы крови берут у животных перед кормлением или через 5 - 6 часов после кормления.

Различают стабилизированную кровь, предохраненную от свертывания посредством внесения в нее стабилиза​тора (антикоагулянта). Она используется для получения плазмы и форменных элементов. В качестве антикоагулянгов применяют различные соли, осаждающие ионизированный кальций и другие катионы двухвалентных металлов, необходимых для свер​тывания крови, а так же вещества животного происхождения (гепарин, герудин), блокирующих вторую фазу свертывания Наиболее часто ис-пользуются следующие антикоагулянгы (рис):

соли щавелевой кислоты (калия или натрия оксалаты) в количестве 10 - 20 мг 10 мл крови или 0,15 мл 10 %-ного

раствора;

натрий лимоннокислый прибавляют из расчета 16 мг на 10 мл крови, в 3,2 %-ном растворе берут одну часть на 19 частей крови;

трилон Б (динатривая или дикалевая соль ЭДТА - этилендиаминтетрауксусной кислоты) - 10 мгна 10 мл кро​ви или 0,1 - 0,2 мл 10 %-ного раствора (3 - 4 капли на пробирку);

гепарин берут из расчета 50 ЕД на 10 мл крови (1-2 капли из иглы для внутрикожткинъекций).

При добавлении раствора антикоагулянта вносимый объем учитывается, т.к. он влияет на гематокритную величину. Химическое вещество, входящее в состав антикоагулянта при анализе не определяется.

Цельная кровь и другой клеточный биологический материал доставляется в лабораторию в термосе при 4 - 8

°С.

Разделение крови на плазму и форменные элементы проводят путем отстаивания и центрифугирования стаби​лизированной крови при 500 - 800 g 10 - 20 мин.

Для получения сыворотки кровь отбирают в сухие чистые пробирки. Кровь при комнатной температуре свора​чивается в течение 5-11 минут и при дальнейшем стоянии расслаивается. Над сгустком собирается сыворотка. Для ус​корения отделения сыворотки в лаборатории свернувшуюся кровь отделяют от стенок пробирки спицей из нержавею​щей стали и помещают в термостат при температуре 37 - 38 °С (на 15 - 45 мин). Отделившуюся сыворотку выливают в центрифужные пробирки и центрифугируют при тех же условиях, что и плазму.

При определении значительного количества веществ в крови (например, глюкозы, мочевины, кальция, фосфо​ра, аскорбиновой кислоты, каротина и ряда др.) необходимо освободить ее от белка. Достигается это посредством осаж​дения белка под действием определенных химических реактивов. В качестве универсального осаждающего раствора в лабораторной практике используются 5 - 40 % растворы трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Концентрация ТХУ выбира​ется в зависимости от степени осаждения. Конечная концентрация ее должна составлять 2,5 - 5 %. Наиболее часто сы​воротку разводят в определенной пропорции дистиллированной водой и затем добавляютравное количество 10 % ТХУ (например, в пробирку вносится 0,1 мл сыворотки, 0,4 мл дистиллированной воды и 0,5 мл 10 % ТХУ). Хорошо осажда​ются белки при смешивании сыворотки или плазмы крови с 96 % этанолом в соотношении 1:3. Если сыворотка, плазма или безбелковый фильтрат получены на ферме, то в лабораторию они доставляются в замороженном состоянии.

Дефектом, искажающим результаты исследований по целому ряду показателей, является гемолиз (лизис фор​менных элементов) крови. Признакам его является равномерное окрашивание отстоявшейся плазмы или сыворотки в вишнево-красный цвет (за счет гемоглобина). Гемолизированная сыворотка практически, не для каких исследований не пригодна.

Наиболее частыми причинами гемолиза являются:

· взятие крови в шприц (вакуум, создающийся в шприце при оттянутом поршне, разрушает мембраны эритроци​тов);

· вспенивание крови при взятии, когда струйка крови направляется не по стенке пробирки, а на дно;

· взятие крови в холодную пробирку, с наличием на стенках конденсата или замерзание ее при транспортировке в холодное время года;

· центрифугирование на больших оборотах центрифуги (более 1000 g).

Подготовка мочи для исследований.

Мочу у животных получают несколькими способами: при естественном акте мочеиспускания; посредством ка​тетеризации; при помещении мелких животных в специальные клетки. При этом посуда должна быть чистой и сухой. Для проведения обычных качественных тестов подходит произвольно взятая порция мочи. При подозрении на сахарный диабет получают мочу через 2 - 3 часа после дачи корма. При подозрении на нефрит анализу подвергают утреннюю порцию мочи, поскольку она имеет более высокую относительную плотность и низкий уровень рН.

Лучше всего исследовать свежеполученную (не более 2 ч после взятия) мочу, но если такой возможности нет, то хранят ее в закрытой посуде в холодильнике (не более 36 часов) или консервируют, используя следующие вещества (рис):

· толуол - 2 млна 100 мл мочи;

· тимол (1-2 кристалика на 100-150 мл мочи), может давать ложноположительную пробу на белок;

· хлороформ или формалин (1- 2 капли на такое же количество);

· борная кислота (0,3 г на 120 мл мочи.

При проведении бактериологического исследования консервированная моча непригодна.

Подготовка полостных жидкостей для исследований.

По характеру полостные жидкости, которые скапливаются в полостях организма, делят на экссудаты и транс​судаты. Получают их путем прокола стенки соответствующей полости. В лабораторию доставляют все количество пунктата, если его получено меньше 1л. При большем объеме доставляет последнюю порцию (до 1 л), так как она наи​более богата клеточными элементами. Полученную выпотную жидкость помещают в чистую, сухую посуду, добавляют стабилизаторы (натрия цитрат - 1 мг/мл, гепарин) и подвергают исследованию.

Подготовка для биохимического исследования содержимого желудка и рубца. Желудочное и рубцовое содержимое получают посредством зондирования. Необходимо извлекать его под действием вакуума и недопустимо исследование содержимого, полученного путем промывки. Рубцовое и желудочное содержимое сохраняется при температуре 4 - 80 С, никакие химические консерванты не используются.

Получение тканей и предварительная подготовка их для биохимического анализа. Изучение метаболизма тканей и органов в процессе развития заболеваний может иметь важное диагностическое значение и осуществляется посредством биопсии.

Биопсия - прижизненное получение ткани (биоптата) органа для гистологического и химического исследова​ния. В лаборатории из биоптатов готовят гомогенаты. Для приготовления гомогенатов применяют изотонические рас​творы: 0,25 М глюкозы, 0,88 М сахарозы, 0,9 натрия хлорида. Гомогенаты получают двух типов: с разрушенными и не разрушенными клеточными органеллами. Для получения гомогенатов биоптаты отмывают от крови физиологическими жидкостями, удаляют соединительнотканные прослойки и измельчают (гомогенизируют) сначала ножницами, а затем в гомогенизаторах. Измельчения и разрушение клеток можно достичь многократным размораживанием и оттаивани​ем ткани, а также ультразвуком.

Получение и предварительная подготовка спинномозговой жидкости для биохимического анализа. Лик-вор (спинномозговую жидкость) подвергают исследованию с целью диагностики и дифференциальной диагностики болезней нервной системы, в первую очередь при органических поражениях головного и спинного мозга (менингоэнце-фалит, менингомиелит, кровоизлияния, новообразования и др.). Ликвор исследуют сразу же после получения, т.к. через 10-12 ч хранения спинномозговая жидкость обычно мутнеет и изменяются ее химические свойства. Не замораживать.

3. Оценка результатов исследования. Единицы измерения, используемые в клинической биохимии

Оценка результатов исследования проводится путем сравнения полученных данных с эталонной (референтной или нормативной) величиной.

Норма не всегда соответствует физиологическому состоянию. Так в настоящее время уровень общего белка в крови КРС более низкий, чем был ранее. Так же уровень некоторых микроэлементов в крови животных в РБ более низ​кий, чему животных другихрегионов мира и связано это с особенностями нашей геобиохимической провинции.

Эталонную (норму) величину получают путем исследования большой группы животных, отобранных по сово​купности каких-то признаков. Цифровой материал, получаемый при этом, затем статистически проверяется, определя​ются интервалы значений. В настоящее время по многим показателям почти для всеххозяйственно важных животных данные величины определены, и они находятся в соответствующих справочниках по клинической биохимии и физиоло​гии. При наличии каких-то специфических условий - эталонные единицы определяются самостоятельно. (Например, хозяйство находится в экологически неблагоприятном районе и в таком случае создается 2 группы обследуемых жи​вотных: группа с какой-то патологией и клинически здоровые животные. Вторая группа и будет эталонной. Количе​ство животных в ней должно быть не менее 10).

Что касается единиц измерения в клинической биохимии, то здесь, как и во всех областях производства, нау​ки и техники в нашей стране используется система единиц СИ. Еще с 1980 года это нормативно закреплено.

СИ состоит из единиц 3 типов - основных, дополнительных и производных. Универсальна она потому, что 7 основных и 2 дополнительных единицы имеют постоянный природный эталон, который может быть достоверно изме​рен. Так по скорости движения света в вакууме можно определить длину. Производные единицы получаются из сочета-ниядвух или более основных единиц, путем умножения или деления. Для каждой отрасли, в т. ч. и для клинической биохимии, учитывая спецификуразмерности величин, определеноряд допустимых правил:

1. В качестве единиц объема следует применять литр. Не рекомендуется в знаменателе применять дольные или кратные от литра (1 мл, 100 мли т.п.).

2. Концентрация измеряемых веществ указывается как молярная (моль/л) или как массовая концентрация (г/л).

3. Молярная концентрация используется для веществ с известной относительной молекулярной массой. Ионная концентрация указывается в виде молярной.

4. Массовую концентрацию используют для веществ, относительная молекулярная масса которых неизвестна.

5. Плотность указывается в г/л; клиренс - в мл/с.

6. Активность ферментов выражается количеством исходного вещества или продукта катализируемой реакции в единицу времени на объем биологического материала как моль/(с- л) - катал; мкмоль/(с- л); нмоль/(с-л).

В ряде случаев, строго ограниченных и определенных используют традиционные единицы, например мм. рт. столба, т.к. существующие приборы градуированы в этих единицах, а переход в Па трудоемок (1 мм. рт. столба = 133,5 Па) и специальные - в ряде методик количественный учет не возможен (так в тимоловой пробе используют единицы помутнения по S-H шкале). При использовании специальных единиц в методиках обязательно оговаривается, что под ними понимается.

При переводе внесистемных единиц в системные существуют два подхода:

1) для когерентных величин не требуется коэффициентов перевода, например г/% переводятся в/г умножени​ем на 10;

2) для некогерентных единиц перевод осуществляется с помощью коэффициентов пересчета, например г/л пе​реводятся в моль/л с помощью коэффициента находимого по формуле 1/М вещества. Такие коэффициенты есть в спра​вочных таблицах (рис).

4. Аналитическая надежность и диагностическая значимость лабораторных тестов

Используемые тесты должны бать аналитически надежными. Аналитическая надежность устанавливается для каждого метода посредством определения четырех показателей таких как: воспроизводимость, правильность, чувстви​тельность и специфичность. Обычно указывается в методиках.

Воспроизводимость результатов - соответствие результатов повторных определений в одном и том же мате​риале. Рассчитывают по результатам повторных определений на одном и том же контрольном материале в течение не менее 20 дней, следующих друг за другом. Статистическим показателем разброса результатов является среднеквадрати-ческое отклонение S и относительный показатель разброса результатов — коэффициент вариации V. Чем меньше коэф​фициент вариации, тем выше воспроизводимость результатов, получаемых тем или иным методом. Результаты воспри-зводимы, если X = (или Z 3s).

Правильность результатов это соответствие среднего значения результатов повторных определений одного и того же материала должной (номинальной) величине. Статистическим критерием правильности является средняя ариф​метическая (X) и степень ее отклонения от должного (номинального) значения. Способами определения правильности могут быть следующие.

Способ добавки - внесение в биологическую жидкость точно взвешенного количества анализируемого вещест​ва и определение его с помощью исследуемого метода.

Способ смешивания проб - биологическая жидкость с низкой и с высокой концентрацией исследуемого веще​ства смешивается в различных соотношениях.

Процент выявления вещества, равный 90—110, считается удовлетворительным для клинических лабораторных

методов.

Исследование контрольного материала с известным содержанием компонентов - наиболее простой способ оценки правильности.

Сравнение методов. Наиболее информативным способом является способ сравнения методов, который позво​ляет определять общую систематическую погрешность метода. Сравнивается исследуемый метод с референтным, т.е. тем у которого максимальная специфичность, правильность и воспроизводимость, без учета экономических затрат.

Аналитическая специфичность метода это способность метода измерять лишь тот компонент или те компо​ненты, для определения которых он предназначен. Низкая специфичность приводит к получению неправильных резуль​татов и должна быть указана в описании метода. Так, например, при определении магния с магоном, повышенное со​держание кальция завышает результаты.

Аналитическая чувствительность метода это наименьшее количество вещества, которое выявляет данный метод (обладая при этом вышеописанными характеристиками).

При постановке нозологического диагноза с использованием лабораторных тестов следует учитывать его диаг​ностическую надежность при определенных заболеваниях. Для количественной характеристики диагностической надеж​ности лабораторного теста рекомендованы критерии: диагностической чувствительности (ЦЧ), диагностической спе​цифичности (ЦС),

Диагностическая чувствительность — вероятность того, что у больного будет получен положительный ре​зультат теста. О ДЧ судят по доле (%) ложительных результатов анализа у пациентов с соответствующим заболеванием.

Диагностическая специфичность - вероятность того, что у здорового будет получен отрицательный резуль​тат теста. О ДС судят по доле (%) отрицательных результатов у лиц, не страдающих соответствующим заболеванием.

5. Методы количественного анализа, используемые, в клинической биохимии

При проведении биохимических анализов используют методы количественного определения компонентов биологических жидкостей, которые принципиально подразделяются на две группы физико-химические и иммунохими-ческие.

Физико-химические методы основаны на учете физических изменений в системе (цвет, электропроводность и др.) происхо​дящих в результате определенных химических реакций. Иммунохимические методы основаны на реакции взаимодействия антигена и антигела.

1. Весовой (гравиметрический) анализ, основанный на выделении вещества в результате определенных ре​акций, высушивания и точного взвешивания его на аналитических либо торсионных весах. Примером этого анализа может служить определение содержания фибриногена по методу Рутберг.
2. Объемный (титрометрический) анализ, основанный на точном измерении объемов реагирующих между собой веществ в эквивалентных (равных) количествах. Примером может служить определение кислотности желудочного сока, хлоридов в биологических жидкостях титрометрическим способом и др.
3. Электрообъемные (электроаналитические) методы, основанные на электрохимических свойствах раство​ров. Примером этих методов является определение концентрации ионов водорода, хлора, натрия, калия, кальция в био​логических жидкостях с помощью ионоселективных электродов.

4. Оптические методы анализа нашли наибольшее распространение в клинических лабораториях. Они, в свою очередь, подразделяютсяна: фотометрию (абсорбционнуюи эмиссионную), рефракгометриюиполяриметрию.

Все оптические методы основаны на изменении свойств проходящего через исследуемый объект света или на измерении све​чения выделяемого искомым веществом.

Абсорбционная фотометрия. В основе метода лежит способность исследуемого вещества поглощать часть проходящего через него света определенной длины волны. Степень поглощения при всех прочих равных условиях (ос​новное из которых длина оптического пути - расстояние, которое проходит световой пучок в исследуемом веществе) прямо пропорционально концентрации вещества.

Теоретическим обоснованием для всех фотометрических методов является закон Ламберта-Бэра, упрощенная формула которого имеет следующий вид: А = E'OL,

где - А - условная величина экстинкция, Е - молярное погашение вещества (величина постоянная для каждого конкретного вещества при одинаковых условиях проведения анализа), С - концентрация исследуемого вещества, L -длина оптического пути.

Практически фотометры определяют отношение между интенсивностью светового потока (J0) после прохож​дения слоя исследуемого вещества и интенсивностью данного потока до входа в вещество(1), которое называется свето-пропусканием (Т): Т= J0/ J. А величина экстинция определяется путем расчета логарифма данного отношения (А = lgT). Расчет результатов ведут путем сравнения со стандартным раствором.

С помощью фотометрии можно определить две величины: светопоглощение истинных растворов и суспензий и светорассеивание коллоидных растворов. В зависимости от этого методы подразделяются на собственно фотометрию и нефелометрию, турбодимитрию соответственно. Принципиальные различия в устройстве приборов представлено на рис.

Распыление исследуемого вещества в пламене газовой горелки позволяет перевести его в атомарное состояние. Атом вещества способен поглощать кванты света определенной длины волны, переходя в возбужденное состояние. При этом интенсивность излучения будет уменьшаться, а величина светопоглощения пропорциональна концентрации веще​ства. Данный метод фотометрии носит название атомноабсорбционной спектроскопии. Он является более точным по сравнению с обычной фотометрией и широко используется при определении макро- и микроэлементов в биологическом материале.

Эмиссионная фотометрия основана на измерении интенсивности светоизлучения (эмиссии) исследуемым веществом. Физический смысл метода в том, что атомы исследуемого вещества способны поглощать внешнюю энергию и переходить в возбужденное состояние, характеризующееся расположением электронов на более высоких энергетиче​ских уровнях. Возвращаясь на исходный, стационарный уровень электроны испускают избыточную энергию в виде квантов световой энергии. Длина волны испускаемого света, зависящая от структуры электронной оболочки атома, позволяет идентифицировать химический элемент, а интенсивность свечения позволяет судить о количественном со​держании.

В лабораторной практике используется две разновидности данного метода: пламенная фотометрия и флюо-риметрия.

Флюориметрия использует такое явление, как люминисценция, т. е. свечение веществ без нагревания. Флюо-риметрические приборы (флюориметры) чаще всего используют фотолюминисценцию - свечение, возникающее под действием ультрафиолетового облучения и хемилюминисценцию - свечение, возникающее в процессе протекания хими​ческой реакции. Методы флюориметрии характеризуются высокой специфичностью и чувствительностью.

Электрофорез. Под электрофорезом понимают процесс разделения заряженных частиц в электрическом поле. Многие биологически важные молекулы (белки, аминокислоты, нуклеиновые кислоты и др.) имеют в своем составе ионизирующие группы. Поэтому в биологических жидкостях (крови, лимфе и др.) они существуют в виде катионов и анионов. Помимо этого молекулы имеющие примерно одинаковый заряд могут отличаться молекулярными массами и отношением заряда к массе. На этих различиях и основано разделение ионов при движении их в растворе под действием электрического поля.

Скорость перемещения зависит от величины заряда, а также в ряде случаев, от размера и формы молекул. Так как в большинстве случаев молекулы отличаются по своим физическим и химическим свойствам то очень немногие из них имеют одинаковую электрофоретическую подвижность. Скорость движения частиц (см/с) при напряженности элек​трического поля 1 В/см называется электрофоретической подвижностью.

В зависимости от способа проведения электрофореза его делят на свободный или фронтальный, когда элек-трофоретическое разделение осуществляется в водной фазе и зональный, или электрофорез на поддерживающей среде, когда разделение осуществляется на каком-либо инертном носителе (бумага, асбестовые пластины, целлюлоза, агаро​вый, крахмальный и полиакриламидный гели и др.).

Важными характеристиками процесса зонального электрофореза являются градиент потенциала (В/см) и сила тока, приходящаяся на 1 см поперечного сечения полосы (плотность тока - мА/см).

Низковольтный электрофорез используется для разделения высокомолекулярных соединений типа белков, ли-попротеинов, гликопротеинов и др.

Высоковольтный электрофорез используется для разделения низко молекулярных веществ, типа аминокислот, их производных и др. Так как различие в разряде и молекулярной массе у таких веществ невелико, то нужен большой градиент потенциала, чтобы произошло эффективное разделение частиц. Так как при этом происходит значительное разогревание носителя, требуются специальные устройства для его охлаждения.

Хроматография. Это метод разделения многокомпонентных систем, основанный на использовании явлений сорбции в динамических условиях. В процессе хроматографии происходит многократное повторение актов сорбции и десорбции вещества при перемещении его в потоке подвижной фазы вдоль неподвижного сорбента. Вещество подвиж​ной фазы непрерывно вступает в контакт с новым участком сорбента и частью сорбируется, а сорбированное вещество контактирует со свежими порциями подвижной фазы и частично десорбируется.

Методы хроматографического анализа различаются: по агрегатному состоянию системы, в которой проводится разделение на газовую и жидкостную: по механизму разделения- на адсорбционную, распределительную, ионообмен​ную, гель- хроматографию, аффинную и др.

Иммунохимические методы в клинической биохимии

В клинической лабораторной практике широко используются иммунохимические методы для определения традиционных биохимических объектов-белков, ферментов, гормонов, медиаторов, фармакологических препаратов и др. Достоинством их является высокая чувствительность и специфичность. Внедрение иммунохимических методов -один из способов дальнейшего совершенствования диагностики заболеваний сельскохозяйственных животных, так как многие серологические и аллергические методы, используемые в настоящее время для диагностики ряда важнейших заболеваний (туберкулез, бруцеллез, колибактериоз, сальмонеллез и др.), не обладают достаточной чувствительностью и специфичностью. Основой успеха в иммунохимических исследованиях является получение иммунных сывороток высо​кого титра и нужной специфичности.

При проведении клинико-биохимических исследований наиболее широко используются реакция иммунодиф-фузии в геле (РИД), иммуноэлектрофорез, радиоиммунологический анализ (РИА), иммуноферментный анализ (ИФА) и некоторые другие.

Радиоиммунологический анализ (РИА). В 1959 году был разработанколичественныйиммунологический метод определения инсулина с использованием гормона, меченого радиоактивным изотопом иода 131 J. В основе метода лежала конкуренция между нативным инсулином плазмы и меченым 131J- инсулином за ограниченное число специфических мест связывания на антителах к инсулину.

В основе метода, как и других методов связывания лежит один из фундаментальных законов химии- закон дей​ствия масс.

Основной принцип радиоиммунологического анализа состоит в том, что при неизменном количестве связы​вающего агента (антитела) отношение связанного антигена к свободному в состоянии равновесия находится в количест​венной зависимости от суммарного количества присутствующего антигена.

В состоянии равновесия отношение связанного антигена (В) к свободному (F) определяется соотношением

B/F= [АгАт ]/ [Агисх ]- [Агсв ]

где: [Агисх ]- исходная концентрация антигена; [Агсв ]- количество антигена, связанного в виде комплекса

АгАт.

Меченый антиген ведет себя так же, как и немеченый, и отношение концентрации связанного антигена и сво​бодного описывается тем же уравнением.

Иммуноферментный анализ (ИФА). В начале семидесятых годов (1971-1972 гг.) был разработан метод имму-ноферментного анализа, в основе которого также как и метода и РИА лежал закон действия масс, но вместо радиоактив​ной метки была использована ферментативная. Метод иммуноферментного анализа имел ряд преимуществ перед мето​дом радиоиммунологического анализа.

1. В нем не использовались радиоактивные изотопы. Отсутствие радиационной опасности значительно упро​щало условия проведения (специальные помещения, оборудование ит. д.)
2. Гораздо большая устойчивость меченых соединений (в РИА она определяется периодом полураспада изо​топов.)
3. Возможность быстрого определения результатов ферментативной реакции с помощью обычных общедос​тупных приборов (фотометров). Возможность даже визуальной оценки реакции.
4. ИФА легко поддается автоматизации.
Так же как и в РИА специфичность и чувствительность ИФА в сильной степени зависят от качества иммунной сыворотки. Необходимо использовать только высокоавидные и высокоспецифические антитела.

Метод ИФА можно широко использовать для обнаружения специфических антигенов возбудителей тех же за​болеваний, а также самых различных химических соединений, которые могут выступать в качестве антигенов или гап-тенов-антибиотиков, гормональных препаратов, микотоксинов, пестицидов и др.

Методы ИФА могут быть разделены на гетерогенные (твердофазные, ELISA) и гомогенные(ЕМ.ГГ ) отличаю​щиеся по принципу проведения анализа. Гетерогенные методы ИФА основаны на использовании антигенов и антител, иммобилизованных на нерастворимых носителях (как правило пластик). Гетерогенные методы включают обязательную стадию разделения комплекса (меченое ферментом соединение - связьшаюший агент) от свободного меченого соедине​ния.

Гомогенные методы основаны на эффекте модуляции антителами активности фермента (или кофактора) ис​пользуемого в качестве метки антигена.

Лекция №2

Обмен веществ - основные понятия и термины.

Патобиохимия белкового обмена. Клинико-диагностическое значение показателей, характеризующих белковый и углеводный обмены обмен у животных.

План:

1. Основные положения метаболизма белков.

2. Биохимические показатели, характеризующие белковый обмен у животных. 4. Виды нарушений белкового обмена.

4.1. Нарушениякомпозиции белков плазмы. Диспротеинемии.

4.2. Изменения компонентов остаточного азота в крови.

4.3. Нарушение количественного поступления белка в организм.

4.4. Нарушения обмена гемоглобина.

1.   Основные понятия обмена веществ. Основы патобиохимии обмена веществ

Обмен веществ (метаболизм) - сложная система химических реакций, связанных между собой общими мета​болитами, регуляторами и целями. Целями этих реакций являются извлечение энергии, синтез компонентов восстанови​телей, структурных блоков и синтез полимеров, строение которых соответствует индивидуальной генетической про​грамме организма (анаболизм), а также инактивация отработавших метаболитов собственного синтеза и метаболитов чужеродного происхождения (ксенобиотиков).

Принципиально основной обмен, т.е. обмен, направленный на производство энергии и строительных блоков (энергетический и пластический, который отождествляется с обменом белков, углеводов и липидов) можно подразделить на общие стадии:

I - деполимеризация, происходящая в ЖКТ(это способ поддержания гомеостаза и зашиты от чужеродной гене​тической информации).

II - поступление метаболитов в кровь, транспортировка по организму и трансмембранный перенос в клетки, посредством 3 видов транспорта (диффузии, облегченной диффузии и активного транспорта).

III
- тканевой метаболизм (а) синтез, б) окислительно-восстановительный распад (образование единого С2-
фрагмента, образование конечных продуктов обмена).

На второй стадии тканевого метаболизма происходит продукция энергии в виде АТФ. АТФ - не накапливается в организме. А энергия запасается в виде накопления углеводов(1 г = 17 кДж), жиров (1 г = 39 кДж) и белков (1 г = 17 кДж). Основные энергетические метаболиты - глюкоза (универсальный), жирные кислоты (не приникают в ЦНС, но более энергемкие и кетоновые тела.

Для регуляции обмена веществ эволюционно сформировались различные механизмы, влияющие на инстру​менты метаболизма - то есть на каталитическую активность энзимов. Особенности химических реакций метаболизма в том, что они все регулируются. Не регулируемые реакции опасны для организма.

Биохимическая схема обмена веществ включает цепи, каскады и циклы химических превращений, связанные метаболическими путями. Под метаболическим путем понимают характер и последовательность превращения опреде​ленного вещества в организме. Различают метаболические пути центральные, специальные и резервные. Кроме того, различают частные метаболические пути (строго специфические для данного вещества) и общие для нескольких сход​ных веществ. Некоторые вещества до какого-то метаболита могут иметь специфические метаболические пути, а затем превращаться одинаково.

Как разнонаправленная равновесная система процессов, обмен веществ не может быть весь изменен в каком-то одном направлении, поэтому выражения типа «обмен веществ усилился», «болезнь привела к снижению обмена ве​ществ» являются не точными и неверными. Метаболизм процесс необратимый. Он всегда стремиться достичь своих целей (основные это извлечение энергии и построение структурных блоков), при любых условиях, с максимальным КПД и минимумом побочных продуктов. Метаболические пути взаимосвязаны и имеют общую регуляцию, поэтому изменения в одном звене обязательно приводят к изменению в других звеньях. Так, например, при ИЗСД, недостаток инсулина первичен, он приводит к снижению запасания глюкозы в виде глюкогена и усиления глюконеогенеза, при этом тормозится ЦТК, избыток А-КоА уходит на другие цели, т.е. включается в синтез трикарбоновых кислот и кетогенез, и поэтому частыми спутниками ИЗСД является ожирение и кетоацидоз. Следовательно, знание метаболических путей в организме необходимо для выбора диагностической тактики.

2. Основные положения метаболизма белков

Белок - важнейший пластический компонент диеты, незаменимый источник биогенного азота, необходимый для роста и регенерации. В пересчёте на сухой вес белки составляют 44% массы тела. На долю протеинов приходится более половины его органических соединений. (О. Эдхольм, А. Бахаранч). В соматическом отсеке тела (скелет, скелет​ные мышцы, кожа) находится около 63% белка тела, остальные 37% - в висцеральном отсеке. Важность белка как пла​стического компонента доказывается тем, что при хронической белковой недостаточности в питании населения ряда тропических регионов рост и развитие целых народов может замедляться. Известно, что представители многих низко​рослых этносов тропической Африки, Азии, Латинской Америки, переселяясь в раннем детстве в развитые страны и следуя диете с достаточной в качественном и количественном отношении поставкой белка, приобретают антропометри​ческие показатели, сходные с таковыми у коренного населения развитых стран (Ж. де Кастро, 1950; Р. Котран и соавт., 1997). Роль белка:

· структурная;

· транспортная (антитоксическая);

· регуляторная (гормональная, ферментативная);

· защитная.

Белки - носители чужеродной антигенной информации и должны расщепляться при переваривании, утрачивая ан-тигенность, что и происходит в ЖКТ, под действием протеиназ до амнокислот. Через облегченную диффузию и актив​ный транспорт (система пермиаз) аминокислоты попадают в кровяное русло.

Часть из них уходит на:

· синтез белков и функциональных белков клетки;

· синтез гормонов и др. регуляторных молекул;

· синтез функциональных белков плазмы крови;

· в реакции переаминирования, для синтеза заменимых аминокислот;

· для синтеза энергии и в др. виды обмена (избыток).

В организме различают матричный синтез белка (преимущественно) и нематричный - в отдельных случаях (синтез небольших пептидов, например трипептида глютатиона) - он экономически не выгоден.

Конечным продуктом для простых белков является аммиак, который в печени переводится в менее токсичную мо​чевину и экскретируется через почки.

При утилизации сложных белков вначале отщепляется небелковая часть, которая утилизируется в зависимости от вида (углеводная поступает в окислительный распад, при распаде гемоглобина отщепляется гем, разрывается пирольное кольцо по следующей схеме, с образованием биллирубина; нуклеопротеиды разрушаются с образованием мочевины и мочевой кислоты).

2. Биохимические показатели, характеризующие белковый обмен у животных

Интегральным показателем общего белкового метаболизма служит азотистый баланс. Это разница между суточ​ным количеством поступающего с пищей азота и количеством азота, выделенного за тот же период в составе азотсодер​жащих компонентов мочи и кала (мочевина, мочевая кислота, аминокислоты, креатинин, соли аммония). Косвенно его можно оценить по соотношению небелкового остаточного азота в сыворотке крови и общим белком. У здорового взрос​лого животного, азотистый баланс нулевой или стремится к нулю.

Положительный азотистый баланс - указывает на то, что аминогруппа задерживается в организме в реакциях аминирования и переаминирования, т.е. идет на синтез белка. Может быть не только в норме (при росте, интенсивной регенерации, лактации и беременности), но и при патологии - опухолевом росте и при гиперсекреции гормона роста.

Отрицательный азотистый баланс указывает на то, что аминокислоты в организме интенсивно дезаминируются, сопровождает состояния с активированным глюконеогенезом (голодание, белково-энергетическая недостаточность, инсулинзависимый сахарный диабет, гиперкортицизм, стресс).

Композиция белков плазмы - т.е. количество общего белка определяемое в плазме крови и количество отдельных видов белков. Характеризует скорость синтеза и распада белка в организме.

Небелковые азотсодержащие компоненты плазмы крови или остаточный азот крови - под которым понимают азот​содержащие соединения остающееся после осаждения в плазме (сыворотке) белков. К ним относятся мочевина - на до​лю которой приходится около 50 % от всех азотсодержащих веществ, мочевая кислота и азот аминокислот по 20 %, креатин и креатинин, полипептидный азот.

Коллоидно-осадочные пробы. Сущность этих проб в том, что белки, находящиеся в виде коллоидных растворов осаждаются какими-то химическими соединениями. Степень осаждения зависит от заряда и размеров белка. Альбумины наиболее сложно осаждаются, а иммуноглобулины легче всего. Поэтому данные пробы позволяют косвенно судить о соотношении между отдельными фракциями общего белка. Наиболее часто используют тимоловую пробу и пробу Вельтмана.

4. Виды нарушений белкового обмена

Собственно нарушения обмена белков включают:

· нарушения количественного поступления белка в организм (белковый перекорм и белковая недостаточность);

· нарушения качественного состава белков (недостаток незаминимых аминокислот, дефицит и избыток отдельных аминокислот, причём последний может приводить как к их антагонизму, так и прямой токсичности);

· нарушения переваривания белков в ЖКТ (что ведет в белковой недостаточности и кишечной аутоинтоксикации, продуктами гнилостного распада белка);

· нарушения чрезмембранного транспорта аминокислот (расстройства кишечного всасывания при заболеваниях ЖКТ);

· нарушения промежуточного обмена аминокислот (расстройства дезаминирования; переаминирования; декарбокси-лирования при заболеваниях печени, прежде всего, а так же недостаточности ферментных систем).

· нарушения композиции белков плазмы (при заболеваниях органов синтезирующих плазменные белки).

· нарушения конечных этапов обмена белка (аномалии и недостаточность цикла мочевины, и прежде при функцио​нальной недостаточности печени, а также при нарушениях почек - нарушение экскреции конечных продуктов).

4.1. Нарушения композиции белков плазмы

Около 7% массы плазмы крови составляют различные белки. Современными методами специфика их обмена зак​лючается в том, что они возникают в одних клетках и органах, а утилизируются, как правило, - в других. В связи с этим, плазма крови - динамическая равновесная система, и её протеинограмма, подобно зеркалу, отражает состояние разных тканей. Количество белков в плазме или сыворотке достаточно постоянный для каждого вида животных показатель (табл..). Количественные изменения в сторону увеличения называются гиперпротеинемией, а в сторону у менынения гипопротеинемией.

Различают абсолютную и относительную гипер или гипопротеинемии.

Абсолютная гиперпротеинемия встречается редко и может наблюдаться при: внутривенном введении белковых препаратов (при переливании крови, плазмозаменители и др.), после вакцинаций, аутоиммунных заболеваниях, бело-ксинтезирующих опухолях и др.

Относительная гиперпотеинемия сопровождает патологические состояния, связанные с потерей организмом жидко​сти при диареиных заболеваниях, усиленном потоотделении, хроническом нефрите и т.д.

А задержка жидкости в организме (отмечают при уменьшении диуреза, повышенной секреции антидиуретического гормона, водной нагрузке и др.) сопровождается относительной гипопротеинемией. Дополнительными лабораторным тестами для дифференциации этих состояний служат определение гематокритной величины и СОЭ, т.е. необходимо выяснить соотношение между плазмой и форменными элементами.

Абсолютная гипопротеинемия наиболее часто встречаемая форма нарушения обмена белка и может указывать на:

· физиологическое состояние (наблюдается при тяжелых мышечных нагрузках, в последние месяцы беременности, в период интенсивной лактации);

· недостаточное поступление белка в организм (при алиментарном голодании, нарушении функции желудочно-кишечного тракта, печени, поджелудочной железы);

· подавление биосинтеза белка, сопровождающее хронические патологические процессы в печени;

· повышенный распад белков в организме (при тиеротоксикозе, обширных ожогах, длительных лихорадках, опухо​лях, передозировке кортикостероидов);

· повышенное выделение белка с мочой (нефротический синдром, гломерулонефрит, сахарный диабет) и калом (профузная диарея);

· перемещение белка из сосудистого русла (при развитии асцита, экссудативном плеврите, выпотевании транссудата, кровотечении).

ДИСПРОТЕИНЕМИИ

В сыворотке крови содержится большое число простых и сложных белков. В настоящее время с помощью электро-форетических, хроматографических, иммунохимических методов удалось показать наличие в сыворотке крови более 100 индивидуальных белков. Но только меньшую часть из них удалось выделить, достаточно хорошо очистить, изучить строение и свойства, а также биологическую функцию.

Наиболее распространенным методом исследования фракций белка является электрофорез. Возможность исследо​вания белковой композиции плазмы в решающей степени была достигнута благодаря разработке А. Тиселиусом мето​да электрофореза на бумаге, с подвижной границей, разделяющего плазменные протеины. В 1948 г. это открытие, в связи с его гигантским прикладным медицинским значением, было удостоено Нобелевской премии по химии. Электоро-форетически удается разделить белок на 4-16 фракций. При классических условиях электрофореза белки подразделяют​ся на 4 фракции (альбумины, а-глобулины, в-глобулини и гаммаглобулины). (Таблица).

При исследовании фракций белка сыворотки крови можно выявить такие нарушения, как диспротеинемия (нару​шение количественного состава белков крови) и парапротеинемия (накопление в крови аномальных белков).

По изменению содержания отдельных белковых фракций можно судить о причинах и направленности нарушений белкового обмена.

Около половины всех содержащихся в сыворотке белков приходится на долю альбумина. Синтезируется в печени. Снижение концентрации альбумина (гипоальбуминемия) наблюдается при голодании, воспалительных заболеваниях, циррозе печени, злокачественных опухолях, кровотечениях, хронических гастритах, выходе белка из русла крови: в просвет кишечника - при завороте кишок, перитоните; на ожоговую поверхность - при обширных ожогах; с мочой - при нефротическим синдроме (для которого характерно повышенное выделение почками альбумина и некоторых других белковых фракций). То же отмечается при остром и хроническом гломерулонефрите, острой и хронической печеночной недостаточности.

Возрастание уровня альбумина в плазме крови (гиперальбуминемия) практически не встречается, а если и обнару​живается, то оно, как правило, вызывается уменьшением содержания воды в русле крови (дегидратация). То же отмеча​ется при внутривенном введении больших количеств концентрированных растворов альбумина.

Белки фракций альфа-1- и альфа-2-глобулинов включают в себя белки "острой фазы", и их количество возрастает при многих острых, подострых и хронических воспалительных процессах, в том числе пневмонии, туберкулезе легких (экссудативном), острых инфекциях, остром ревматизме, сепсисе, острых некрозах (омертвении ткани).

Бетаглобулины - самая богатая липидами фракция общего белка. Содержание бета-глобулинов обычно увеличива​ется при злокачественных новообразованиях, тяжелой форме туберкулеза легких, инфекционном, токсическом гепатите, желтухе.

Основное количество белков с электрофоретической подвижностью гамма-глобулинов составляют иммуноглобу​лины A, G, М, обладающие свойствами антител. Содержание белков этой фракции увеличивается при хронических вос​палительных процессах, при инфекционном гепатите, токсическом поражении печени, механической (обтурационной) желтухе и ряде других заболеваний. Гипогаммаглобулинемия может указывать на иммунодефицитное состояние орга​низма.

4.2. Изменения остаточного азота в крови

Повышение концентрации остаточного азота - гиперазотемия (часто не совсем правильно в этих случаях использу​ют слово «азотемия»). Гиперазотемия может быть абсолютной, связанной с действительным накоплением в крови ком​понентов остаточного азота, и относительной, обусловленной, например, обезвоживанием, дегидратацией.

А по происхождению ретенционной и продукционной.

Ретенционная гиперазотемия наблюдается при нарушении выделительной способности почек, поэтому определе​ние остаточного азота приобрело большое значения для клинико-лабораторной диагностики заболеваний почек (острого и особенно хронического нефрита). В ряде случаев важно исследовать содержание остаточного азота в динамике разви​тия заболевания. Так, констатация у больных хроническим нефритом стойкой гиперазотемии обычно указывает на раз​вившуюся недостаточность почек. Степень повышения концентрации остаточного азота при этом коррелирует с тя​жестью патологического процесса.

Продукционная гиперазотемия, как правило, сопровождает процесс усиленного распада белков. Она сопутствует патологическим состояниям, сопровождающимся синдромом эндогенной интоксикации, пролонгированного стресса (часто наблюдается в послеоперационном периоде). Отмечается при инфекционных заболеваниях, протекающих с лихо​радкой и прогрессирующим распадом ткани (крупозной пневмонии). То же отмечается при туберкулезе, сахарном диа​бете (особенно в прекоматозной стадии), злокачественных новообразованиях (умеренное увеличение содержания оста​точного азота идет параллельно возрастанию степени кахексии), острой желтой атрофии, тяжелых циррозах печени.

Наиболее часто в лабораторной практике используют определение мочевины и креатинина.

Незначительное изменение содержания мочевины в крови (снижение или увеличение) может наблюдаться при по​треблении пищи со слишком малым или чрезмерно большим количеством белка.

Гораздо более выраженные сдвиги в уровне этого продукта отмечаются у больных с нарушением выделительной функции почек, а также у пациентов, страдающих заболеваниями, при которых происходит усиленный распад белка, а значит, и повышенное образование мочевины. Так, содержание мочевины в крови увеличивается при острой и хрониче​ской почечной недостаточности, опухолях мочевыводящих путей, предстательной железы, почечнокаменной болезни, недостаточности деятельности сердца, а также при лейкозах, паренхиматозной желтухе, тяжелых инфекционных забо​леваниях, непроходимости кишечника, кровотечениях из верхних отделов желудочно-кишечного тракта, дизентерии, ожогах, шоке, после приема некоторых лекарств: сульфониламидов, левомицетина, тетрациклина, гентамицина, фуро-семида и др. Увеличение концентрации мочевины - уремиея (гиперуремия).

Поскольку мочевина образуется в печени, при тяжелых поражениях этого органа (декомпенсированном циррозе; отравлениях фосфором, мышьяком и другими гепатотропными, печеночными ядами) концентрация мочевины в крови может быть снижена (гипоуремия).

Креатинин это продукт дегидратации креатина - макроэргического соединения. В лабораторной практике исполь​зуется как показатель фильтрационной способности почек, так как это вещество фильтруется и не реабсорбируется.

4.3. Нарушение количественного поступления белка (белковая недостаточность и белковый перекорм)

Как впервые показано русским учёным Б.А. Словцовым (1898), белки не депонируются в организме. Избыток или недостаток белка немедленно приводит к метаболическим сдвигам.

Белковая недостаточность самая распространенная форма патологии белкового обмена. При дефиците белка в ра​ционе организм вынужден извлекать аминокислоты из структурных белков для синтеза регуляторных и функциональ​ных, а также для включения их энергетический метаболизм при общем голодании. Белковая недостаточность значи​тельно сказывается на рост и развитие организма, состояние иммунной защиты (снижается синтез белковых защитных факторов). Наиболее часто бывает алиментарного происхождения (недостаток белка в рационах, его неполноценность) и вторичного происхождения (при заболеваниях ЖКТ, с нарушением переваривания и всасывания).

При избытке белка дополнительные аминокислоты подвергаются энергетической утилизации с образованием большого конечного продукта (аммиака и мочевины), создавая нагрузку на органы утилизации(печень) и экскреции (почки). Избыток белка не ведет к ожирению. Есть данные о развитии гипертрофииэпителия нефронов. При избытке некоторых аминокслот возможное прямое токсическое воздействие, например, избыток метионина может привести к избытку гомоцистеина, который может обусловить возникновение гепатонекрозов, гемолитической анемии и миокар-диодистрофии или избыток триптофана вызывает избыток серотонина, который не безразличен для ЦНС. Структурно схожие аминокислоты могут подавлять утилизацию друг друга (например, лейцин - изолейцина).

4.3. Нарушение обмена гемоглобина

Нарушения синтеза белковой части (гемоглобинопатии) и нарушения синтеза гема (талассемии). Разрушения -порфирии и гипербилирубинемии.

Лекция № 3

Патобиохимия углеводного обмена. Клинико-диагностическое значение показателей, характеризующих углеводный обмен

План:

1. Биологическая роль углеводов в организме и общая схема их метаболизма.

2. Регуляция обмена углеводов.

3. Патобиохимия  углеводного обмена.

4. Клинико-диагностическое значение показателей, характеризующих углеводный обмен.

1. Общая схема обмена углеводов в организме

БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ УГЛЕВОДОВ - в организме животных обнаружены все виды углеводов (моно, олиго и полисахариды). Они выполняют ряд важных биологических функций.

1. Энергетическая. Углеводы являются основным поставщиком энергии в организме, в том числе почти единст​венным источником энергии для деятельности головного мозга. Эту функцию выполняют моносахариды (глюкоза, фруктоза и др.).
2. Пластическая. Углеводы участвуют в синтезе сложных ферментов, белков, входят в состав клеточных мембран, участвуют в построении клеток опорно-двигательного аппарата (это гетерополисахариды, глюкозамин, гексо-уроновые кислоты, хондроэтинсерная кислота), синтезе нуклеиновых кислот (рибозы).
3. Защитная. Углеводы входят в состав слизи, различных веществ, секретируемых железами, способствуют обез​вреживанию и выведению токсических веществ из организма (глюкоуроновая кислота).
4. Депонирующая. Углеводы являются запасными питательными веществами, откладываясь в печени в виде глико​гена, который при голодании распадается до глюкозы.
5. Специфическая (сигнальная). Некоторые углеводы, связанные с белками, определяют групповую специфич​ность крови.
В растительных кормах углеводы более всего представлены крахмалом, клетчаткой, сахарозой, лактозой. А в жи​вотных - гликогеном, другими животными полисахаридами.

Из моносахаров углеводы рационов представлены - глюкозой, маннозой (в целлюлезах), галактозой (в лактозе) и фруктозой (в сахарозе). У травоядных количество углеводов в рационах полностью покрывает энергетические затраты организма, а плотоядных животных часть энергетических затрат покрывается за счет жиров и аминокислот.

Деполимеризация частично углеводов происходит в полости рта, где они подвергаются главным образом действию а-амилазы слюны и более полно в тонком кишечнике. Образовавшиеся моносахариды всасываются через стенку тонкого кишечника в кровь. Всасывание моносахаридов происходит с неодинаковой скоростью, и этот процесс является фи​зиологически активным и энергозависимым. Скорость всасывания галактозы выше, чем глюкозы и фруктозы. Пентозы всасываются еще медленнее. Следует заметить, что в крови находится главным образом глюкоза и небольшое количест​во других моносахаридов. Около 65% всосавшейся глюкозы поступает к органам и тканям, в первую очередь к клеткам ЦНС, кишечника, мышц, почек. Поступая по воротной вене в печень, глюкоза превращается в гликоген. Способность печени поглощать глюкозу и синтезировать из нее гликоген, а затем расщеплять его до глюкозы носит название гликогенной функции печени.

Глюкоза, поступающая из крови в органы и ткани, подвергается в них различным превращениям, приводящим к ее распаду с освобождением потенциальной энергии. Химическое превращение глюкозы, начиная с процесса ее фосфорилирования и кончая образованием конечных продуктов распада: углекислого газа и воды, носит название тканевого (внутриклеточного), или промежуточного обмена углеводов.

Расщепление глюкозы в тканях может протекать двумя путями: анаэробным (без участия кислорода) и аэробным (в присутствии кислорода, при условии достаточного насыщения им тканей). Промежуточный обмен углеводов.

Анаэробный путь расщепления глюкозы носит название гликолиза. Если же начальным продуктом анаэробного распада углеводов является гликоген, то говорят о процессе гликогенолиза. Это короткий ферментативный путь рас​щепления глюкозы до пировиноградной и молочной кислот. Энергетически он малоэффективен, имеет большое значе​ние в органах, функционирующих в условиях гипоксии.

Аэробный путь распада углеводов является наиболее важным в энергетическом отношении. Установлены 2 основ​ных механизма аэробного расщепления глюкозы: непрямой и прямой.

Непрямой путь расщепления глюкозы преобладает. Это так называемый цикл трикарбоновых кислот, или цикл Кребса (рис. 33). В цикле Кребса происходит полное расщепление молекулы глюкозы до углекислого газа и воды и вы​деляется 38 молекул АТФ. Это есть основной путь пополнения энергии в организме.

И аэробное, и анаэробное расщепление углеводов протекает на определенных этапах при участии одних и тех же ферментов: киназ, фосфатаз, дегидрогеназ и т. д. Отличительная особенность обмена углеводов при их аэробном распа​де заключается в том, что в присутствии кислорода конечный продукт анаэробного распада — молочная кислота —

подвергается дальнейшим превращениям. С помощью фермента лактатдегидрогеназы молочная кислота окисляется до пировиноградной кислоты. Пировиноградная кислота занимает одно из центральных мест в обмене углеводов. Она уча​ствует в многочисленных реакциях, важных для процессов тканевого обмена веществ. Пировиноградная кислота под​вергается аэробному декарбоксилированию с образованием двууглеродного остатка (ацетил), который при участии ко-энзима А (КоА) в виде ацетил-КоА передается щавелево-уксусной кислоте - первому продукту цикла Кребса.

Следует особенно отметить, что на уровне образования ацетилкоэнзима А возможен переход различных видов об​мена веществ друг в друга. Поэтому цикл Кребса является универсальным метаболическим механизмом, свойственным не одному только углеводному обмену. Он совершается в большинстве тканей, но особенно выражен в печени и почках.

Прямой путь окисления глюкозы - пентозофосфатньй. Он состоит из 6 повторяющихся циклов последовательного отще​пления от молекулы глюкозы каждого из входящих в ее состав углеродных атомов, с образованием в каждом отдельном цикле молекул углекислого газа и воды. В ходе прямого окисления глюкозы в организме образуются моносахариды - пентозы, которые используются в синтезе нуклеиновых кислот, и восстановленного НАД. Энергетическая эффективность окисления глюкозы в пентозофосфатном цикле почти не отличается от таковой в цикле трикарбоновых кислот: образуется 36 моле​кул АТФ. Особенно важно, что образовавшийся НАДФ используется для различных восстановительных синтезов.

2. Регуляция обмена углеводов

Выделяют три уровня регуляции обмена глюкозы: нервный, гормональный и тканевой. Снижение концентрации глю​козы в крови до нижней границы нормальных величин приводит к рефлекторному возбуждению высших метаболических цен​тров, расположенных в гипоталамусе, куда поступают нервные импульсы из хеморецепторов клеток тканей и органов, нахо​дящихся в состоянии углеводного (энергетического) голодания. Из ЦНС по нервным путям возбуждение передается в симпа​тическую нервную систему, а затем в печень, в результате чего активируется фермент фосфорилаза печени, распадается гликоген с образованием глюкозы. При достижении нормального уровня глюкозы крови импульсы ослабевают, и процесс расщепления гликогена уменьшается. Повышение уровня глюкозы до верхней границы нормальных величин вызывает им​пульсы по парасимпатическим нервным волокнам. Они поступают в поджелудочную железу, и из С-клеток островкового аппарата выделяется гормон инсулин. Инсулин способствует усвоению глюкозы тканями, и уровень ее в крови понижается.

В регуляции обмена углеводов принимают участие также гормоны желез внутренней секреции. Поджелудочная железа секретирует два гормона с противоположным действием: инсулин и глюкагон. Инсулин снижает уровень глюкозы в крови, а глюкагон — повышает. Все другие известные на сегодняшний день гормоны способствуют повышению концентрации глюкозы в крови, то есть являются антагонистами инсулина.

Гормоны коркового слоя надпочечников — гликокортикоиды (кортизол, кортизон, кортикостерон) — повышают концен​трацию глюкозы в крови путем активации глюконеогенеза. Гормоны мозгового слоя надпочечников — катехоламины (главным образом адреналин) — повышают уровень глюкозы в крови за счет расщепления в печени гликогена под влиянием активной фосфорилазы. Адреналин, в отличие от глюкагона, активирует не только печеночную фосфорилазу, но и фосфорилазу мышц. Из мышечного гликогена образуется молочная кислота, которая большей частью ресинтезируется в гликоген печени, восполняя в известной степени затраченные его количества при компенсации гликемии. Гормон передней доли гипофиза — кортикотропин (адренокортикотропный гормон, АКТГ) — стимулирует секрецию глюкокортикоидов и тем самым активирует глюконеогенез и повышает уровень глюкозы в крови.

Под тканевой регуляцией уровня глюкозы понимают участие печени и почек в обмене углеводов. В печени содержится запас глюкозы в виде гликогена. При распаде гликогена освободившаяся глюкоза прежде всего поступает в головной мозг, нервные клетки, кишечник и другие ткани как источник энергии. При достаточной насыщенности организма углеводами все избыточное количество глюкозы, поступающее с пищей, может задерживаться в печени и депонироваться в виде гликогена.

3. Патобиохимия углеводного обмена.

Нарушение всасывания углеводов. Для усвоения поли- и дисахаридов необходимо их расщепление в кишечнике до моно​сахаридов. Нарушение образования или выделения сока поджелудочной железы, содержащего фермент а-амилазу, влечет за собой расстройство всасывания углеводов. Это может наблюдаться при поражениях ткани поджелудочной железы (панкреати​ты) и при закупорке ее выводного протока (камни, опухоли). Наличие в кале не переваренных зерен крахмала является одним из показателей нарушения усвоения полисахаридов. Нарушение всасывания моносахаридов, в частности глюкозы, может быть обусловлено патологическим процессом в самой стенке тонкого кишечника. Нормальный процесс всасывания моносахари​дов (глюкозы, галактозы, фруктозы) связан с их фосфолирированием и дефосфолирированием в эпителии кишечника. При воспалении слизистой оболочки кишечника, злокачественном перерождении ее, отравлении ферментативными ядами, блоки​рующими процесс фосфолирирования моносахаридов, нарушается всасывание углеводов. Патология всасывания углеводов особенно легко развивается новорожденных животных.

Нарушение образования и расщепления гликогена. Отложение углеводов в печени и мышцах в виде гликогена способствует созданию депо углеводов в организме. Уменьшение отложения гликогена может наблюдаться либо при повышенном рас​паде его, либо при нарушении его образования.

Усиленное расщепление гликогена (гликогенолиз) обычно происходит при повышении энергетических затрат в организме: мышечные нагрузки, голодание, состояние стресса. Распад гликогена в печени и мышцах активируется гиперпродукцией гор​монов щитовидной железы, мозгового слоя надпочечников, гипофиза. Уменьшение отложения гликогена наблюдается при гипоксических состояниях, гипо- и авитаминозах, нарушении функции желез внутренней секреции (сахарный диабет, тирео​токсикоз, недостаточность коры надпочечников). Торможение процесса образования гликогена и повышенное его расщепление нередко сочетаются вместе. Такое сочетание, приводящее к значительному истощению запасов гликогена, наблюдается при па​тологических процессах в печени (гепатиты, злокачественные новообразования и т. п.), тиреотоксикозе, тяжелых инфекциях и интоксикациях, голодании, шоке любой этиологии.

Своеобразным нарушением обмена гликогена является гликогеноз. Это заболевание встречается в раннем возрасте и ха​рактеризуется ненормальной стабильностью гликогена, недостаточностью его расщепления.

Нарушение промежуточного обмена углеводов. Распад углеводов в организме человека складывается из двух фаз: ана​эробной и аэробной. В условиях недостаточного снабжения организма кислородом начинает преобладать анаэробная фаза. Это приводит к избыточному накоплению пировиноградной и молочной кислот. Повышенное содержание молочной ки​слоты (гиперлактатанидемия) наблюдается при усиленной мышечной работе, разнообразных гипоксических состояниях (значи​тельное уменьшение дыхательной поверхности легкого, нарушение кровообращения, сердечно-сосудистая недостаточность, анемии, гипо- и авитаминозы, понижение атмосферного давления кислорода, тяжелые инфекции и интоксикации). Нарушение обмена углеводов с преобладанием анаэробного гликолиза ведет к менее эффективному использованию их энергии. Накопле​ние молочной кислоты к тому же приводит к изменению кислотно-основного равновесия, смещая его в кислую сторону. Опре​деленная часть молочной кислоты, образующаяся в процессе обмена углеводов (главным образом в мышцах), в печени превра​щается в глюкозу и гликоген. При недостаточности содержания в организме витамина bi наступает нарушение межуточного обмена углеводов, проявляющееся в накоплении пировиноградной кислоты. Одновременно происходит и накопление молоч​ной кислоты, так как часть избытка пировиноградной кислоты восстанавливается в молочную.

Нарушение регуляции углеводного обмена, прежде всего, связано с изменением уровня глюкозы в крови и выражается гипергликемией, глюкозурией и гипогликемией (об этом ниже).

4. Определение глюкозы в крови и моче, ПВК и МК.

Диагностическое значение. Увеличение содержания глюкозы в крови выше пределов нормы носит название «ги​пергликемия», появление же глюкозы в моче именуется глюкозурией. Если в результате проведенных исследований вы​является повышение концентрации глюкозы в крови и наличие глюкозы и кетоновых тел в моче, этого достаточно для подтверждения диагноза сахарного диабета (СД). Заболевания других внутренних органов не дают всей триады: ги​пергликемии, глюкозурии и кетонурии. Присутствие кетоновых тел в моче свидетельствует о грубых нарушениях не только углеводного, но и липидного обмена, что имеет место главным образом при заболеваниях поджелудочной желе​зы. Таким образом, определение содержания глюкозы в крови, моче и выявление гипер- и гипогликемии, глюкозурии имеют важное клинико-диагностическое значение.

Гипергликемия. Повышение уровня глюкозы в крови обусловлено множеством причин, в соответствии с которыми различают две основные группы гипергликемий (ГГК):

1) инсулярные — связанные с недостаточным содержанием в организме инсулина или обусловленные неэффектив​ностью его действия;
2) экстраинсулярные (внеинсулярные) — не зависящие от влияния инсулина.
Иначе говоря, гипергликемии подразделяются на панкреатические, возникающие при поражении поджелудочной железы и ее инсулярного аппарата, и непанкреатические, включайте алиментарные, нервные, печеночные и гормональ​ные (при гиперпродукции гормонов, приводящих к повышению содержания глюкозы в крови).

Наиболее существенное значение в формировании ГГК имеют следующие процессы: усиленный распад гликогена; повышенный неоглюкогенез (образование глюкозы из продуктов распада липидов и белков, т.е. неуглеводов); торможе​ние синтеза гликогена; снижение утилизации глюкозы тканями под влиянием гормональных антагонистов инсулина: соматотропина, глюкагона, адреналина, кортикотропина, глюкокортикоидов, тироксина, тиротропина.

Алиментарные гипергликемии отмечаются при избыточном поступлении глюкозы в кровь.

«Печеночные» гипергликемии встречаются при диффузных поражениях печени.

Стойкая и выраженная гипергликемия чаще всего сопровождает сахарный диабет. Принято выделять инсулинза-висимый сахарный диабет и инсулиннезависимый сахарный диабет.

На уровень глюкозы в крови влияет и состояние клубочковой фильтрации.

Гипергликемия вызывает гликозилирование различных белков — гемоглобина, альбумина, белков базальной мем​браны, что приводит к изменению их свойств, повышению иммуногенности и развитию сосудистых поражений.

Избыток глюкозы «вступает» на сорбитоловый путь обмена, что приводит к отложению сорбита в мембранах клу​бочков почек (это обусловливает повышение почечного порога для глюкозы, исчезновение ее из мочи), в хрусталике глаза (вследствие чего развивается катаракта), в стенках сосудов (формируется артериолосклероз).

Уровень глюкозы в крови повышается также при некоторых заболеваниях печени, гемохроматозе (пигментном циррозе печени).

Выделяют гипергликемии центрального происхождения — вследствии механического, токсического, гипоксическо-го раздражения клеток головного мозга. Неврогенные ГГК наблюдаются при травме головного мозга, внутричерепном кровоизлиянии, энцефалите, шоке, тяжелой интоксикации, лихорадке, энцефалопатиях и некоторых других состояниях.

Повышение концентрации глюкозы в крови отмечается в результате парентерального введения углеводов, а также при введении гормональных препаратов — кортикостероидов, кортикотропина; диуретиков, гипотензивных средств, салицилатов и других препаратов, блокирующих процессы фосфорилирования глюкозы.

Гипогликемия (ГПГ) - снижение содержания глюкозы в крови — чаще всего связана с абсолютным или относитель​ным повышением уровня инсулина в крови.

Гиперинсулинемия ингибирует гликогенолиз и тормозит процессы глюконеогенеза. Снижение продукции глюкозы в условиях продолжающейся утилизации ее мозгом и другими тканями приводит к гипогликемии.

Первичная гиперинсулинемия наблюдается при заболеваниях поджелудочной железы, сопровождающихся гипер​секрецией инсулина (гиперплазия бета-клеток островков Лангерганса, дегенерация альфа-клеток и др.). Выявляется прежде всего при инсулинпродуцирующих опухолях островков поджелудочной железы.

Вторичная гиперинсулинемия развивается у больных с поражением печени, желудочно-кишечного тракта, цен​тральной нервной системы, а также при недостаточной выработке контринсулярных гормонов.

Внепанкреатическая гипогликемия отмечается в результате нарушения баланса между выраженностью процессов гликогенолиза и глюконеогенеза в печени при острых и хронических гепатитах, циррозах, острой и подострой дистро​фии печени, отравлениях мышьяком, фосфором, при длительной механической желтухе, застойной печени, первичном или метастатическом раке печени.

Снижение концентрации глюкозы в крови часто наблюдается у больных животных при неукротимой рвоте, анорек-сии, уремии, обильной лактации и глюкозурии у беременных. Гипогликемия может возникать при поражении желудка и кишечника, при хирургическом удалении части тонкого кишечника; при нарушении всасывания глюкозы в кишечнике (энтериты, энтероколиты, синдром мальабсорбции, целиакия, муковисцидоз, дисбактериозы, длительные поносы), лихо​радке, интенсивной физической нагрузке, голодании, переохлаждении.

Гипогликемия сопровождает многие эндокринные заболевания, в том числе гипофизарную и надпочечниковую не​достаточность, гипофункцию щитовидной железы (микседема). Она встречается и при сахарном диабете: быстрое сни​жение концентрации глюкозы в крови больных животных приводит к развитию гипогликемической комы, тогда как при медленном уменьшении ее коматозное состояние не возникает.

Гипогликемия может быть центрального при энцефалите, опухоли мозга.

Встречается и спонтанная гипогликемия, возникающая после кратковременной алиментарной гипергликемии, вы​званной обильным потреблением корма, богатой углеводами.

Гипогликемия, сопровождающаяся кетозом, обнаруживается у новорожденных животных (поросят) вследствие де​фицита аминокислоты аланина, отравлениях хлороформом и его солями недостатке в организме микроэлементов, аци​дозе, гипокенезии, остеодистрофии..

Для дифференциальной диагностики гипогликемических состояний используют различные нагрузочные пробы — тесты толерантности к глюкозе, пробы с адреналином, преднизолоном и др.

Глюкозурия. В моче здоровых животных глюкоза практически не обнаруживается. Профильтровавшись через мем​браны клубочков, глюкоза вновь реабсорбируется в проксимальных канальцах нефронов. В этом процессе принимают участие ферменты гексокиназа (глюкокиназа), фосфорилирующая глюкозу, и щелочная фосфатаза. Под влиянием по​следней происходит отщепление остатка фосфорной кислоты и глюкоза поступает в кровоток.

В том случае, когда гипергликемия достигает величины почечного порога, может присоединиться глюкозурия. Од​нако появление глюкозы в моче зависит не только от концентрации ее в крови. Это определяется также соотношением между количеством профильтровавшейся и реабсорбируемой в канальцах клубочков глюкозы за 1 мин.

Почечный порог глюкозы зависит от многих факторов: величины гипергликемии, продолжительности ее, состояния почек и многих других причин.

Различают две группы глюкозурии: гипергликемическую и нормогликемическую.

Гипергликемическая глюкозурия наблюдается при эндокринных заболеваниях (сахарный диабет, тиреотоксикоз); поражении центральной нервной системы (травмы, опухоли головного мозга, энцефалиты); заболеваниях поджелудоч​ной железы (панкреатиты, опухоли); болезнях печени (гепатиты, циррозы, гемохроматоз); заболеваниях сердечно​сосудистой системы; интоксикации (воспаление легких, инфекционные заболевания, диспепсии новорожденных, ожоги, отморожения); лечении глюкокортикоидами и адренокортикотропным гормоном. Потребление корма, богатой углево​дами, может вызвать алиментарную глюкозурию, которая исчезает через 2—3 ч после появления.

Нормогликемическая глюкозурия связана, главным образом, с нарушением реабсорбции глюкозы в почечных ка​нальцах. Основными причинами ее являются интоксикация ртутью, окисью углерода, стрихнином, снотворными препа​ратами, хлороформом, морфином, кодеином и др. Нормогликемическая глюкозурия встречается при гломерулонефрите, хроническом пиелонефрите, нефросклерозе; беременности.

Выделение глюкозы с мочой сопровождается высоким диурезом, поскольку глюкоза как осмотически активное ве​щество увлекает с собой жидкость. Этому способствует и снижение реабсорбции воды в почечных канальцах.

Хотя глюкоза (как и белок) в моче здоровых животных обычными методами исследования не выявляется, она мо​жет обнаруживаться в ней при некоторых физиологических состояниях (физиологическая глюкозурия): при потреблении большого количества углеводов (алиментарная глюкозурия), а также от воздейстния некоторых лекарственных препа​ратов (преднизолона, кофеина и др.)

При обнаружении глюкозы в моче следует установить ее содержание в крови: тем самым можно составить пред​ставление о величине порога реабсорбции глюкозы.

К наиболее важным в диагностическом отношении метаболитам углеводного обмена следует отнести пировино-градную и молочную кислоту.

Пировиноградная кислота (ПВК) — один из центральных метаболитов углеводного обмена. Она образуется в про​цессе распада гликогена и глюкозы в тканях, при окислении (дегидрировании) молочной кислоты (МК), а также в ре​зультате превращения ряда аминокислот. При окислительном декарбоксилировании ПВК возникает ацетил-КоА, кото​рый вступает в цикл Кребса. Окисление ацетил-КоА в цикле трикарбоновых кислот обеспечивает синтез АТФ.

ПВК — один из основных субстратов гликонеогенеза. Она принимает участие в биосинтезе N-ацетилнейраминовой кислоты, глюкозы, гликогена, оказывает большое влияние на протекание процессов обмена веществ в центральной нервной системе.

Молочная кислота, будучи конечным продуктом гликолиза и гликогенолиза, образуется в организме в результате восстановления пировиноградной кислоты в анаэробных условиях. С током крови она поступает в печень, где снова может быть превращена в глюкозу или гликоген.

Клиника-диагностическое значение исследования пировиноградной кислоты в крови. Содержание ПВК увеличива​ется при гипоксических состояниях, вызванных тяжелой сердечно-сосудистой, легочной, кардиореспираторной недоста​точностью, анемиями; при злокачественных новообразованиях, остром гепатите (в поздних стадиях) и других заболева​ниях печени (наиболее выражено в терминальных стадиях цирроза печени), токсикозах, инсулинзависимом сахарном диабете, уремии, гепатоцеребральной дистрофии, а также после введения камфары, стрихнина, адреналина и при боль​ших физических нагрузках, тетании, судорогах (при эпилепсии).

К увеличению уровня ПВК приводят В1-витаминная недостаточность, токсическое действие ацетилсали-циловой кислоты (аспирина), вызывающее при введении в большой дозе метаболический ацидоз; отравления ртутью, мышьяком, сурьмой.

Содержание ПВК в спинномозговой жидкости резко повышается при травматических заболеваниях ЦНС, воспали​тельных процессах — менингите, абсцессе мозга.

Все факторы, обусловливающие увеличение концентрации ПВК, обычно приводят к возрастанию уровня молочной кислоты.

Клиника-диагностическое значение определения содержания молочной кислоты в крови. Молочная кислота являет​ся конечным продуктом гликолиза и гликогенолиза. Значительное количество ее образуется в мышцах. Из мышечной ткани МК с током крови поступает в печень, где используется для образования гликогена. Кроме того, часть молочной кислоты из крови поглощается сердечной мышцей, утилизирующей ее в качестве энергетического материала.

Уровень МК в крови увеличивается при гипоксических состояниях (вследствие неадекватной доставки кислорода к тканям), в том числе вызванных внезапно развившимся большим кровотечением, тяжелой анемией, острой застойной сердечной недостаточностью, циркуляторным коллапсом и другими заболеваниями сердечно-сосудистой системы, со​провождаюшимися цианозом (лактатацидоз); при экстракорпоральном кровообращении, остром гнойном воспалитель​ном поражении тканей (особенно много МК накапливается в воспалительном экссудате), острых гепатитах, циррозе печени, почечной недостаточности, злокачественных новообразованиях, сахарном диабете, легкой степени уремии, ин​фекциях (особенно пиелонефрите), остром септическом эндокардите, полиомиелите, тяжелых заболеваниях сосудов, лейкозах, интенсивных и продолжительных мышечных нагрузках, эпилепсии, тетании, столбняке, судорожных состоя​ниях, гипервентиляции.

Уровень лактата быстро нарастает и в неправильно хранящихся (без охлаждения) пробах биоматериала.

Лекция № 4

Патобиохимия липидного обмена. Клинико-диагностическое значение показателей, характеризующих липидный обмен

План:

1. Биологическая роль и особенности метаболизма липидов в организме.

2. Патобиохимия липидного обмена.

3. Клинико-биохимическая диагностика нарушений липидного обмена.

4. Кетоновыетела.  Кетоз.

1.   Биологическая роль и особенности метаболизма липидов

Липиды — разнообразные по химическому строению вещества. Они характеризуются способностью рас​творяться в эфире, хлороформе, других жировых растворителях и только незначительно (и не всегда) — в воде, а также формировать вместе с белками и углеводами основной структурный компонент живых клеток.

Роль липидов в организме:

· форма депонирования энергии (триацилглицериды, свободные жирные кислоты);

· структурные компоненты клеточных мембран (свободный холестерол и фосфолипиды);

· липиды участвуют в процессах терморегуляции, предохранении жизненно важных органов (например, почек) от механических воздействий (травм), потери белка, в создании эластичности кожных покровов, защите их от избыточ​ного удаления влаги;

· некоторые из липидов являются биологически активными веществами, обладающими свойствами модулято​ров гормонального влияния (простагландины) и витаминов (полиненасыщенные жирные кислоты). Более того, липиды способствуют всасыванию жирорастворимых витаминов A, D, Е, К, выступают в роли антиокислителей (витамины А, Е и др.), во многом регулирующих процесс свободнорадикального окисления физиологически важных соединений, обу​словливают проницаемость клеточных мембран по отношению к ионам и органическим соединениям, служат предшест​венниками ряда стероидов с выраженным биологическим действием: желчных кислот, витаминов группы D, половых гормонов, гормонов коры надпочечников.

Особенности метаболизма липидов:

1. наличие ресинтеза липидов в энтероцитах;

2. транспортировка по организму в виде липопротенов - комплексов липидов с особыми алобелками, синтезируемы​ми в печени, и частично в кишечнике (рис);

3. создание больших резервных запасов.

2. Патобиохимия липидного обмена Классификация нарушений обмена липидов строится на причинах их возникновения и по звену нарушения:

Нарушения поступления, всасывания и переваривания липидов отмечают при.

1) алиментарном дефиците или заболеваниях поджелудочной железы, печени и стенки кишечника - в данном случае наблюдается недостаток липидов в организме и блокируется энергетическая и структурные функции липидного обмена прежде всего, происходит истощение жировых депо.

2) алиментарном избытке - наблюдается накопление жиров в депо и органах;

3) алиментарном дисбалансе:

· ограниченное потребление углеводов или ИЗСД - когда жирные кислоты вовлекаются распад для покрытия энергодефицита, а следовательно увеличивается продукция кетокислот;

· при избытке углеводов липиды интенсивно откладываются в депо, за счет увеличения липолиза из метаболи​тов углеводов;

4) нарушении промежуточного обмена липидов:

· наиболее значимые нарушения отмечаются при заболеваниях печени снижается синтез липопротеинов, желч​ных кислоти др.;

· ПОЛ;

5) местные нарушения обмена липидов (жировая инфильтрация, декомпозиция и трансформация - как следст​вие избытка липидов).

3. Клинико-биохимическая диагностика нарушений

липидного обмена.

Биохимическая диагностика нарушений обмена липидов строится на определении содержания транспортных ме​таболитов липидного обмена в плазме крови.

Липемия - содержание общих липидов в плазме крови.

Группу «общих липидов» плазмы составляют нейтральные жиры (триацилглицерины), фосфорилированные производные их основных предшественников (фосфолипиды); свободный и эфиросвязанный холестерол; гликолипиды, неэстерифицированные (свободные) жирные кислоты. Подавляющее большинство перечисленных соединений (среди них прежде всего фосфолипиды, холестерол, триацилглицерины) в виде липопротеинов. Большая же часть свободных, или неэстерифицированных, жирных кислот дает комплексы с альбумином плазмы.

Гиперлипидемия (гиперлипемия) - увеличение концентрации общих липидов плазмы как физиологическое яв​ление может наблюдаться через 1 - 4 ч после кормления. Алиментарная гиперлипемия выражена тем сильнее, чем ниже уровень липидов в крови больного животных натощак.

При обильном поступлении липидов с кормами плазам становится опалесцирующей. Выраженная липемия на​блюдается у коров с патологией обмена веществ и алиментарным бесплодием, при концентратом типе кормления. Повышенное содержание липидов в крови, как правило, обнаруживается у животных, болеющих острым или хро​ническим нефритом, — в случае если заболевание сопровождается отеками (вследствие накопления в плазме ЛПНП и ЛПОНП). Гиперлипемия — постоянное явление у больных животных с циррозом печени, с острым гепатитом (особенно в желтушном периоде).

Гиполипемия - встречается реже и указывает на алиментарное голодание.

Патофизиологические механизмы, обусловливающие сдвиги в содержании всей фракции общих липидов, в большей или меньшей степени определяют выраженное изменение концентрации составляющих ее подфракций: холе-стерола, общих фосфолипидов и триацилглицеринов.

Холестеролемия (холестерин) представляет собой вторичный одноатомный ароматический спирт (З-окси-5-холестенен), в молекуле которого имеется общее всем стершим полициклическое ядро циклопентанпергидрофенантре-на.

Он обнаруживается во всех тканях и жидкостях животного организма: как в свободном состоянии, так и в виде сложных его эфиров — соединений спиртовой группы холестерола с жирными кислотами (преимущественно ненасы​щенными, например линоленовой).

В организме животных выделяется два основных фонда холестерола: структурный, представленный свобод​ным холестеролом плазматических мембран, и метаболически активный, гетерогенный по фракционному составу эфи-росвязанного холестерола. Он обнаруживается в основном в липопротеинах плазмы крови, коре надпочечников, сурфак-танте легких.

В плазме крови холестерол находится главным образом в составе ЛПНП и ЛПОНП, причем 60—70% его пред​ставлено в форме сложных эфиров, а 30—40% — свободного, неэстерифицированного холестерола. Свободный и эстерифицированный холестерол составляет фракцию общего холестерола. Гиперхолестеролемия -

первичная - алиментарные причины; и вторичная. Она наблюдается при застое желчи, поражениях почек (гломерулонефрите, нефротическом синдроме с отеками, хронической почечной недостаточности), злокачественных опухолях поджелудочной железы и подагре, эндокринных расстройствах (изолированном дефиците соматотропина, гипотиреозе, сахарном диабете, ожирении (в 50—80% случаев), авитаминозе В. Увеличение содержание холестерина в крови коров отмечается в первые 3 месяца лактации.

Гипохолистеролемия. Снижение уровня ХС плазмы наблюдается у больных животных при голодании, у стра​дающих синдромом мальабсорбции, при поражении центральной нервной системы, хронической недостаточности сер​дечно-сосудистой системы, кахексии, гипертиреозе, острых инфекционных, остром панкреатите, острых гнойно-воспалительных процессах в мягких тканях, лихорадочных состояниях, легочном туберкулезе, пневмонии неспецифиче​ской, саркоидозе органов дыхания, бронхите, анемии, гемолитической желтухе, остром гепатите, злокачественных опу​холях печени, других онкологических заболеваниях (раке кишечника), ревматизме.

Определение липоидного фосфора или фосфолипидов - на их долю приходится 1/3 от общих липидов. Биологи​ческая роль (структура биомолекул, процессы свертывания крови). Повышенное содержание - встречается при сахар​ном диабете, циррозе печени, нарушении свертывания крови, а так же может указывать на процессы протекающие с разрушением клеточных мембран. Снижение при вирусных гепатитах, гипотиреозах.

Липопротеинемия. Липопротеины транспортная форма липидов в организме. Табл. ХМ - синтезируются в энтероцитах и гепатоцтах, представлены преимущественно ТГ. ЛПОНП - синтезируются в гепатоцитах и энтероцитах. ЛПНП - синтезируются в печени и плазме. ЛПВП - в плазме.

Клинически важно установление соотношение между фракциями липопротеинов, для диагностики болезней печени и атеросклероза. У некоторых животных существует риск развития атеросклероза (нпр. морские свинки, свиньи) Исследования липидного обмена показало, что у первых основная часть холестерина плазмы приходится на липопротеины низкой плотности (Р-липопротеины), которые обладают высокой атерогенностью.

У вторых (устойчивых) основная часть холестерина плазмы содержится в липопротеинах высокой плотности (а-липопротеинах). Обычно рассчитывают коэффициент атерогенности представляющий отношение:

ЛПНП + ЛПОНП

ЛПВП

Кетонемия - содержание в крови кетоновых тел. Нарушение липидного обмена может приводить к накоплению в орга​низме кетоновых или ацетоновых тел (кетоз). К кетоновым телам относят ацетоуксусную кислоту (ацетоацетат) -СН3СОСН2СООН,    Р- гидроксимасляную кислоту ф-гидроксибутират) - СН3СНОНСН2СООН и ацетон - СН3СОСН3.

Кетоновые тела являются естественными продуктами обмена веществ, образующимися своими метаболиче​скими путями и имеющими важное энергетическое значение. Кетоновые тела синтезируются из ацетил-KoA, образую​щегося в результате Р-окисления свободные жирных кислот, из глюкозы или в результате ацилирования уксусной ки​слоты, образующейся в значительном количестве в рубце жвачных животных, а также в процессе метаболизма амино​кислот.

При ненарушенном обмене веществ и достаточном количестве углеводов ацетил-KoA окисляется в цикле Кребса и образующиеся сравнительно небольшие количества кетоновых тел будут утилизироваться в тканях.

При «патологическом» кетозе происходит нарушение обычных метаболических путей и их взаимосвязей, при​водящих к преобладанию процесса синтеза кетоновых тел над их утилизацией и резкому накоплению их в биоло​гических жидкостях. В тяжелых случаях может развиваться «кетоацидоз». Ацетоуксусная и Р-гидроксимасляная кисло​ты являются довольно сильными органическими кислотами (рК=3,8) и они полностью диссоциированы при pH организ​ма. Значительное накопление кетоновых тел может превышать буферную емкость систем крови и привести к пониже​нию рН.

Кетоз может наблюдаться не только при нарушении липидного, но и других обменов, однако в любом случае биохимической основой накопления кетоновых тел является резкое увеличение образования ацетил-КоА.

Нарушение обмена кетоновых тел приводит к резкому увеличению их в крови (гиперкетонемия). Она обычно сопровождается увеличением их в моче (кетонурия) и в молоке (кетолактия). Если в крови здоровых коров содержится, например, 2- 7мг % кетоновых тел, молоке 6-8 мг %, рубцовой жидкости 2-4 мг %, моче 7-10 мг % то при кетозе оно может увеличиваться в крови до 50- 150 мг %, моче 250-300 мг %, молоке до 20-30 мг %, содержимом рубца 40-80 мг %. Наличие положительной корреляции между тел в крови и молоке. Позволяет для ранней диагностики кетозов проводить исследование молока.

4. Принципы клинической энзимодиагностики. Компартментализация ферментов. Изоферменты.

Диагностическая энзимология основывается на 3 основных принципах в трактовке результатов.

Первый из них касается тех ферментов, которые выполняют свойственные им функции, находясь внутри клеток, а в жидкости организма попадают вследствие нарушения проницаемости клеточных мембран или даже их разрушения в результате патологического процесса. Характер и тяжесть патологического процесса определяют, какие ферменты и в каком количестве будут выходить в межтканевую жидкости, а оттуда с током лимфы в кровь и мочу. Если повреждена только наружная клеточная мембрана - выходят в основном ферменты цитоплазмы, при более глубоких поражениях клетки и повреждении мембран клеточных органелл (митохондрий, лизосом, ядер и др.) в крови появляются соответст​вующие ферменты. При остром процессе с гибелью большого числа клеток количественные изменения будут выражены более резко, чем при вяло текущем хроническом процессе. Эти изменения позволяют судить о глубине поражения и динамике повреждения.

Второй принцип в энзимодиагностике основывается на определении тех ферментов, которые реализуют свою биохимическую функцию, будучи секре-тированными из клеток в плазму крови. Понижение их активности служит при​знаком повреждения секретирующего органа.

Третий принцип - обнаружение ферментопатий, т.е. таких состояний, когда в результате генетических нарушений организм полностью или частично неспособен синтезировать какой-либо фермент.

Вследствие трудности непосредственного определения количества фермента, об их концентрации судят по вели​чине активности, что позволяет обнаруживать очень небольшие количества ферментов.

Хотя активность ферментов - это способность исследуемого материала ускорять течение соответствующей био​химической реакции, а концентрация - это количество специфического белка в единице объема, согласно международ​ной договоренности между этими понятиями, ставят знак равенства. В клинической биохимии пользуются практически всегда значениями активностей (таблица 25).

С целью унификации результатов лабораторных исследований была принята международная (интернациональная) единица ферментативной активности, которая выражается количеством микромолей превращенного субстрата или про​дукта реакции за 1 минуту. В этом случае активность фермента выражается количеством международных единиц в од​ном литре (МЕ/л или ИЕ/л). В системе СИ единицей активности фермента является катал, характеризующийся количе​ством молей превращенного субстрата или продукта реакции в секунду. Так как это очень большая величина (катал = 60000000 ИЕ), то практические расчеты проводятся с его миллиардной частью - нанокаталом (1 ИЕ=16,67 нкат). В тоже время нужно иметь в виду, что введение международной единицы и катала не решает полностью проблему унификации единиц ферментативной активности, так как различие в условиях проведения эксперимента (рН, температура, природа и концентрация субстрата, концентрация кофермента и др.) сказываются на конечном результате.

Основные пути обмена веществ являются общими для всех живых клеток. Однако в процессе эволюции произошло образование большого числа качественных и количественных модификаций этих основных форм. В организме живот​ных дифференциация на органы и ткани сопровождалась определенными биохимическими изменениями в клетках этих органов и тканей. Эти различия носили как количественный характер, выражающийся в различной интенсивности про​текающих в клетках процессов, так и качественный , обусловленный наличием в тканях реакций присущих главным образом клеткам определенных типов. Так, например, практически во всех тканях животных происходит окисление глюкозы в присутствии кислорода, но скорости этого процесса в различных тканях различны. В тоже время биосинтез стероидных гормонов происходит только в коре надпочечников, гонадах и плаценте.

Дифференциация органов и тканей в процессе роста и развития приводит к тому, что клетки специализируются в каком-то одном направлении, теряют универсальность и в них осуществляется синтез ограниченного числа ферментов необходимых для осуществления той функции, для которой предназначен данный орган или ткань.

Определяя активность ферментов в гомогенатах органов и тканей получают картину их распространения в орга​низме животного. Некоторые ферменты обладают низкой органной специфичностью и широко распространены в тка​нях, отличаясь только концентрацией, другие более специфичны и обнаруживают активность только в одном или в ог​раниченном числе источников (таблица 26).

Наибольший интерес представляют те ферменты, которые специфичны для определенных органов и тканей. Фер​мент может иметь диагностическое значение и в том случае, когда он широко распространен, но изоферментный спектр клеток различных органов и тканей будет неодинаков, как например, в случае фермента лактатдегидрогеназы.

С развитием метода дифференциального ультрацентрифугирования, была изучена клеточная локализация фермен​тов. Этот метод дает возможность разделить клеточный гомогенат на четыре фракции: ядерную, митохондриальную, микросомальную и надосадочную (растворимую). Анализ отдельных фракций показывает, что ферменты, как правило, связаны с отдельным типом частиц, хотя в некоторых случаях однотипные ферменты могут обнаруживаться в раз​личных фракциях.

В митохондриях содержатся все ферменты цикла Кребса, а также ферменты окисления жирных кислот и окисли​тельного фосфорилирования. Это структурная специфичность может быть относительна. Если окисление жирных ки​слот и окислительное фосфорилирование исключительно митохондириальные процессы, то окисление пировиноградной кислоты может происходить и в других частях клетки. Однако исключительно высокая активность этого процесса в митохондриях указывает, что именно эти частицы являются ответственными за осуществление цикла Кребса. Необхо​димо также иметь в виду, что ферменты катализирующие одну и туже реакцию и находящиеся в различных фракциях могут отличаться по своим характеристикам. Например, аспартатаминотрансфераза обнаруживается как в митохондри-альной, так и растворимой фракциях, но эти ферменты различаются по сродству к субстрату, электрофоретической под​вижностью и детерминируются различными генами. Ферменты сукцинатдегидрогеназы различаются по каталитической активности, один из них в качестве кофактора имеет НАД+, а другой - НАДФ+. В митохондриях находятся обе формы, а в цитоплазме - только НАДФ-зависимая сукцинатдегидрогеназа. Это существование функционально однотипных фер​ментов является, очевидно, приспособлением к особенностям метаболизма существующим в отдельных частях клетки.

Лизосомы содержат группу гидролитических ферментов имеющих оптимум рН около 5: катепсины, коллагеназу, глюкозидазы, эстеразы, рибонуклеазу, дезоксирибонуклеазу. Эти ферменты изолированы лизосомальной мембраной, что предотвращает в обычных условиях аутолиз (это происходит когда клетки погибают). При патологических процес​сах, под действием лекарственных веществ, токсинов бактерий и др. лизосомы могут разрушаться, что ведет к характер​ному повреждению клеток и тканей. Лизосомальные ферменты играют роль в воспалительных процессах. Считается, что такой антивоспалительный агент как кортизон, оказывает свое действие, стабилизируя лизосомальную мембрану.

Микросомальная фракция представляет собой смесь продуктов разрушения мембранной системы. В микросомаль-ной фракции находятся ферменты участвующие в биосинтезе холестерина, фосфолипидов, глицеридов. Особенно инте​ресна группа ферментов осуществляющих биотрансформацию ксенобиотиков и эндогенных соединений. Эти реакции важны и в клиническом отношении, так как этим путем выводятся как естественно образующиеся продукты метаболиз​ма (билирубин, гормоны и др.) так и многие чужеродные вещества ( например, лекарственные препараты).

В ядре обнаружено около 40 ферментов, многие из которых участвуют в реализации генетической информации.

На скорость выхода ферментов из клеток действует несколько факторов. Во-первых концентрационный градиент (разность концентраций ферментов в клетках и внеклеточной жидкости). Величина концентрационного градиента ко​леблется для различных ферментов и типов клеток в широких пределах. Соотношение внеклеточной и внутриклеточных активностей в клетках печени для аспартат и аланинаминотрансферазы составляет 1:10000, для сорбитолдегидрогеназы 1:50000. Концентрация лактатдегидрогеназы в клетках печени примерно в 3000 раз выше, чем вне клеток, а в эритроци​тах - только в 200 раз.

Вторым фактором, влияющим на скорость выхода ферментов из клеток, является размер и масса молекул фермен​тов. Диффузия ферментов происходит тем быстрее, чем меньше размеры и масса молекул. Третий фактор - внутри​клеточная локализация ферментов. Наиболее легко при незначительном повреждении клеток в кровь будут выходить ферменты цитоплазмы, тогда как при некрозе клеток будут обнаруживаться ферменты и митохондриальной и ядерной фракций.

Нарастание содержания ферментов в крови зависит от числа и степени повреждения клеток, а также скорости по​вреждения клеток. Повреждение большого числа клеток в короткие сроки приводит к резкому повышению уровня фер​ментов в крови. Например, при отравлении четыреххлористым углеродом экспериментальных животных можно полу​чить увеличение активности ферментов «печеночного» пула в десятки и сотни раз вследствие разрушения сразу боль​шого числа клеток. В то же время при циррозе, даже при значительном поражении печени, увеличение активности фер​ментов в сыворотке крови будет незначительным, так как скорости активного повреждения клеток будут небольшие.

На содержание ферментов крови влияет также скорость удаления их из кровотока. Ферменты небольшой молеку​лярной массы, типа а - амилазы могут быть удалены через почки. Однако механизм удаления большинства высокомо​лекулярных ферментов неизвестен. Очевидно их распад катализируют специфические протеазы, обуславливающие оп​ределенную скорость разрушения фермента.

В клинико-биохимических исследованиях чаще всего реализуется первый принцип, т.е. исследуются клеточные ферменты, поступившие в кровь из органов и тканей при патологии. Для исследования активности ферментов исполь​зуется чаще всего сыворотка или плазма крови. Интерпретация полученных данных основывается обычно на том, что для сыворотки крови характерны низкие значения содержания ферментов, по сравнению с их концентрацией внутри клеток.

Уровень содержания ферментов в клетках отражает процессы биосинтеза и выхода ферментов в кровь при обыч​ном обновлении клеток. Клеточная пролиферация и повышенный ферментативный синтез, повреждения или повышение проницаемости клеточных мембран приводит к усилению выхода ферментов во внеклеточные жидкости, а затем и в кровь. Развивается гиперферментемия.

Значительно реже при патологии происходит уменьшение ферментативной активности в сыворотке крови (гипо-ферментемия). Это касается тех ферментов, которые будучи синтезированы в каком-либо органе реализуют свою функ​цию в крови. Например, фермент лецетинхолестеринацилтрансфераза (ЛХАТ) находясь в плазме этерифицирует моле​кулы холестерина, перенося на них жирные кислоты, находящиеся в р - положении молекулы лецетина. При поражении паренхимы печени активность фермента резко снижается. К числу плазмоспецифических относится также холинэстера-за, разрушающая ацетил-холин и родственные ему вещества. При поражении клеток печени, и нарушении их синтетиче​ской функции происходит снижение активности этого фермента в сыворотке крови. К этой группе относятся также фер​менты свертывающей системы крови синтезируемые в печени и проявляющие свое действие, будучи секретированными в кровь.

Исследования активности органоспецифических ферментов в плазме или в сыворотке используют для решения во​проса о том, какой орган в какой степени затронут патологическим процессом. Некоторые ферменты высокоспеци​фичны, поэтому увеличение их активности в сыворотке крови позволяет по одному этому признаку сделать правильное заключение о характере заболевания. Например, резкое повышение активности фермента орнитинкарбомоилтрансфера-зы, который синтезируется только в печени, свидетельствует о поражении гепатоцитов. Трипсин вырабатывается только в поджелудочной железе, поэтому увеличение активности его в крови, свидетельствует о поражении этого органа.

Другие ферменты менее специфичны, так как они могут происходить из различных органов и тканей. Органоспе-цифичность некоторых клинически значимых ферментов представлена в таблице 26.

В клинико-биологических исследованиях широко используют, как те, так и другие ферменты. Определение высо​коспецифических ферментов имеет наибольший смысл при дифференциальной диагностике, когда четко сформу​лирована альтернатива. Однако обратной стороной специфичности является узость. Определяя специфические фермен​ты, можно подтвердить или опровергнуть только данную гипотезу. Во многих случаях оправданы и менее спе​цифические тесты. Исследуя менее специфические показатели можно сразу вычленить целую группу заболеваний.

Каждая ткань имеет свой ферментный профиль, т.е. набор ферментов наиболее характерных для данного органа или ткани и определенным образом изменяющаяся при патологии. При разрушении клеток и перехода ферментов в кровь может происходить перестройки ферментного профиля ткани связанная с неравномерной отдачей ферментов ци​топлазмы и клеточных структур, адсорбцией ряда ферментов на разрушенных тканях, инактивацией и разрушением не​которых ферментов. Потому ферментный спектр сыворотки крови характеризующий ту или иную патологию (биохими​ческий синдром) может отличаться от ферментного профиля ткани.

В клинической ветеринарии использование ферментативных методов диагностики необходимо осуществлять ком​плексно, путем одновременного определения нескольких ферментов. Диагностическая ценность исследования фер​ментов при этом значительно повышается. Одновременное использование нескольких ферментов позволяет более полно проводить дифференциальную диагностику (таблица 27).

Каталитическая активность фермента обусловлена его структурой, которая, как и всех белков, определяется последовательностью оснований определенного участка ДНК, которая кодирует данный белок. Поэтому ферментатив​ная активность в клетках следующих поколений зависит от точной транскрипции и трансляции закодированной инфор​мации. Однако в результате мутации свойства фермента могут так измениться, что он уже не сможет выполнять свою функцию.

Большинство ферментов в организме синтезируется в избытке, поэтому клиническое проявление ферментопа-тий наблюдается только у гомозигот (т.е. когда и отцовская и материнская хромосомы имеют генетические дефекты).

У гетерозигот, где хотя бы одна из хромосом обеспечивает выработку определенного количества фермента, клинические проявления ферментопатии могут отсутствовать. Это объясняется тем, что большинство мутантных фер​ментов, вызывающие врожденные пороки метаболизма, наследуются как рецессивные признаки и, следовательно, вы​ражены только у тех особей, которые гомозиготны по мутантному гену.

Для обнаружения ферментопатии чаще всего используют ферменты форменных элементов крови. Эритроциты бедны ферментами, их энергетические потребности, необходимые для поддержания их механической целостности, фор​мы и функции обеспечиваются ферментными системами гликолиза и пен-тозофосфатного пути.

Диагностическое значение исследования активности эритроцитарных ферментов значительно уже, чем плазма​тических. В клинико-диагностических целях ферменты эритроцитов исследуют для выявления тех ферментопатии, с которыми связаны заболевания красной крови. Обычно это гемолитические анемии. Известны гемолитические анемии, вызванные дефектами многих ферментов гликолиза и пентозофосфатного пути. Наиболее хорошо изучены фер​ментопатии связанные с дефектами ферментов пируваткиназы, гексокиназы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 6-фосфоглюконатдегидрогеназы.

В некоторых случаях эритроцитарные ферменты используются для диагностики ферментопатии не связанных с патологией красной крови. В этом случае ферменты эритроцитов, служат лишь удобными генетическими маркерами. Например, дефект такого фермента эритроцитов как АТФаза, позволяет диагностировать мышечную дистрофию, фер​мента галактозо-1-фосфатуридин-трансферазы- галактоземию.

В ряде случаев клинико-биохимических исследований проводится определение изоферментов. Изоферменты -молекулярные формы одного и того же фермента. Они катализируют одну и ту же реакцию, но различаются по физико​химическим свойствам, сродством к субстрату, антигенными и другими свойствами. Множественность форм ферментов обусловлена двумя причинами. К первой следует отнести то, что в организме имеются множественные гены (ге​нетические причины), каждый из которых кодирует свою субъединицу фермента, ко второй - возможность посттрансля​ционных изменений уже синтезированных субъединиц (ферментов).

Если в клетке синтезируется две и более субъединицы и они способны соединяться друг с другом в любых комбинациях, то образуется несколько изоферментов. Изоферменты состоящие из различных субъединиц называются гибридными. Они обладают промежуточными физическими, химическими и другими свойствами. Это хорошо наблюда​ется при электрофоретическом разделении изоферментов лактатдегидрогеназы, которые состоят из субъединиц двух типов НиМ.

Из них образуются пять тетрамеров - Н4, Н3М, Н2М2, НМ3, М4. Наиболее высокой электрофоретической под​вижностью обладает тетрамер Н4 (ЛДГ-1) наименьшей - ЛДГ-5 (М4), остальные обладают промежуточной подвижно​стью. Изоферментный профиль клеток зависит от соотношения синтезируемых в ней субъединиц. Преобладать будут те изоферменты, в которые входят субъединицы содержащиеся в клетке в наибольшем количестве.

Определение изоферментов в сыворотке крови имеет важное диагностическое значение, так как распределение в тканях отдельных изоферментов более специфично, чем общей ферментативной активности. Например, в клинической диагностике довольно широко используется определение активности такого фермента, как щелочная фосфатаза. В сы​воротку крови щелочная фосфатаза поступает в основном из костной ткани, печени, кишок. Поэтому при патологии этих органов активность щелочной фосфатазы будет возрастать и дифференциальную диагностику на основании опре​деления общей активности провести нельзя. Однако «костный» и «печеночный» изоферменты различаются по своей электрофоретической подвижности и температурной устойчивостью, что позволяет проводить их раздельное определе​ние. Увеличение активности, «костного» изофермента свидетельствует о поражении костной ткани, в то время как уве​личение «печеночного» - говорит о патологии печени.

Большой интерес для клиники представляет определение изоферментов креатинфосфокиназы. Было доказано, что гибридная форма этого изофермента (MB) в большом количестве содержится только в сердечной мышце. Поэтому определение изофермента креатинфосфокиназы MB довольно специфичный показатель повреждения сердечной мыш​цы.

Существование изоферментов играет определенную роль в особенностях протекания гликолиза в мышцах и печени. Если в мышцах гликолиз призван обеспечить энергией процесс сокращения, то в печени его функции гораздо сложнее, здесь он более тесно связан с другими метаболическими путями.

Из 10 ферментов гликолиза 9 представлены в виде различных изоферментов, причем изоферментные спектры печени и мышц значительно различаются. Фосфофруктокиназа, альдолаза, пируваткиназа существуют в виде «печеноч​ного» типа, которого почти нет в мышцах, и «мышечного» типа, которого очень мало в печени животных. Фермент глю-кокиназа характерный для печени, отсутствует в мышцах. Все это свидетельствует о том, что какие-то этапы гликолиза в печени и мышцах протекают по разному и это можно использовать в целях диагностики.

Широко известно изменение изоферментных спектров органов и тканей в ходе онтогенетического развития, что связано с особенностями обмена веществ на отдельных этапах эмбрионального и неонатального периодов.

Изучение изоферментов при злокачественных опухолях показало, что специализированные зрелые формы ферментов заменяются на более ранние эмбриональные формы. Установлено, что при гепатоме, изоферменты альдола-зы, характерные для печени взрослого животного заменяются эмбриональными формами. Фермент гексокиназа IV, ха​рактерный для зрелых гепатоцитов, в опухолях заменяется на гексокиназу I и II, характерных для печени эмбриона.

В печени взрослых животных преобладает изофермент пируваткиназа I (печеночный тип) и в небольших коли​чествах содержится пируваткиназа III (почечный тип). Было установлено, что в малодифференцированных быстро рас​тущих опухолях наблюдается обратная картина: количество изофермента I снижается, вплоть до полного исчезновения, тогда как активность изофермента Ш резко повышается.

Лекция № 5

Патобиохимия обмена минеральных веществ и витаминов. Нарушения водно-электролитного баланса и кислотно-основного равновесия.

План:

1. Особенности метаболизма и патобиохимия обмена минеральных веществ в организме.

2. Клинико-биохимическая диагностика нарушений обмена минеральных веществ.

3. Лабораторная диагностика нарушений кислотно-основного равновесия в организме.

4. Водно-электролитный баланс и его нарушения.

5. Особенности метаболизма и патобиохимия обмена витаминов организме.

1. Особенности метаболизма и патобиохимия обмена минеральных веществ в организме

Из 92 элементов, что встречаются в природе в организме обнаружено 81. 47 из них присутствуют в организме постоянно. На долю минеральных (неорганических) веществ по массе приходится около 70 %. По количеству элемента в организме они подразделяются на:

-макроэлементы (02, С, Н, Са, Cl, Р, Mg, К, Na, N и др.) - количество элемента исчисляется процентами или десятыми долями от массы тела;

-микроэлементы (Си, В, I, F, Fe, Zn и др.) на их долю приходится 10-3 - 10-5;

-ультрамикроэлементы (Se, Co, V, Cr, As, Ni, Li и др.) на их долю приходится 10-3 - 10-5).

Для биохимиков и клиницистов наибольший интерес представляет классификация, которая основывается на биологической роли минеральных веществ в организме. Согласно которой они подразделяются на:

· биогенные (биотические, эссенциальные) - всегда присутствуют в организме и выполняют определенные ро​ли;

· условно необходимые элементы - присутствуют в организме, однако потребность в них строго не доказана. Биогенный элемент должен отвечать 3 условиям:
1. постоянно присутствовать в организме в определенных количествах;

2. рацион, не содержащий элемента, должен вызывать специфические признаки недостаточности и определенные био​химические нарушения;

3. признаки недостаточности должны устраняться при введении элемента в рацион.

Биологические роли минеральных веществ разнообразны:

1. структурная;

2. регуляторная;

3. гомеостатическая (КОР, обмен воды);

Особенности обмена макро и микро элементов в организме.

1. Алиментарное поступление элемента (отсутствие синтеза) и избирательное распределение в организме (48​74 % содержится в костях).

2. Две формы присутствия элементов в организме - связанная и свободная (ионная).

3. Наличие градиента концентрации для основных ионов между внутриклеточной и внеклеточной средой;

4. Соблюдение правила электронейтральности - сумма катионов и анионов должна равняться 0;

5. Наличие антагонистических отношений между определенными элементами (Mg и Са).

6. Гормональный контроль регуляции некоторых минеральных веществ (натрий, кальций, хлорид и др.).

7. Всасывание большинства веществ возможно лишь при наличии переносчика (фактор Кастля), в ионизиро​ванной форме (определенной валентности). Некоторые элементы всасываются по градиенту концентрации.

8. Избыток элемента в организме так же вызывает определенные биохимические нарушения.

2. Клинико-биохимическая диагностика нарушений обмена минеральных веществ

Подход к диагностике обеспеченности организма минеральными веществами строится в зависимости от воз​можных причин нарушений.

Среди данных причин выделяют:

1. Алиментарные, в том числе и эндемические предпосылки (в большей степени свойственно для микроэлементов);

2. Нарушение процессов всасывания в кишечнике (при гастрите нарушено всасывания Со);

3. Нарушение промежуточного обмена элемента -

· прежде всего это недостаток регулирующих факторов (гормонов, витамина Д3,);

· при некоторых заболеваниях и патологических состояниях внутренних органов обмен некоторых элементов на​рушается значительно (резко меняются концентрации жизненноважных элементов-ионов, участвующих в обеспечении гомеостаза организма - Na, K и др).

Оценить обеспеченность организма минеральными веществами следуя принципу балансового опыта. Т.е. необхо​димо произвести учет суточного потребления с кормом того или иного элемента. Исключить возможное влияние вто​ричных факторов. Дополнительно используют определение концентраций минеральных элементов в крови и органах депо. Интенсивно изучается концентрация токсических микроэлементов в волосяном покрове для диагностики токсико​зов.

Теория о геобиохимических провинциях дополнительно может указывать на возможный диагноз. Ранее были изда​ны справочники по кормопроизводству и геологии где территории разбивались на геобиохимические провинции. Терри​тория РБ недостаточна по Se, Со, I, Zn и ряду других элементов, с избытком железа. В настоящее время значительное влияние на содержание неорганических элементов в верхних слоях литосферы оказывает техногенный фактор. Значи​тельно повысилась концентрация таких токсических элементов, как Pb, Ni, Mn, Hg, Cd. Свинец, ртуть и кадмий относятся к тройке наиболее значимых загрязнителей. Определение концентраций их в кормах, почвах и воде используют в качестве мониторинговых. В зоне крупных промышленных предприятий и городов их концентрации знатиельные. В РБ определенное влияние на развитие геобиохимической провинции оказала авария на ЧАЭС.

3. Лабораторная диагностика нарушений кислотно-основного равновесия в организме Буферные системы и постоянство рН. В организме осуществляются тонкие процессы регуляции, поддерживаю​щие постоянство внутренней среды (температура, кровяное давление, содержание различных веществ, оптимума рН различных биологических жидкостей и др.). В. Кенноном эта координация была названа гомеостазом (от греч. «гомео» -подобный; «стазиз» - постоянство, состояние).

Одним из элементов гомеостаза является поддержание определенной концентрации водородных ионов в биологи​ческих жидкостях (гомеостаз ионов водорода). Важность поддержания постоянства концентрации водородных ионов обусловлена тем, что ферменты и гормоны проявляют свое действие только при строго определенном значении рН, кроме того, ионы водорода оказывают каталитическое действие на многие биохимические превращения, а также влияют на величину осмотического давления в крови и межтканевых жидкостях.

Между кислотно-основным состоянием и водно-электролитным балансом существует тесная связь. Эта зависи​мость обусловлена законом электронейтральности, согласно которому суммы положительных и отрицательных зарядов должны быть равны, а также законом изоосмолярности, в соответствии с которым во всех жидкостях организма разде​ленных мембранами, пропускающими воду должно установиться одно и тоже осмотическое давление, и стремлением организма к постоянству рН.

Основным положительным ионом плазмы крови является Na+, затем следуют калий, кальций, магний. Из отрица​тельных основная часть приходится на долю хлоридов, затем гидрокарбоната и белка. Дальше идут, так называемые, остаточные анионы-сульфаты, фосфаты и анионы органических кислот.

Так как основная доля катионов плазмы приходится на долю Na+ и К+, а анионов - НС03- и СГ, то именно баланс этих ионов учитывается обычно при рассмотрении кислотно- основного равновесия.

Постоянство рН крови и межтканевых жидкостей поддерживается в первую очередь буферными системами. Если образовавшиеся Н+ не полностью нейтрализованы и удалены из организма и образование их продолжается, то по мере истощения буферной емкости происходят значительные изменения рН. Основными буферными системами организма являются гидрокарбонатная (бикарбонатная), белковая (основная доля приходится на гемоглобиновую) и фосфатная буферные системы.

Гидрокарбонатная буферная система возникает как результат диссоциации угольной кислоты, образующейся при растворении диоксида углерода (продукта окисления углеводов, белков и жиров).

CO2+H2O = H2CO3 H2CO3 = H+ + HCO3-HCO3-+ H2O = H2CO3 + OH-

Ионы водорода и C02 являются токсичными для организма. Хотя значительная часть углекислого газа выводится из организма через легкие, некоторая часть С02 в соответствии с приведенными реакциями превращается в гидрокарбо​наты и образует буферную систему. Таким образом происходит взаимная инактивация двух токсичных продуктов.

На долю гемоглобин-оксигемоглобиновой буферной системы приходится 75 % буферной емкости крови. Диссо​циация гемоглобина являющегося слабой кислотой (KHHb= 8,3 • 10-9; pK = 8,2 ) и оксигемоглобина проходит по уравне​ниям:

ННЪ = Н+ + НЪ-HHb02 = Н+ + ньо2-

В дальнейшем идет гидролиз ионов НЪ- и Hb02 -НЪ-+ Н20 = ННЪ + ОН-

ньо2- + н2о = нньо2 + ОН-

Так как гемоглобин присоединяет кислород и образует оксигемоглобин (ННЪ + 02= ННЪ02), то все эти уравнения связаны между собой.

Буферным действием помимо гемоглобина обладают и другие белки. Буферные свойства белков связаны в основ​ном с нахождением в составе полипептидных цепей, моноаминодикарбоновых и диаминомонокарбоновых аминокис​лот. Белковая буферная система наиболее эффективна в области рН 72 ~ 7,4. При сдвиге рН в щелочную сторону диссо​циация основных групп будет подавляться и белок будет вести себя как кислота (НР2) связывая избыток гидроксильных ионов. При сдвиге рН в кислую сторону будет подавлена диссоциация кислотных групп и белок будет связывать избы​ток водородных ионов.

Фосфатная буферная система обусловлена наличием в биологических жидкостях ионов Н2Р04- и НР042-. Она со​ставляет всего около 1% буферной емкости крови. В тоже время в тканях организма эта система занимает значительно больший удельный вес. В качестве кислоты в этой системе выступает дигидрофосфат Н2Р04- = Н+ + НР042- роль основа​ния играет гидрофосфат (НР042- + Н+ = Н2Р04-). При рН 7,4 соотношения компонентов фосфатной буферной системы Н2Р04-: НР042- составляет 1:4 Фосфатная буферная система тесно связана с гидрокарбонатной. В плазме крови возмож​но протекание следующей реакции:

Оценка кислотно-основного состояния. Кислотно-основное состояние крови необходимо оценивать до меньшей мере по трем показателям: водородному показателю (рН) крови, парциальному давлению углекислого газа в крови (рС02) и сдвигу буферных оснований (СБО).

рН - водородный показатель, характеризующий концентрацию ионов Н+ в биологической жидкости. Определяется он с высокой степенью точности с помощью различных рН-метров. В некоторых случаях, помимо истинного рН, опре​деляют еще рН метаболический - значение рН крови или плазмы при парциальном давлении С02, равном 40 мм рт. ст. Для здорового организма рНист=рНмет. Показатель рС02 характеризует давление С02 над кровью, определяя тем самым количество растворенного углекислого газа. Так как равновесие обратимой реакции в крови С02 +Н20 = Н2С03 = Н+ + НС03- сдвинуто влево и концентрация Н2С03 в 800 раз меньше концентрации растворенного С02, то при оценке кислот​но-основного состояния она может не учитываться. Этот показатель можно определить манометрическим методом Ван-Слайка или Шоландера или с помощью различных номограмм.

Показатель сдвига буферных оснований, или избыток оснований (СБО, или BE), характеризует изменение содер​жания оснований или кислот крови по отношению к нормальным значениям, принятым за 0. Значение, равное 0, прини​мается для крови с рН 7,4 при рС02 40 мм. рт. ст. Положительные значение этого показателя свидетельствуют об абсо​лютном или относительном избытке оснований, отрицательные - соответствующем избытке кислот. 0пределяется обыч​но по номограммам.

В некоторых случаях для более полного описания кислотно-основного состояния используются показатели: бу​ферные основания (БО или ВВ), стандартный бикарбонат (СБ или SB) и истинный бикарбонат (ИБ или АВ). Показатель буферные основания характеризует в основном бикарбонатную и белковую системы крови. Он относится к крови, пол​ностью насьпценной кислородом, цельной крови или плазме (без спецификации относится к цельной крови). Рассчиты​вается по номограммам.

Показатель стандартный бикарбонат характеризует концентрацию бикарбонатов в плазме крови, уравновешенной при рС02 40 мм рт. ст., температуре 38°С и полном насыщении гемоглобина кислородом. Рассчитывается по номограм​мам. Показатель истинный бикарбонат характеризует концентрацию бикарбоната в анаэробно взятой крови, при фак​тическом рН и рС02 крови.

В настоящее время параметры кислотно-основного равновесия определяются с помощью эквилибрационного ме​тода по Аструпу или с рС02 - электродом до Северингаузу. Однако в обоих случаях пользуются номограммами Зигга-ард - Андерсена, базирующихся на эквилибрационных измерениях по методу Аструпа.

Эквилибрационная техника Аструпа основана на уже упомянутой зависимости между концентрацией водородных ионов в крови и концентрацией С02 Поэтому парциальное давление углекислого газа может быть найдено по величине рН, измеренного в анаэробных условиях. Для этого вначале определяют рН нативной крови, затем через этот же образец пропускают 2 разные газовые смеси известного состава (чаще кислород с содержанием С02 2,8 и 8,4%) с давлением 20 и 60 мм рт. ст. С02. После обработки крови каждой газовой смесью определяется соответствующее значение рН. Опреде​ленные значения рС02 получают из номограммы (рис. 18).

При пользовании номограммой прежде всего находят точки А и В, лежащие на пересечении перпендикуляров, восстановленные с оси абсцисс (значение рС02 соответствующее газовой смеси), до пересечения с линией соответст​вующего значения рН (показания рН-метра). Эти 2 точки соединяют прямой, после чего находят точку N, лежащую на пересечении указанной прямой с линией рН нативной крови. Перпендикуляр восстановленный из этой точки на ось абс​цисс дает значение рС02 в мм рт. столба.

Основные параметры, характеризующие кислотно-основное состояние, приведены в таблице. Регуляция рН биологических жидкостей. Постоянство рН жидкостей организма обеспечивается как буферны​ми системами так дыхательным аппаратом легких и фильтрующим аппаратом почки.

Основной буферной системой внеклеточной жидкости является гидрокарбонатная. Это обусловлено как физиоло​гическими особенностями (поступление С02 не ограничено, содержание С02 и НС03- легко регулируется физиологиче​скими механизмами), так и тем, что буферная гидрокарбонатная система функционирует совместно с буферной систе​мой гемоглобина.

Довольно широко распространены сдвиги кислотно-основного равновесия, связанные с изменением в плазме кон​центрации НС03-. При поступлении в плазму кислот более сильных чем угольная (например ацетоуксусной и Р-оксимасляной) содержание НС03- в плазме снижается, но гидрокарбонат -ионы начинают поступать в плазму из эритро​цитов в обмен на ионы СГ. Однако компенсация наступает только при незначительном уменьшении НС03-, в против​ном случае в действие должны вступать механизмы легочной и почечной компенсации.

В нормально функционирующем организме вдыхаемый кислород переносится гемоглобином к тканям, где ис​пользуется для окисления органических соединений с образованием С02. Диоксид углерода диффундирует во внекле​точную жидкость, возвращается с кровью в легкие и удаляется с выдыхаемым воздухом.

Парциальное давление углекислого газа альвеолярного воздуха определяет концентрацию углекислоты (Н2С03) в плазме крови. Это давление обусловлено скоростью с которой С02 разбавляется в альвеолах вдыхаемым воздухом, т.е. связано с глубиной и частотой дыхания, которые регулируются дыхательным центром. Он чувствителен к рН и рС02 внеклеточных жидкостей и соответствующим образом реагирует на их изменения. При уменьшении рН крови вследст​вие снижения концентрации НС03- в крови и других внеклеточных жидкостях дыхание стимулируется. Это приводит к снижению рС02 в альвеолярном воздухе и соответственно плазме крови. Соотношение НС03-: Н2С03 приходит к нор​мальной величине 20:1 и рН возвращается к норме (в буферных системах рН зависит не от абсолютной концентрации компонентов, а от их соотношения). Уменьшение рС02 в плазме соответствующим образом влияет на дыхательный центр.

При высоком рН плазмы частота дыхания снижается и содержание С02 в альвеолах возрастает. В плазме возраста​ет содержание Н2С03 и рН сдвигается к нормальному значению. Полной компенсации при этом не бывает, так как по​вышенное содержание Н2С03 и высокий рН действуют на дыхательный центр в противоположных направлениях. Бу​ферные системы плазмы крови даже при добавлении 16 мэкв кислоты или 23 мэкв щелочи на I л способны удерживать рН еще в пределах, когда жизнь возможна (6,8- 7,8). С участием механизма дыхательной компенсации допустимые па​раметры рН могут удерживаться при добавлении 23 мэкв кислоты или 80 мэкв щелочи на 1 литр плазмы. При заболева​ниях легких или нарушении регуляции дыхания прежде всего изменяется парциальное давление С02
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Почки участвуют в регуляции кислотно-основного состояния не путем изменения концентрации Н2С02, а меняя концентрацию НС03-. В почках происходит реабсорбция гидрокарбонатов и их образование. Так как клетки почечных канальцев фактически непроницаемы для НС03-, непосредственная их реабсорбция практически не происходит. Меха​низм этого процесса заключается в том, что в просветах канальцев эквивалентное количество С02 превращается в гидро​карбонат. Функционирование этого механизма сопровождается выходом Н+ из клеток в обмен на Na+ поступающий в клетки. Этот механизм сохраняет гидрокарбонатную буферную систему в организме, в противном случае она легко мог​ла быть разрушена за счет выведения гидрокарбонатов почками. Так как секретируемые ионы Н+ происходят из воды и в просвете канальцев включаются в воду то этот процесс не снижает ацидоз. В противоположность этому образование гидрокарбонатов в клетках почечных канальцев, хотя и аналогичен в основном процессу реабсорбции, но при этом из организма выводятся ионы Н+, что позволяет ликвидировавать ацидоз. Снижению рН внеклеточных жидкостей почки противодействуют выделением Н+ или в виде NH4+ или в виде недиссоциированых кислот. Увеличение рН приводит к усиленному выделению Na+, К+, НС03-. Легочная компенсация является быстрой, однако она неполная, в то время как почечная компенсация может привести к восстановлению нормального рН, однако требует длительного времени.

Во внеклеточных жидкостях организма находится преимущественно ион НР04 -, ав моче ион Н2Р04- (Н+ + НРО

Н2Р04-). Таким путем организм может связывать значительное количество кислоты поступающей во внеклеточную жид​кость не расходуя запас натрия или гидрокарбонат-иона. Такая ответная реакция почки следует на понижение рН во внеклеточных жидкостях организма. Вторым почечным механизмом блокирующим состояние ацидоза является синтез и выделение иона NH4+ (NH3 + Н+ = NH4+). Основным источником аммиака для этого процесса служит глутамин. В норме NH4+ образуется в небольших количествах и аммониогенез является резервным механизмом компенсации ацидоза. Он вступит в действиемедленно и достигает максимума через 5-7 дней. Однако способность продуцировать NH4+ снижается при почечных заболеваниях. Такие животные предрасположены к метаболическому ацидозу. Нейтрализация кислоты за счет образования и выведения иона Н2Р04- включается значительно быстрее, чем с помощью иона NH4. Однако при продолжительном ацидозе второй механизм является более важным.

При длительно продолжающимся ацидозе может включаться еще один механизм компенсации. При понижении рН в жидкостях организма начинается растворение Са3(Р04)2 костей, который поступает в плазму, где реагирует с Н2С03:

3 Са2+ + 2 Р04-3 + 2 Н2С03 = 3 Са2+ + 2 НР042- + 2НС03-

Образовавшиеся ионы НС03- могут нейтрализовать две молекулы любой кислоты с рК меньше, чем у Н2С03: 2 НС03-+ 2 НА = 2 Н2С03 + 2 А-

Этот механизм сохраняет щелочные резервы, но он может привести к деминерализации костей.

Почечная компенсация при алкалозе сопровождается удалением избыточного количества ионов Na+. Однако уда​ление натрия сопровождается удалением соответствующего количества воды, так как натрий является одним из основ​ных катионов ответственных за осмотическое давление.

В регуляции рН внеклеточных жидкостей участвуют также клетки организма. Клетки имеют ионнобменный меха​низм, который позволяет менять ионы К+ и Н+ на ион Na+ находящимся во внеклеточной жидкости. Вследствие этого клеточный сок может участвовать в поддержании рН внеклеточных жидкостей. Например, при алкалозе связанном с избыточным накоплением НС03- ионы Na+ поступают в клетки, в обмен на ионы Н+иК+. В результате идет реакция Н+ + НС03- = Н2С03 и избыточный С02 удаляется легкими. Кроме того, калий удаляется с мочей с эквивалентным количе​ством нсо3-.

При ацидозе происходит обратный процесс. Ионы натрия выходят из клетки, а ионы водорода и калия входят в нее. В плазме остаются ионы НС03-, так как источником ионов Н+ является диссоциация угольной кислоты. Дефицит ионов калия способствует более интенсивному выделению кислых продуктов почками.

Нарушения кислотно-основного состояния. Нарушения кислотно-основного состояния проявляются в виде ацидоза (увеличения в крови кислот) и алкалоза (увеличение в крови оснований). Ацидозы и алкалозы протекающие без изменений рН крови называются компенсированными. Декомпенсированные ацидоз и алкалоз, сопровождаются изме​нением рН

В зависимости от механизма нарушений кислотно-основного состояния различают метаболический ацидоз или ал​калоз и респираторный (газовый).

При респираторных нарушениях первичными являются изменения концентрации С02. При метаболических преж​де всего изменяется содержание НС03-, а изменения С02 являются вторичными.

Метаболический ацидоз может возникнуть при избыточном накоплении органических кислот, вследствие нару​шения обмена веществ. Он может наблюдаться при голодании, лихорадке, хроническом нефрите, остеодистрофии, мик-роэлементозах, нарушении функций печени, отравлении, введении растворов кислых солей.

При метаболическом ацидозе наиболее информативными являются такие показатели как рН крови, сдвиг буфер​ных оснований, буферные основания, стандартный бикарбонат.

Компенсированный ацидоз наблюдается у коров при избыточном содержании в рационах кислых, недоброкачест​венных кормов (жом, барда, силос) и концентратов, при недостаточном поступлении в организм таких элементов как натрий, кальций, магний, в стойловый период, если животные не пользуются активными прогулкам.

При возникновении метаболического ацидоза всегда наблюдается дефицит анионов НС03-. На первых стадиях раз​вития накопление ионов Н+ компенсируется уменьшением щелочного резерва крови, легочная вентиляция усиливается, кислотность мочи возрастает.

Респираторный ацидоз может иметь место при поражении дыхателыного центра, заболеваниях легких (эмфиземе, бронэктазах, асфиксии механического происхождения и др) при расстройствах сердечной деятельности, нахождении животных в среде с высокой концентрацией С02. В этих случаях наблюдается гиповентиляция легких, увеличение С02 в артериальной крови, содержание НС03- возрастает, увеличивается выведение о мочой свободных и связанных в форме аммонийных солей кислот.

При дыхательном ацидозе, как правило, происходит задержка Na+. Это происходят из-за того, что почки усиленно выводят ионы Н+ в виде NH4+. Для выведения катиона аммония требуется адекватное количество анионов, в силу чего их не хватает для выведения ионов Na+. Увеличение концентрации Na+ в организме в силу закона изоосмолярности при​водит к задержке воды, развитию отеков, в том числе и в легочной ткани, что в свою очередь усиливает дыхательный ацидоз. Обычно этот порочный круг разрывают с помощью диуретиков.

В случае дыхательной недостаточности респираторный ацидоз осложняется обычно и метаболическим, так как ес​ли затруднено выведение С02, то нарушено и поступление 02, что приводит к развитию тканевой гипоксии.

По характеру возникновения ацидозы делят ещё на первичные и вторичные.

Первичный ацидоз развивается в силу 4 основных причин. Это недостаточное удаление С02 дефицит кислорода, препятствующий нейтрализации ионов водорода путем образования воды, образование кислот в результате нарушения обмена веществ (особенно ацетоуксусной и бета-оксимасляной), недостаточное выделения кислых продуктов с почками.

В норме регуляция рН осуществляется за счет легочной вентиляции, соответствующей образованию С02, окисле​ния ионов водорода до воды и выделения ионов водорода с мочой в виде фосфатов.

Недостаточное выделение С02, образовавшегося в результате распада углеводов, жиров, белков приводит к увели​чению концентрации водородных ионов. В нормально функционирующем организме образование С02 соответствует выделению и рН остается постоянным. Если удаление С02 затруднено (например, при патологии легких) С02 задержи​вается в организме и концентрация водородных ионов возрастает.

Если выделение идет более интенсивно чем образование (например, при усиленном дыхании, вызванном сильной болью) количество С02 в плазме снижается и рН повышается.

Все изменения рС02 называют, обычно, дыхательными. Хотя в некоторых случаях они могут быть связаны инее изменением дыхания (например, с интенсивной мышечной нагрузкой, недостаточностью кровообращения).

При недостаточности поступления кислорода к тканям и наступлении клеточной гипоксии происходит накопление молочной кислоты. Ионы водорода нейтрализуются в основном бикарбонатной буферной системой (ионами гидрокар​боната), избыток С02 выделяется с выдыхаемым воздухом, а ионы лактата занимают место вытесненных ионов гидро​карбоната.

Недостаточное выведение нелетучих кислот почками также может привести к ацидозу. Так как почки выводят сравнительно небольшое количество кислых продуктов, то их гипофункция сказывается на кислотно-основном состоя​нии постепенно, в то время как общая гипоксия (например, при дыхательном параличе, остановке сердца или пережа​тии пуповины у плода) может вызвать резкий ацидоз в течении нескольких минут.

Помимо первичных ацидозов, связанных с избыточным образованием ионов Н+ или нарушением их выведения существуют, вторичные расстройства кислотно-основного состояния, связанные с нарушением обмена электролитов. Они в основном обусловлены нарушением баланса хлоридов (СГ) и натрия Na+. Если натрия теряется больше, чем хло​ридов, развивается метаболический ацидоз.

Алкалозы развиваются у животных значительно реже, чем ацидозы.

Метаболический алкалоз развивается при ожогах, избыточной потере калия и хлора через желудочно-кишечный тракт, внутрисосудистом гемолизе, больших тканевых повреждениях, избыточном поступлении щелочных солей. При этом щелочной резерв крови увеличивается, легочная вентиляция замедлена, кислотность мочи снижена.

При метаболическом алкалозе наиболее значительным являются сдвиг буферных оснований и стандартного бикар​боната. Метаболические алкалозы у коров развиваются обычно тогда, когда вследствие нарушения кормления рН со​держимого рубца повышается до 7,5 -8,0

У коров с алкалозом обусловленным кормлением или введением в рубец карбамида отмечалось высокое рН крови (около 7,53 ), сдвиг буферных оснований составлял 6,5 ммоль/л , стандартный бикарбонат -30 ммоль/л.У таких коров отмечались низкие коэффициенты использования кислорода тканями, снижение уровня кальция, фосфора.

Респираторный алкалоз наблюдается при резком увеличении дыхательной функции легких, при поражении цен​тральной нервной системы, интоксикации, гипоксемиях различного происхождения. Содержание С02 в альвеолярном воздухе снижено, легочная вентиляция усилена, моча имеет пониженную кислотность.

Алкалозы, также как и ацидозы, могут быть вторичными, связанными с нарушением обмена электролитов. Если происходит потеря хлоридов плазмы без соответствующего уменьшения ионов натрия развивается метаболический ал​калоз.

Компенсированные ацидозы и алкалозы не сопровождаются изменением рН крови, в то время как определение других показаталей кислотно-основного состояния представляет ряд методических трудностей. Поэтому поиск простых и доступных показателей характеризующих кислотно-основное состояние представляет большой практический интерес.

Компенсированный метаболический ацидоз приводит, как правило, к ацидозу рубца и гиперацидурии высокой степени. Поэтому был предложен метод определения, так называемого, «чистого кислотно-основного выделения» почек. Этот показатель, определяемый путем титрования в определенных условиях мочи 0,1 н раствором NaOH, позволяет определять скрытые компенсированные изменения кислотно-основного состояния (таблица 34). Кислотно-основное соотношение в моче является более чувствительным показателем, улавливающим сдвиги кислотно-основного равнове​сия, чем рН крови и некоторые другие показатели.

4. Водно-электролитный баланс и его нарушения

2/3 от массы тела приходится на воду. Вода формирует в организме внутреннюю среду. Через воду происходит взаимодействие между отдельными сегментами организма. Вода обуславливает возможность протекания химических реакций.

Жидкости организма представляют собой сложную систему, в которой в ионном состоянии находятся минеральные вещества, растворены органические вещества и в коллоидном состоянии белки.

Основными параметрами, которые жестко регулируются, являются осмотическое давление крови, КОР и онкоти-ческое давление. Осмотическое давление формируется в результате суммирования всех ионов и анионов в соответствие с правилом электронейтральности. Наибольшее значение имеют легкие ионы (металлы - К, Na, Са, хлорид, карбонат, глюкоза). За счет разности осмотического давления происходит движение жидкости в организме.

Количество воды в организме не равномерно. Существует такое понятие как компартментализация (сегментирование) воды. Выделяют два основных сегмента - клеточный (2/3) и внеклеточный (1/3). Который в свою очередь делится на внутрисосудистый и экстравазальный (межклеточная жидкость, жидкость мочевого пузыря, секреты).

В регуляции количества жидкости по сегментам регулируется за счет градиента концентрации. Для внутриклеточной жидкости характерны ионы К, Mg, Ca, протеины и аминокислоты. Для внеклеточной жидкости - ка​тионы К, Са, анионы представлены Cl, гидрокарбонатом.

Регуляция объема воды и электролитного состава осуществляется несколькими механизмами:

1. Через осмотическое давление. В норме во всех сегментах оно стремится к одному значению. Во внеклеточной среде эта регуляция осуществляется через почки, под влиянием гормона вазопрессина, кортикостериидов и натрийуре-тического гормона. Почки могут выделять мочу с концентраций натрия хлорида от следовой до 340 ммоль/л.

2. Через онкотическое давление. Количество белка и большей степени альбумина регулируют количество воды. Цирроз.

Нарушения вводно-электролитного обмена. Дисгидрия.

Дегидратация. (таблица).

Расстройства водно-электролитного обмена в организме наступает при:

1) нарушении кормления, водопоя и содержания животных (особенно недокорм и недопои) (первичные);
2) болезнях, сопровождающихся полиурией (нефроз, нефрит, сахарный диабет), диареей и рвотой (диспепсия, гаст-роэнтероколит), накоплением жидкости в полостях и тканях организма (миокардиофиброз, цирроз печени), а также при травмах головного мозга, перегревании животных, в послеоперационный период.

Дегидратация гипотоническая характеризуется потерей ионов, не сопровождающейся адекватной потерей воды. Это происходит при снижении реабсорбции натрия в полиурическую фазу почечной недостаточности, рвоте, диарее, введении диуретиков, при гипоальдостеронизме. Происходит уменьшение объема внеклеточной жидкости, сгущение крови и повышение ее вязкости.

Дегидратация изотоническая может наблюдаться при увеличенном выведении изотонической жидкости из орга​низма, чаще всего — с секретом желез желудочно-кишечного тракта (при рвотах и диареях), а также при формировании больших транссудатов (асцит, плевральный выпот), крово- и плазмопотерях при ожогах, перитонитах. При этом внутри​клеточный объем (все потери — за счет внеклеточного). Клинические сдвиги при дегидратации происходят вследствие сердечнососудистых нарушений, связанных с уменьшением объема плазмы. Почки реагируют на дегидратацию умень​шением диуреза (олигурия, анурия), увеличением остаточного азота в крови. Могут развиться коматозное состояние и коллапс.

Дегидратация гепертоническая связана с потерей воды без соответствующей потери натрия. Это наблюдается при отсутствии доступа к воде, после аномально большого выделения воды без последующей компенсации; у больных с несахарным и сахарным диабетом; при центральных расстройствах осморегуляции (опухоли мозга, черепно-мозговая травма). К этому же может привести солевая интоксикация (избыток хлорида натрия алиментарного и ятрогенного про​исхождения). Потеря жидкости осуществляются преимущественно за счет внутриклеточного сегмента, и осмотическое давление возрастает в обоих сегментах в равной степени. Основным проявлением синдрома могут быть изменения, свя​занные с дегидратацией нервной ткани. Серьезные нарушения возникают при незначительном уменьшении объема цир​кулирующей крови.

Гипергидратация гипотоническая, или водная интоксикация, обуславливается избыточным поступлением бессо​левых жидкостей, нарушением выведения жидкости из-за почечной недостаточности или неадекватной секреции анти​диуретического гормона (синдром Шварца-Бартера). В частности, это можно наблюдать у больных, которым вводят большой объем раствора глюкозы при нарушенной выделительной функции почек. Вода накапливается равномерно во всех водных сегментах, следствие чего — гипонатриемия и гипоосмолярность.

Гипергидратация изотоническая представляет собой увеличение внеклеточного объема жидкости без нарушения осмотического давления. Такое состояние может быть результатом сердечной недостаточности (увеличивается объем крови без нарушения осмолярности), гипопротеинемии при нефротическом синдроме, когда объем крови остается по​стоянным за счет перемещения жидкой части в интерстициальный сегмент (появляются пальпируемые отеки конечно​стей, может развиться отек легких).

Гипергидратация гипертоническая проявляется увеличением объема жидкости во внеклеточном пространстве с одновременным ростом осмотического давления за счет гипернатриемии и обезвоживанием клеток. Механизм развития нарушения таков: задержка натрия не сопровождается задержкой воды в адекватном объеме, внеклеточная жидкость оказывается гипертонической, и вода из клеток движется во внеклеточные пространства до момента осмотического рав​новесия. Причины нарушения многообразны: при гипоальдостеронизме. Если состояние сохраняется долго, может на​ступить гибель в связи с повреждением клеток центральной нервной системы.

Описанные нарушения в чистом виде не встречаются или крайне редки. Обычно возникает комбинация условий, которая ведет к одновременному появлению сдвигов, свойственных не одной, а двум или более формам нарушений вод​но-электролитного обмена. Например, хроническое заболевание печени, сопровождающееся гипопротеинемией, может вести к изотонической гипергидратации, связанной со снижением онкотического давления и компенсаторным выходом жидкой части крови в кнтерстициальное пространство. Однако дефицит транскортина и альбумина, характерный для нарушения белок-синтезирующей функции печени, сопровождается относительным гипе-ральдостеронизмом и, значит, чрезмерной задержкой натрия. Последнее может вести к развитию признаков гипертонической гипергидратации.

Диагностика нарушений водно-электролитного обмена должна основываться на комплексном исследовании боль​ных животных с учетом результатов анамнеза, анализа кормления и водопоя, определения содержания воды в орга​низме, данных лабораторных тестов.

Лабораторно: Общее количество воды в организме определяют с помощью метода разведения с использованием индикаторов (антипирин, тяжелая вода). Объем циркулирующей плазмы устанавливают путем введения красителей (Т-1824, конгорот), которые не проникаютчерез стенки сосудов.

Определяют гематокритную величину.

Содержание натрия и калия в биологических жидкостях, тканях, кормах и воде определяют методами пламенной фотометрии. Так у здоровых коров в плазме крови содержится 3,2-3,4 г/л (139,2-147,9 ммоль/л) натрия и 0,16-0,20 г/л (4,1-5,1 ммоль/л) калия. Гипо- и гиперкалиемия - соответственно недостаток или избыток калия. Калий - основной внут​риклеточный катион, 98,5% его находится внутри клеток и только 1,5% вне их. Он участвует в поддержании осмоти​ческого давления, кислотно-щелочного равновесия, в нервно-мышечной возбудимости, метаболизме клетки. Причиной гипокалиемии может быть недостаток калия в кормах, при его потерях с пищеварительными соками и мочой, в резуль​тате гиперсекреции альдестерона.

5. Особенности метаболизма и патобиохимия обмена витаминов организме

1. Введение, характеристика группы.

2. Особенности метаболизма.

3. Патобиохимия.

4. Диагностика: прямая и косвенная.

Лекция № 6

Биохимия и патобиохимия желудочно-кишечного пищеварения у жвачных и моногастричных животных. Кли​нико-диагностическое значение оценки функционального состояния желудка и кишечника по результатам био​химического исследования

План:

1. Основные положения биохимия и патобиохимии желудочно-кишечного пищеварения у моногастричных и жвачных животных:

· Желудочная диспепсия;

· Кишечная диспепсия.

2. Лабораторная оценка функционального состояния желудка и кишечника:

2.1. исследование фекалий;

2.2. исследование желудочного содержимого;

2.3. исследование рубцового содержимого;

2.4. исследование крови при заболеваниях ЖКТ.

1. Основные положения биохимия и патобиохимии желудочно-кишечного пищеваренияу моногастричных и жвачных животных

Механические процессы приводят к изменению структуры и физических свойств корма — плотности, консистен​ции, размеров частиц и т. п. Это является следствием пережевывания, сокращения мышц желудочно-кишечного тракта, воздействия жидкой части пищеварительных соков. Физико-химические процессы (например, действие соляной кисло​ты в желудке или поверхностно-активных веществ желчи в кишечнике) способствуют набуханию частиц корма, увели​чению их поверхностного натяжения, активации ферментов, повышению растворимости солей. Ферментативная обра​ботка корма.

Ферментация корма лежит в основе пищеварения. Любое нарушения одной из функций пищеварительного тракта сказывается на процессах протекания ферментации. Для переваривания необходимы высокая активность ферментов, оптимальный уровень рН среды, температура и определенное время контакта ферментов с пищей. Часть этих условий обеспечивается предварительной обработкой корма.

Ферментатация корма в пищеварительном тракте происходит за счет:

а)
ферментов пищеварительных секретов, выделяемых внутристенными или застенными пищеварительными желе-
зами;

б)
ферментов, образуемых микроорганизмами пищеварительного тракта; в) ферментов, содержащихся в раститель-
ных кормах.

Желудочное пищеварение.

Процессы ферментативного переваривания

Пищеварение в желудке идет за счет желудочного сока. В состав желудочного сока входят слизь, вырабатываемая слизистыми железами желудка, соляная кислота, синтезируемая обкладочными клетками, и ферменты главных клеток— пепсин, химозин, липаза. Пепсин поступает в желудок в неактивной форме пепсиногена и под действием соляной кис​лоты становится активным. Пепсин расщепляет белок на простые белки — альбумозы и пептоны. Химозин (реннин) створаживает молоко, превращает его казеиноген в нерастворимый казеин и пептиды. Желудочная липаза расщепляет только эмульгированные, (которые имеются в молоке) жиры на глицерин и жирные кислоты. Этот фермент в значи​тельном количестве содержится в желудочном соке новорожденных животных.

Соляная кислота, кроме активизации пепсиногена, способствует набуханию белков, размягчению и перевариванию костей, створаживанию молока, участвует в регуляции проходимости пилорического сфинктера и функции слизистой оболочки двенадцатиперстной кишки, губительно действует на микроорганизмы, неустойчивые к кислотам. Рн = 2,5.

Особенностирубцового пищеварения.

В прежелудках жвачных идет микробная ферментация корма. В этих органах в основном расщепляется раститель​ный корм под действием фермента целлюлазы, который вырабатывается микроорганизмами; простейшими, грибками и бактериями. В 1 г содержимого рубца насчитывается до 1010 микроорганизмов. Многие из них интенсивно развиваются и в течение суток дают более пяти популяций.

Микробиологический процесс в рубце проходит нормально в тех случаях, когда соотношение безазотистых веществ корма и азотистыхэкстрактивных веществ составляет 1:8—1:10, то есть не 1 корм. ед. приходится 100—120 г перевари​мого протеина. При этом должно быть также оптимальное соотношение протеина и Сахаров 1:0,8—1,5, то есть на 100 г протеина приходится 80—150 г растворимых углеводов.

Для нормального процесса пищеварения животным необходимо давать жиры, витамины и различные соли. Кроме того, в рубце должна быть температура 38—40° и рН среды, близкий к нейтральной.

В преджелудке используется около 70% переваримого сухого вещества корма. Целлюлолитические процессы, так же, как и расщепление моно-, ди-, три- и полисахаридов, заканчиваются образованием в сутки около 4 кг летучих жир​ных кислот (ЛЖК). Промежуточный продукт расщепления углеводов в рубце — пировиноградиая кислота, из которой образуется молочная кислота, ЛЖК и др.

Из общего количества синтезируемых в рубце ЛЖК 75% приходится на уксусную, 15—на про-пионовую и 10% на масляную кислоту. Это соотношение зависит от состава принимаемого корма. Кислоты образуются из клетчатки корма под действием ферментов. Например, целлюлоза расщепляется ферментом целлюлазой до целлобиозы и глюкозы, кото​рые сбраживаются до ЛЖК. Лигнин практически не расщепляется под действием цел-люлолитических ферментов и не образует кислот.

В процессе брожения в рубце постоянно образуются С02, СН4, NH3, H2S, Н2, и др. За сутки синтезируется до 1000 л газов; на долю углекислого газа приходится 65%, метана—30%. Газы выводятся при отрыгивании или всасываются и с кровью поступают в легкие, откуда выделяются при выдохе.

Белки (азотсодержащие вещества) корма в рубце расщепляются главным образом микроорганизмами до пептонов и аминокислот. Часть аминокислот используется для синтеза бактериального белка или аминокислот, часть его с кровью поступает в печень, где служит источником для образования мочевины, которая выводится из организма с мочой, час​тично выделяется со слюной и возвращается в рубец. Повторное использование азота мочевины—важнейший приспосо​бительный механизм жвачных при неравномерном поступлении с кормом азотсодержащих веществ. При дефиците азо​тистых веществ в корме сокращается выведение мочевины с мочой.

В стенке преджелудков всасываются ЛЖК и образуются кетоновые тела, из маслянной и молочных кислот синтези​руется глюкоза.

Пищеварение в кишечнике.

В тонком отделе кишечника 3 среда щелочная — рН 8,5. В начале двенадцатиперстной кишки рН 3,5—4. Сок со​стоит из секрета бруннеровых и либеркюновых желез, поджелудочной железы и желчи. Бруннеровы железы (располо​жены в начальной части двенадцатиперстной кишки) вырабатывают пепсиноподобный фермент и слабоактивные фер​менты—липазу и амилазу, которые расщепляют жиры и углеводы, Либеркюнбвы железы (находятся в толще всего тон​кого отдела кишок) вырабатывают ферменты энтерокиназу, пептидазы, липазу, амилазу и др.

Поджелудочная железа вырабатывает ферменты, переваривающие белки, жиры и углеводы. Ферменты, перевари​вающие белки, выводятся в кишечник в форме трипсиногена и химотрипсиногена. Под действием кишечной энтероки-назы трипсиноген превращается в активный трипсин, а химотрип-чоген — в химотрипсин, который расщепляет белки до аминокислот и пептидов. Липаза поджелудочной железы и тонких кишок расщепляет жиры на глицерин и жирные кислоты. Амилаза переваривает крахмал в декстрин, который затем расщепляется под действием специфических фер​ментов до глюкозы. Так, например, мальтаза расщепляет мальтозу, лактаза — лактоозу, фруктаза—фруктозу до глюко​зы. В печени вырабатывается желчь, содержащая холиевую, дезоксихолевую, липохолевую, таурохолиевую, гликохоле-вую и другие желчные кислоты, которые эмульгируют жиры, за счет чего увеличивается их поверхность. Желчь нейтра​лизует соляную кислоту, приостанавливая действие пепсина и раздражая окончания мейснеровских и ауер-баховских нервных сплетений кишечника, влияет на моторную и секреторную функции кишечной стенки, повышает регенератив​ные процессы в грануляционной ткани, участвует в пигментном обмене, губительно действует на неустойчивые к щело​чам микроорганизмы и т. п.

В толстом отделе кишечника пищеварение происходит под действием ферментов, поступивших с содержимым тон​кого отдела кишечника (химус), а также за счет микробиологических процессов.

Всасыванию подвергаются лишь только относительно простые вещества (моносахариды, жирные кислоты и глице​рин, аминокислоты и т.д.). Наиболее активное проникновение питательных веществ через стенку ЖКТ идет в тонком отделе кишечника. Особенностью данного процесса является то, что он идет против градиента концентрации (т.е. во​преки законам диффузии и осмоса). Реализуется это за счет существования активного транспорта (посредством молекул переносчиков - специфических белков или ионов металлов). Примеры (всасывание некоторых аминокислот).

В основе нарушения пищеварения могут лежать органические или функциональные причины. Однако независимо от начального звена развития патологического процесса (то ли это несбалансированное кормление, или действие цито-токсинов, нарушение рефлекторно моторной функции и т.д.) в центре всех патобиохимических процессов лежит нару​шение ферментации корма (недостаточное переваривание и следовательно всасывание) и извращение пищеварения. Симптомокомплес в основе развития, которого лежит нарушения переваривания корма, именуется диспепсией.

Извращение пищеварения - под этим термином следует понимать - усиление ферментативных процессов за счет Е микроорганизмов и Е, содержащихся в корме. В результате образуются несвойственные нормальному пищеварению продукты или нормальные, но в большом количестве (с последующем развитием интоксикации).

Желудочная диспепсия.

Нарушение пищеварения в желудке по происхождению может быть двух видов:

· желудочное, в основе лежит изменение секреции желудочного сока (изменения количественного и качественного характера);

· внежелудочное, связанное с недостаточной обработкой корма в вышележащих отделах ЖКТ или при несоответ​ствии корма с физиологией вида.

Виды нарушения секрещии желудочного сока. Патологическая секреция может протекать в нескольких формах:

· по объему (гипер- и гипосекреция);

· по содержанию соляной кислоты (гиперацидня, гипоацидная (инертной, субацидная) и анацидная (за счет ахи​лии).

В развитии патологического процесса (гастрит, язвенная болезнь) данные виды нарушений секреции могут чередо​ваться.

При гиперацидных состояниях наступает различная по продолжительности задержка эвакуации содержимого, чаще в результате пилороспазма, и происходит разрушение слизистого барьера. Как таковое нарушение пищеварения здесь нет - корм переваривается, однако имеется момент извращения пищеварения. Гиперсекреция приводит к задержке эва​куации, усилению образования газов и их всасыванию, с последующим развитием интоксикации.

Гипосекреция и гипоацидная секреция приводит к кому, что в полости желудка формируется среда, в которой не полностью или совсем не проявляются протеазные и пептидазные свойства пепсина. В полости желудка формируется среда, в которой не полностью или совсем не проявляются протеазные и пептидазные свойства пепсина. Белок оказыва​ется неподготовленным к дальнейшему перевариванию в кишечнике, обуславливая нарушения там. В связи со сниже​нием концентрации свободной соляной кислоты ослабевают или исчезают бактерицидные свойства желудочного сока, и создаются условия для развития в кишечнике (возникают бродильные и гнилостные процессы). Образующиеся при этом токсины всасываются, фиксируются в тканях, преимущественно в печени, угнетая их функции. Для этого вида желудоч​ной диспепсии характерно ускорение продвижения корма по ЖКТ и возникновение диареи. Глубокое торможение сек​реции может перейти в ахилию, при которой железы теряют способность выделять соляную кислоту и пепсиноген.

Кишечная диспепсия.

Процессы нарушения кишечного пищеварения также могут по происхождению быть кишечными и внекишечными. В основе первого вида нарушений лежит нарушения секреции кишечного сока (сопровождает органические поражения стенки кишечника в области расположения желез, заболевания печени и поджелудочной железы).

Однако из тесной функциональной связи органов причиной нарушения кишечного пищеварения наиболее часто становится нарушение пищеварения в желудке. При высоких значениях рН в содержимом желудка не проявляется про-теазная и пептидазная активность пепсина. В результате этого в кишечник поступают негидролизованные белки. Низкая кислотность химуса, а также слабая реактивность органа приводят к снижению внешнесекреторной функции поджелу​дочной железы, что усугубляет нарушение полостного и пристеночного пищеварения. Развивается дисбактериоз с пре​обладанием гнилостных и бродильных процессов. Образуются токсические усиливающие и поддерживающие воспали​тельный и дистрофический процессы. Быстрое продвижение по кишечнику разжиженного содержимого с одновре​менным нарушением всасывания приводит к большим потерям питательных веществ (преимущественно белка), элек​тролитов и воды, в результате чего наступает дегидратация организма, нарушается кислотно-щелочное равновесие с тенденцией к метаболическому ацидозу и отмечаются другие сдвиги в обмене веществ.

Аиидоз и алкалоз преджелудков

Данные патологически процессы (я думаю, что расшифровка данных терминов не нужна) являются патогенитиче-скими звеньями многих заболеванийпреджелудков (спутник гипотонии и атоний). Кроме того, при интенсивном их раз​витии они обуславливают тяжесть заболевания и исход, поэтому даже выделяются в отдельные нозологические едини​цы.

рН содержимого рубца важный показатель, обуславливающий направление микробного пищеварения. В норме он близок к нейтральной. Из его изменений следует разграничивать острые значительные сдвиги, приводящие к развитию общего ацидоза или алкалоза организма и хронические (постоянно высокий или низкий уровень рН - приводит к смене микробного пейзажа, а следовательно нарушению пищеварения).

Причинами сдвига рН в кислую сторону могут быть:

Острых - большое поступление растворимых углеводов (крахмала, моносахаридов) с кормом, которые под влия​нием бактериальных ферментов сбра-живаются с образованием большого количества молочной кислоты и летучих жир​ных кислот (уксусной, пропионовой, масляной). Эти продукты рубцового брожения при правильном кормлении не на​капливаются в больших количествах в рубце, поскольку быстро используются организмом в качестве источников энер​гии, а также для синтеза жиров и белков. Только при быстром и обильном накоплении в рубце указанных продуктов ферментации они не успевают утилизироваться организмом и обусловливают возникновение и развитие патологии. Происходит быстрое закисание содержимого рубца с падением рН ниже 6,0. Уменьшается также щелочной резерв кро​ви. Вслед за этим вскоре ослабевает, а затем исчезает моторная функция преджелудков с залеживанием содержимого. Хронический ацидоз может развиваться вследствие:

· нарушение моторной функции преджелудков (при залеживании содержимого);

· недостаток секреции слюны (которая выравнивает рН).

Продукты образующиеся в результате данных состояний, воздействуя на слизистую оболочку рубца, вызывают мо​гут поражение эпителия, усугубляя процесс.

Избыток щелочных валентностей при алкалозе образуется за счет интенсификации процессов гидролиза азотсодер​жащих веществ корма (протеин, карбамин, нитраты) до аммиака за счет микрофлоры преджелудков. Наиболее часто и классически протекает при переизбытке в рационах карбамида. Аммиак сдвигает рН рубцового содержимого выше 7,2, концентрация аммиака возрастает до 1,6 г/л и выше. Такие условия неприемлемы для нормальной микрофлоры кишеч​ника. РЩ повышается до 64 об%С02, а рН мочи достигает 8,4 ед. Хронические алкалозы могут быть следствием нару​шения моторики преджелудков на фоне избыточного белкового кормления (при перекорме бобовыми травами).

2. Лабораторная оценка функционального состояния желудка и кишечника.

Заключается в исследовании нативного секрета желез и содержимого ЖКТ, фекалий и исследование некоторых по​казателей сыворотки (плазмы) крови. Цели:

· оценить выполнение функций;

· выявить органические поражения.

2.1. Биохимическое исследование фекалий.

Незаслуженно забытый способ диагностики.

Кал (faeces, copros) формируется в толстом кишечнике из непереваренных остатков пищи, секретов, экскретов, и клеток органов желудочно-кишечного тракта и других тканей (кровь, лимфоидная ткань и пр.), а также микрофлоры кишечника. Физические свойства и химический состав кала отражают:

· характер корма, зависит от состава рационов (при обычном питании у животных в зависимости от вида животного фекалии на 55 (у МРГ) - 75 (у лошадей) - 85 % (у КРС) состоят из воды и на 45 - 15 % из плотного (сухого) остатка).

· при обычном или специальном рационе состав и характер кала определяется состоянием пищеварительной системы: механическое измельчение пищевых продуктов в ротовой полости, секреторная функция пищеварительных желез, выраженность ферментативного расщепления, степень всасывания продуктов гидролиза, перистальтика кишеч​ника, особенности кишечного микробного пейзажа и т. д.

· патологические процессы органов желудочно-кишечного тракта (распадающиеся опухоли, язвенные де​фекты с кровотечением, туберкулез кишечника, глистные инвазии и пр.) могут сопровождаться появлением в составе каловых масс патологических примесей.

· нарушения пищеварения обуславливают появление в кале непереваренных или невсосавшихся веществ, которых в норме не обнаруживают.

Цели исследования:оценка пат. процесса и исследование функциональных возможностей организма.

Подготовка пациента. Исследование кала для выявления патологических состояний желудочно-кишечного тракта (кровотечения, распадающиеся опухоли, глистные инвазии, туберкулез кишечникаи т. п.) не требует специальной под​готовки больного. Для оценки функционального состояния органов желудочно-кишечного тракта можно предваритель​но выдержать исследуемое животное на какой-то диете.

Патологические процессы органов желудочно-кишечного тракта (распадающиеся опухоли, язвенные дефекты с кровотечением, туберкулез кишечника, глистные инвазии и пр.) могут сопровождаться появлением в составе каловых масс патологических примесей.

Кал в ветеринарной лабораторной практике исследуют по следующей схеме:

1) макроскопическое исследование;

2) микроскопическое;

3) химическоеисследование;

4) бактериологическое исследование.

Макроскопически оценивают количество, консистенцию и форму каловых масс, их цвет и запах, а также наличие примесей и остатков непереваренного корма (в некоторых случаях удается заметить визуально непереваренные кости, куски мяса). Количество кала указывает на скорость прохождения пищевой массы через кишечник. Увеличение говорит о ускорении, а уменьшение кала наблюдается при запорах, химо- и копростазе. Наличие крови в кале свидетельствует о поражении стенки ЖКТ с образованием глубоких эрозий, язв, высокой проницаемости сосудов при инфекционных про​цессах. Темно-бордовый, красно-коричневый цвет указывает на кровотечения в желудке и тонком кишечнике, а ярко-красный или вишневый цвет фекалий - в толстом. Гнилостный, кислый или запах аммиака указывает на характер мик​робного процесса. Появление в кале пузырьков воздуха - показатель интенсивного брожения.

Микроскопичесим исследованием устанавливают переваривающую способность органов пищеварительной систе​мы; отыскивают различные включения, свидетельствующие о патологическом процессе (гной, кровь, клетки эпителия и проч.); наличие различных микроорганизмов; наличие гельминтов, паразитирующих в кишечнике и др. органах.

В норме плотный остаток приблизительно на 40% состоит из остатков непереваренной пищи, на 25—30% из остат​ков отделяемого желудочно-кишечного тракта и на 30—35% — из микрофлоры кишечника, 10% которой жизне​способно. Плотный остаток детрит - при микроскопии слабо дифференцируется.

При патологии можем обнаруживать креаторею - наличие в кале непереваренного белка (в виде волокон не поте​рявших исчерченность - более актуально для плотоядных).

Стеаторея - появление в кале большого количества нейтрального жира развивается при недостатке липазы и не​достаточном поступлении в кишечник желчи, что приводит к мальдигестии и мальабсорбции. Кал при этом неоформ​ленный, мазевидной консистенции. Выявляется при окрашивании мазка раствором Саатгофа, а также реактивом Гехта.

Амилорея - появление в кале непереваренных углеводов (крахмалаи продуктов его неполного расщепления). Выяв​ляется при окрашивании мазка раствором Люголя для обнаружения крахмала (у здоровых животных крахмал в кале отсутствует и не дает никакой окраски, если крахмал не ращепляется вообще, то окрашивается в сине-черный цвет, час​тично ращепленный - имеет цвет от фиолетового до красно-бурого).

Диарея с копрологическим синдромом аминореи и стеатореи признак кишечной диспепсии. А с креатореей признак - желудочной.

При химическом исследовании проводят определение рН, билирубина, скрытой крови, белковой экссудации.

Целью бактериологического исследования является обнаружение различных микробов, но поскольку их довольно трудно дифференцировать, то микрофлору окрашивают по Граму. В мазках у здоровых телят обнаруживают 60-90% грамположительных и 10-40% грамотрицательных бактерий. При простой, а тем более при токсической диспепсии ко​личество грамотрицательной микрофлоры возрастает до 70-90%.

2.2.
Лабораторное исследование содержимого желудка.

Роль лабораторного анализа желудочного содержимого в диагностике заболеваний органов пищеварительной сис​темы исключительно высока.

Исследуют нативный сок - после голодной диеты и стимуляции секреции и желудочное содержимое после дачи корма (характеризует функцию).

Исследование включает определение физических и химических свойств, микроскопию желудочного сока.

При оценке физических свойств определяют количество, цвет, запах и примеси в соке. Количество - позволяет деффиринцировать тип секреции.

Из химических свойств наиболее важны:

рН;

концентрация свободной и связанной соляной кислоты ; общая кислотность;

протеолитическую активность содержимого, наличие в нем желчи и скрытой крови.

Микроскопически устанавливают желудочный лейкопедез, т.е. наличие в соке лейкоцитов - что признак воспале​ния и позволяет понять причину диспепсии.

У здоровых животных чистый желудочный сок - это бесцветная или слегка желтоватая опалесцирующая жидкость, водянистой консистенции, кисловатого запаха, с относительной плотностью 1,003-1,005, рН 1-2 ед., свободная HQ - 15​30, связанная - 10-20, а общая 25-65 ммоль/л, примеси крови и желчи отсутствуют, количество лейкоцитов при микро​скопии от 50 до 250 в 1 мкл осадка.

Острый гастрит у животных может протекать как с повышенной кислотностью, так и со снижением, вплоть до от​сутствия соляной кислоты (влияние кислотности на эвакуацию содержимого из желудка в кишечник). Хронический гастрит проявляется чаще снижением кислотности сока вплоть до отсутствия соляной кислоты (ахилия). Воспалитель​ные процессы сопровождаются увеличением в 5-10 и более раз желудочного лейкопедеза.

2.3.
исследованиерубцового содержимого

Химическое исследование включает определение реакции (рН) содержимого, его общей кислотности, концентра​ции летучих жирных кислот (ЛЖК), активность микрофлоры. С этой целью рубцовое содержимое фильтруют через 2-3 слоя марли и жидкую часть подвергают анализу. Реакцию устанавливают на рН-метре или иономере, при экспресс-диагностике - с помощью индикаторной бумаги (у здоровых - 6,8-7,4). Общую кислотность определяют посредством индикаторного титрования с 1°/о-ным спиртовым раствором фенолфталеина или при помощи потенциометрического титрования (норма 1-10 ммоль/л). Количество ЛЖК в содержимом от 5 до 15 мг/100 мл, их оптимальное соотношение: 60-65% уксусной, 20-25% пропионовой и 10-15% масляной кислоты. Активность микрофлоры определяют с метилено-вым синим (1 мл 0,03%-го р-ра, добавленного к 20 мл содержимого обесцвечивается в течение 3 мин., при снижении активности - 15-17 и более мин.).

При микроскопическом исследовании подсчитывают количество инфузорий, оценивают их подвижность и видовой состав.

Лекция № 6
БИОХИМИЯ И ПАТОБИОХИМИЯ ПЕЧЕНИ

План лекции:

1. 2. 
Основные функции печени.

Патобиохимия болезней печени. Биохимические методы оценки функционального состояния печени. Диагностика и дифференциальная диагностика основных заболеваний печени.

4.   Принципы разработки лечебных мероприятий при болезнях печени у животных с учетом результатов биохимиче​ских исследований.

1. Основные функции печени.

Из курса анатомии с.-ч. Животных Вам известно, что печень является самым большим паренхиматозным органом, крупной пищеварительной железой сложнотрубчатого строения. У животных она лежит в полости общего центра тяже​сти, непосредственно позади диафрагмы, и поэтому затруднена для исследований общими клиническими мнетодами.

Масса ее колеблется в пределах от 1,0 до 1,5 % от массы тела и до 2,5 % у свиней. Так, у взрослого крупного рога​того скота может достигать 9 кг, а у лошадей 5.

По химическому составу печень здоровых животных состоит примерно на 70 - 75 % из воды, на 12 - 25 % - из белков, на 2 - 6 % из липидов и 2 - 8 % приходится на гликоген (биологический полимер глюкозы).

В печени протекают самые интенсивные обменные процессы в организме. Иначе говоря, печень это «биохими​ческая лаборатория» организма.

Объясняется это анатомическим ее расположением и особенностью кровоснабжения. Так печень находится в цен​тре брюшной полости, и через нее проходит вся кровь, оттекающая от желудка, кишечника и селезенки. Из всего крово​снабжения на долю этой венозной крови поступающей по воротной вене приходится 70 %, остальная кровь артериаль​ная (которая питает печень кислородом) поступает по печеночной артерии.

Печень принимает и распределяет почти все вещества, проникающие в организм из пищеварительного тракта. Вся кровь, в которую всосались продукты переваривания пищи и другие вещества из кишечника, поступают в печень по широкой воротной вен. Эта вена разветвляется на узкие канальцы, по которым кровь медленно течет, омывая печеноч​ные клетки. Поступающие с кровь вещества переходят в ткань, подвергаются превращениям, некоторые накапливаются и затем в неизмененном виде или в виде метаболитов поступают в общий кровоток.

Многообразие функций печени связано с особенностями кровообращения (наличия капиллярной сети воротной вен, через которую протекает кровь от кишечник, и капиллярной сети печеночной артерии, доставляющей в орган с кро​вью кислород и питательные вещества), а также особенностями структуры печеночной дольки.

Функциональной единице печеночной ткани является - печеночная долька. Как видно на рисунке (рис. ), гепато-циты находятся в пластинках, образуемых двумя слоя клеток (на их долю приходится до 80% всех клеток). Между слоями гепатоцитов заключены желчные канальцы. Наружные поверхности пластинок прикрыты эндотелиальными клетками, образующие стенки синусоидов на долю эндотелиальных клеток приходится около 15% от всех клеток пече​ни, более трети из них представлена клетками Купфера).

Таким образом, гепатоциты контактируют с синусоидами и желчными канальцами. Синусоиды - это видоизме​ненные капилляры, по которым циркулирует смешанная кровь: венозная из воротной вены, артериальная из печеночной артерии. Из синусоидов кровь поступает в ветви печеночной вены и далее в нижнюю полую.

Веточки воротной вены, печеночной артерии и желточного протока, а также лимфатические сосуды пронизывают ткань печени, отделяя дольки друг от друга.

Венозная кровь со всосавшимися в кишечнике веществами и артериальная, насыщенная кислородом из печеноч​ной артерии, поступает в узкие синусоиды и омывает клетки печени. Клетки извлекают часть веществ, подвергают их метаболическим превращениям и выделяют продукты превращений в синусоиды или желчные канальцы. Желчные ка​нальца собираются в мелкие желчные протоки и затем в главный желчный проток. Кровь синусоидов собирается в цен​тральную вену дольки, далее в сублобулярную и, наконец, в печеночные вены.

Функции печени в организме:

1. Метаболическая функция. В каждой клетки возможно протекание более тысячи различных химических реак​ций. Поэтому печень по отношению к этой функции уникальный орган. Она осуществлении регуляцию метаболических процессов и поддержанию постоянства в крови метаболитов углеводного, липидного, белкового, минерального и вита​минного обменов. Т.е. она участвует во всех видах обмена.

1.1. В белковом обмене:

· в печени наиболее активно идут реакции аминирования и переаминирования аминокислот, посредством чего она ре​гулирует аминокислотный состав сыворотки;

· происходит синтез мочевины из аммиака.

1.2. Вуглеводном обмене:

· обеспечивает синтез и распад гликогена, т.о. регулирует постоянство концентрации глюкозы в организме;

· интенсивно протекает глюконеогенез (синтез глюкозы из метаболитов других обменов).

1.3. В обмене липидов:

· синтезируются жирные кислоты, холестерин, желчные кислоты, аполипопротеины и формируют липопротеиды (ЛП) очень низкой и высокой плотности, в гепатоцитах осуществляются процессы кетогенеза.

1.4. В обмене витаминов:

-
депонирование жирорастворимых витаминов, гидроксилирование витамина D и фосфорилирование

водорастворимых.

2. Синтетическая функция. Печень интенсивно синтезирует ряд химических соединений на "экспорт": так здесь син​тезируется более 90 % всех белков крови.
3. Антитоксическая и обезвреживающая функции. Заключатся в том, что печень обладает способностью к извлече​нию из крови химических веществ (поглотительная функция), благодаря чему токсические метаболиты, "отслужив​шие" регуляторные соединения (гормоны) и ксенобиотки (эндогенно поступившие вещества, не имеющие метаболиче​ского значения) инактивируются здесь и подготавливаются для экскреции.
4. Экскреторная функция. Заключается в выделении во внешнию среду вместе с желчью некоторые вещества (напри​мер, билирубин и других некоторых продуктов метаболизма).
5. Депонирующая функция. В печени депонируются ионы железа, меди, гликоген, витамины А, В12, и др.
6. Пищеварительная функция. Обеспечивается образования посредством и выделения желчи в ЖКТ.
2. Патобиохимия болезней печени. Методы оценки функционального состояния печени.

В настоящее время ветеринарная гепатология рассматривает три нозологические единицы болезней печени: гепатит, гепатоз и цирроз, а также три единицы болезней желчевыводящих путей: холецистит, холангит и желчекамен-ную болезнь. Выделенная в начале прошлого века из гепатоза токсическая дистрофия печени со временем была оформ​лена в нозологическую единицу. Впервые эта болезнь была описана Е.М. Земмером в 1882 г. под названием «энзоотиче​ский гепатит», а по предложению Корса названа «токсическая дистрофия печени». Абсцесс печени (гнойно-некротический гепатит), дистрофии (жировая, амилоидная и др.), являются патоморфологическими формами болезней печени. К ним можно отнести и все воспаления желчевьшодящих путей, поскольку клинически у животных они не ди​агностируются.

Известно, что с развитием промышленного ведения животноводства, свиноводства, овцеводства, птицеводства и др. большее распространение имеют и болезни незаразной этиологии. По результатам ветеринарно-санитарной экс​пертизы и патологоанатомических исследований, проводимых в последние два десятилетия, только 2-7 % от числа забо​левших свиней приходится на болезни инфекционной этиологии. Среди незаразной природы ведущими являются бо​лезни органов пищеварения - 40 % и более от всей патологии неинфекционного происхождения.

Известно, что патология печени среди заболеваний органов пищеварения занимает одно из ведущих мест. Это связано, видимо, и с тем, что в производственных условиях часто наблюдаются сочетанные поражения печени, желудка и кишечника (r=0,8). Высокая смертность при этих болезнях, затраты на проведение лечебно-профилактических меро​приятий и снижение продуктивности животных наносят сельскому хозяйству большой экономический ущерб.

В последние годы, отмечается тенденция к увеличению токсических поражений печени. Это может быть свя​зано с ухудшением экологии и нарушением технологии выращивания. Так, за последние годы при диспансерном обсле​довании, ветеринарно-санитарной экспертизе и патологоанатомическом вскрытии животных патология печени выявлена в 90 - 100 % случаев. Из них у 70-80% отмечаются паражения печени диффузного характера в том числе и токсические.

Болезни печени у животных имеют широкое распространение. Могут носить массовый характер. Наиболее часто регистрируются гепатит, гепатодистрофия и т.д. (рис). Например, у крупного рогатого скота при концентратном типе откорма - порядка у 85 % поголовья, у высокопродуктивных коров - до 60 - 70 %, у основных свиноматок до тех же 70 %.

Строятся на изучении химического состава печени (она доступна для биопсии) и химического состава крови, кала и мочи.

Изменения в составе крови при заболеваниях многочисленны и разнообразны, обусловлены многообразием вы​полняемых печенью функций. Классифицировать тесты, оценивающие эти изменения целесообразно по выполняемым печенью функциям.

· пробы, направленные на изучение обмена пигментов, белков, углеводов, липидов, витаминов и минералов;

· пробы, изучающие детоксикационную функцию;

· пробы анализа поглотительно-экскреторной функции.

Биохимические изменения в печени при патологии зависят от характера процесса, вида и интенсивности дейст​вия повреждающего фактора.

Основную роль в развитии гепатита и гепатодистрофии по продолжению играют возбудители инфекций и ток​сические факторы (эндогенные и экзогенные). Воспалительные процессы протекают по классическому типу в три ста​дии: альтерация, экссудация и пролифирация. На первом этапе на действие повреждающего агента реагируют гепатоци-ты. Процессы начинаются с изменения метаболизма клетки (нарушения в гепатоците процессов окислительного фосфо-рилирования, снижения концентрации АТФ и НАД, снижением активности ферментов цикла лимонной кислоты, окис​лительного дезаминирования и переаинирования и др.). Далее активируются процессы ПОЛ, меняется проницаемость клеточных мембран и процесс может протекать по типу аутолиза клетки за счет собственных лизосомальных фермен​тов, приводящий к выходу в межклеточное пространство содержимого клетки и медиаторов воспаления. Последние обуславливают вовлечение в процесс новых клеток и сосудистую реакцию с инфильтрацией печеночной ткани. В таких условиях резко меняется питание ткани, и создаются предпосылки дистрофических процессов (белковых и жировых).

Еще одним моментом развития процесса является внутрипеченочный холестаз - нарушение оттока желчи от клеток. Исход процесса зависит от количества погибших клеток интенсивности инфильтрации. Обширные инфильтраты, как правило, прорастают соединительной тканью.

Часто дистрофия органа может развиться без ярко выраженного воспаления. Это наблюдают при неадекватном поступлении и удалении из печени метаболитов какого-то обмена, и особенно жирового. А так же токсического генеза -когда гепатотропный яд блокирует метаболический путь (так, например, CCL4 - блокирует цитохром и принимает на себя электорн, образуется радикал, который инициирует процессы ПОЛ, вначале нарушается липидный обмен в гепато​ците, а при интенсивном процессе возможно разрушение липидного слоя мембран гепатоцитов). Однако почти всегда дистрофические процессы приводят к развитию аутоиммунного воспаления.

Клинические признаки поражения печениявляются малоспецифичными и поэтому лабораторная диагно​стика очень важна.

При патологии меняется химический состав органа. Это диагностически важно, т.к. печень доступна для био​псии. По химическому составу печень на 70 - 75 % состоит из воды, на 12 - 25 % - из белков, на 2 - 6 % из липидов, 2 -8 % приходится на гликоген. Печень содержит значительное количество витаминов, минеральных компонентов, фер​ментов, многие из которых являются строго специфичными для печени. При жировой дистрофии, например, увеличива​ется количество нейтральных жиров, а содержание воды снижается. Тяжелые паренхиматозные поражения органа сопровождаются снижением содержания в нем гликогена.

Изменения функциональной активности гепатоцита отражается на химическом составе крови. Биохимическая сывороточная диагностика наиболее разработана для патологии печени.

Изменения в составе крови при заболеваниях печени многочисленны и разнообразны, обусловлены многообра​зием выполняемых печенью функций. По этому целесообразно выбирать тесты, оценивающие каждую из функций.

Оценка обмена белков в печени.

Важную роль играет печень в белковом обмене. В ней кроме собственных белков синтезируются белки плазмы - альбумин, большая часть альфа- и бета-глобулинов, белки гемостатической системы. При большинстве заболеваний белковый состав сыворотки крови значительно изменяется. Как правило, отмечается гипопротеинемия и особенно за счет снижения количества альбумина. При циррозе и жировой дистрофии увеличивается содержание белков фракций бета- и гаммаглобулинов. При значительном снижении альбумина до уровня 30 г/л снижается онкотическое давление крови, и как следствие выход воды из кровеного русла - развитие отеков. В печени происходит образование мочевины -конечного продукта обмена белка. Поэтому гипоуремия, на фоне повышенного содержания аммиака в крови показатель угнетения данной функции. В некоторых случаях важное диагностическое значение может иметь исследование

Оценка обменауглеводов в печени.

Прежде всего, это уровень глюкозы в крови, молочной и пировиноградной кислот. Т.к. печень регулирует кон​центрацию глюкозы в крови, посредством протекания 3 процессов: синтеза и распада гликогена, а также глюконеогене-за. Гипергликемия указывает на снижение поглотительной функции гепатоцита и снижение скорости синтеза гликогена, при этом уровень ПВК увеличивается. Увеличение концентрации лактата говорит о недостаточности процессов глюко-неогенеза. Однако следует учитывать состояние нейро-гуморальной регуляции, так как такие гормоны как инсулин, АКТГ и глюкокортикоиды снижают ее концентрацию в крови, за счет усиления синтеза гликогена, а адренолин, глюка-гон, соматотропин и тироксин наоборот.

Оценка обмена липидов в печени.

В печень поступают липиды эндогенного и экзогенного происхождения, захватываются и метаболизируются. В ней происходит биосинтез почти всех метаболитов липидного обмена: окисление жирных кислот, кетогенез, синтез жирных кислот, липопротеинов (очень низкой и высокой плотности) и холестерина. Поэтому для диагностических ис​следований можно использовать определение концентрации в крови общих липидов, их фракций, а также фракций ли​попротеинов.

Ценные данные для понимания процессов обмена липидов происходящих в печени может дать определение ке​тоновых тел в крови. Кетоновые тела - продукты окисления жирных кислот. Кетонемия - показатель интенсивности данного процесса. Накопление кетоновых тел сопровождается снижением гликогенсинтезирующей функции печени, поэтому кетонемия еще свидетельствует об истощении запасов углеводов.

Пробы, изучающие детоксикационную и поглотительно-экскреторную функции - заключаются во введении ве​ществ метаболизирующихся только в печени, а затем определяется их концентрация в крови и экскретах.

Заслуживают внимания, т.н. нагрузочные тесты. Наиболее часто используют нагрузочные пробы с сахарами. В организм эндогенно вводится, например глюкоза и затем в течение определенного промежутка изучается динамика кон​центрации ее в крови.

Отдельно следует отметить группу тестов изучающих ферментный спектр сыворотки крови. Т.к. данный метод (ферментодиагностика) имеет особое значение при патологии печени. Принцип ферментодиагностики заболеваний печени заключается в обнаружении в сыворотке крови гепатоспецфических ферментов. Печеночные ферменты можно подразделить на 3 группы:

1. Секреторные, которые синтезируются в клетках печени и выделяются в плазму крови где выполняют определенные функции (например, факторы свертывания крови) - при заболеваниях печени часто наблюдается их снижение;

2. Экскреторные, которые выделяются в желчь (ЩФ, лейцинаминопептидаза, ЛХАТ) - накопление их в крови свиде​тельствует о затруднении оттока желчи.

3. Внутриклеточные (индикаторные) - синтезируются в гепатоците и остаются в нем "обслуживая" собственный ме-
таболизм. Увеличение активности их в сыворотке крови говорит о повышенном поступлении их из гепатоцитов, при
разрушении последних. Это один из ранних симптомов патологии печени. Таких ферментов много, однако не всегда в
практических условиях их можно по техническим условиям определить. Из наиболее часто определяемых - это СДГ,
МДГ, ферменты коныогирования билирубина.
Чаще используют гепатоспецифицеский набор ферментов. Т.е. оп-
ределяются ферменты с относительной органоспецифичностью в сочетании отражающем гепатоцит. Так обычно опре-
деляется АлАТ и АсАТ, ЛДГ, ГГТП, ЩФ и ХЭ. Одновременное значительное увеличение активности этих ферментов
дает только печеночный цитолиз.

При выборе тест-ферментов необходимо учитывать распределение ферментов в субклеточных образованиях гепатоцитов и эпителии желчных ходов чтобы определить степень разрушения клетки. Компонентами цитоплазмы яв​ляются AcAT, АлАТ, ЛДГ. В митохондриях содержатся малатдегидрогеназа (МДГ), глутаматдегидрогеназа (ГлДГ) и митохондриальный изофермент AcAT (м-АсАТ). В эндоплазматическом ретикулуме локализованы детоксицирующие гидроксилазы, амилазы, ферменты коныогирования билирубина. В рибосомах гладкого ретикулума локализованы ХЭ, церулоплазмин. К ферментам эндотелия желчных, протоков относятся щелочная фосфатаза (ЩФ), лейцинаминопепти​даза (ЛАП), у-глутаматтранспептидаза (ГГТТ), нуклеотидаза. Определенное диагностическое значение имеет оценка изоферментов иизоформ ферментов.

3. Диагностика и дифференциальная диагностика основных заболеваний печени

Приведенное в предыдущем вопросе выше деление лабораторных показателей во многом не позволяет судить в целом о патологическом процессе, происходящем в печени. Однако, идя таким путем нам, будет сложно судить о сущ​ности патологического процесса, а, следовательно, и поставить диагноз.

Поэтому для понимания патологических процессов, происходящих в печени, целесообразно использовать принцип синдромной диагностики.

Основными патологическими синдромами, формирующими лабораторную диагностику заболеваний печени, являются:

· симптом билирубинемии,

· синдром цитолиза,

· синдром воспаления,

· синдром гепатоцеллюлярной недостаточности (гепатодепресивный),

· внутри- и внепеченочного холестаза.

При заболеваниях печени желчневьшодящих путей часто наблюдается билирубинемия. Она не тождественна желтухе. При накоплении в крови значительного количества билирубина (для свиней около 12 мкмоль/л) происходит окрашивание кожи и слизистых оболочек в желтый цвет за счет отложения его подкожной клетчатке и подслизистом слое. В таком случае уже появляется клинический симптом желтухи. Однако наблюдения показывают, что она в боль​шинстве случаев при острых паренхиматозных заболеваниях печени выражена не всегда.

Билирубин - продукт расщепления гемоглобина имеет внепеченночное происхождения (в клетках РЭС). Это свободная форма (непроведенная, непрямая), она токсична и для выведения из организма билирубин должен конденси​роваться в печени с глюкуроновой кислотой (коньюгированный, проведенный, прямой билирубин). Транспорт билиру​бина в печень зависит от количества свободного альбумина (комментарий рис.).

Избыточное накопление свободного билирубина в крови может быть следствием повышенного образования его в клетках РЭС - надпеченочная билирубинемия (при интенсивном разрушении эритроцитов), а также при нарушении его конъюгации в печени. В первом случае свободный билирубин повышается очень значительно в десятки раз, а кроме того, резко увеличивается количество его дервиатов в моче и кале. При печеночных (паренхиматозных) билирубине-миях возможно увеличение как свободного, так и связанного билирубина. Последний появляется в крови из-за наруше​ния оттока его по межбалочным капиллярам, а также при гепатоцитолизе он попадает из разрушенной клетки. На этом фоне важно выявить другие поражения печени. Подпеченочная билирубинемия - признак заболеваний холецистита и холангита, с невозможностью выхода оттуда желчи. Проведенный билирубин в крови возрастает очень резко, а его дер-виаты в кале исчезают практически полностью. Печень в развитии процесса так же повреждается, и наслаиваются при​знаки печеночной билирубинемии.

Цитолитический синдром - в прямом смысле слова он подразумевает разрушение печеночной клетки с вы​ходом содержимого во внеклеточное пространство. Различают поверхностный цитолиз (из-за повышения проницаемо​сти клеточных мембран - выходит содержимое цитоплазмы) и глубокий - разрушаются мембраны органелл. Основной лабораторной составляющей этого синдрома является гиперферментоемия за счет органоспецифических для печени ферментов, и повышение в крови проведенного билирубина. Наиболее интенсивно выражен этот синдром при острых и токсических паренхиматозных гепатитах, гепатодистрофиях.

Синдром гепатовоспаления - включает в себя наряду с интенсивным цитолизом признаки воспаления. К сим​птомам мезенхимально-воспалительного синдрома относят:

- гипепротеинемию, диспротеинемию (за счет увеличения концентрации белков острой фазы и гипоальбуми-немии), положительные белково-осадочные пробы. Кроме того, наблюдаются общие типичные воспалительные маркеры - изменения в лейкограмме и повышение СОЭ. Индикаторы мезенхимально-воспалительного синдрома используются как для диагностики, так и для оценки фазы заболевания, активности патологического процесса, определения показаний к лечению и установлению прогноза.

Синдром печеночноклеточной недостаточности (гепатодепрессивный синдром) отражает метаболическую, синтетическую и обезараживающую функции печени. Оценка их позволяет вести диагностику и прогноз течения забо​леваний печени. Различают недостаточность вследствие функциональных нарушений гепатоцита, а также недостаточ​ность вследствие гибели большого количества гепатоцитов. Снижение синтетической функции гепатоцитов оценивают по целому ряду параметров:

по активности гепатоспецифических ферментов (гипоферментоемия - показатель гибели клеток), по концентрации метаболитов разных видов обмена (общего белка, альбуминов, холестерина и общих липидов, проведенного билирубина. Все эти вещества синтезируют гепатоциты, что при их исследовании отражает со​ответствующие стороны обмена веществ. В условиях паренхиматозного поражения синтез их понижается).

Холестатический синдром характеризуется либо внутрипеченочным, либо внепеченочным нарушением сек​реции желчи. Под внутрипеченочным нарушением секреции желчи подразумевают повреждения собственно желчесек-ретирующих механизмов гепатоцита. Это происходит при увеличении объема гепатоцитов, что приводит к сдавлению ими желчных протоков и нарушению дренажной функции. Внепеченочное нарушение секреции желчи развивается в случаях желчной гипертензии, которая в свою очередь обычно связана с препятствием нормальному току желчи в круп​ных желчевыводящих путях (фасциолез). Обнаружить холестатический синдром с помощью методов клинической био​химии можно вполне достоверно. На это указывают ферменты-индикаторы холестаза: ЩФ и ЛАП и увеличение прове​денного билирубина в крови

Дифференциальная диагностика болезней печени - комментарий таблицы.

4. Патохимия панкреатитов у животных

Поджелудочная железа (ПЖЖ) является железой смешанной секреции. Эндокринная часть продуцирует инсу​лин, глюкагон, панкреатический полипептид и другие гормоны. Нарушение эндокринной функции ПЖЖ, в частности сахарный диабет, мы рассмотрели ранее на лекции, посвященной углеводному обмену.

В состав ткани поджелудочной железы человека входит от 72 до 75% воды. Сухой остаток представлен белками (15,6%), липидами (10,6%), минеральнымивеществами (1,3—1,7%) и углеводами (0,2—0,3%). Обращает на себя внима​ние высокое содержание в органе белков, наделенных той или иной ферментативной активностью. Так, по данным Oaly и АИгзку (1952), 10% сухого остатка поджелудочной железы (мышей) приходится на трипсиноген, 5%—на амилазу и 2,5% составляет липаза.

Экзокринная часть представленна ацинусами и продуцирует гшщеварительный сок щелочной реакции (7,8 - 8,6), обогащенный бикарбонатом, содержащий различные ферменты, необходимые для нормального пищеварения: профер​менты протеаз (трипсина, химотрипсина и карбоксипептидазы), липолитический фермент липазу, ко-липазу и амилазу.

Необходимо кратко остановиться на механизмах регуляции секреторной функции ПЖЖ. Как известно, внеш-несекреторная деятельность поджелудочной железы регулируется блуждающим нервом и гуморальными факторами. Раздражение блуждающего нерва или применение холинергических веществ вызывает отделение хотя и небольшого количества сока, но с высоким содержанием ферментов. Атропин, напротив, уменьшает секрецию и подавляет выделе​ние зимогенных гранул из железистых клеток.

Гормонами, стимулирующими секрецию поджелудочной железы, являются секретин и панкреозимин. Образова​ние секретима происходит главным образом в двенадцатиперстной кишке под влиянием поступающей туда соляной кислоты желу дочного сока, а также других кислот. На секреторную функцию рапсгеаз секретин и пенкреозимин воз​действуют только после всасывания, через кровь.

К числу заболеваний, сопровождающихся нарушением экзокринной функции поджелудочной железы, относят острый и хронический панкреатит. Клинические признаки нарушения экзокринной функции обычно наблюдаются толь​ко на поздних стадиях болезни. Эндокринная функция при этих состояниях сохраняется, хотя в тяжелых случаях и при прогрессировании болезни может снизится толерантность к глюкозе.

Прежде чем приступить к рассмотрению патохимии панкреатита должен обратить внимание, что такого заболе​вания вы не найдете в большинстве учебников и справочников по болезням животных. И дело здесь не в том, что оно не встречается у наших пациентов, а в методологических сложностях изучения панкреатита у животных. Заболевание это полиэтиологическое (поражения печени, желудка, отравления (свинцом, фосфором, кобальтом, мышьяком и др.), аллер​гия, аутоиммунная, инфекционная и инвазионная патология), клиническая картина во многом полиморбидная и при ее развитии прогноз как правило осторожный или даже неблагоприятный. В результате диагноз ставится по результатам послеубойного или секционного осмотра ПЖЖ и гистоисследования.

Вместе с тем, к настоящему времени накоплен значительный материал по биохимической диагностике панкреа​титов у животных. Должен отметить, что к этому «приложили руку» и преподаватели нашей академии, в частности проф. В.М.Холод и сотрудники его кафедры, сотрудники кафедр терапии (Карпуть, Щеглов), физиологии и клинической диагностики.

В патогенезе панкреатита одно из ведущих значений отводят самоактивации ферментов ПЖЖ с последующим перевариванием собственной ткани. Из-за отека, повреждения стенок капилляров ПЖЖ нарушается отток панкреатиче​ских ферментов в 12-перстную кишку, активные ферменты поступают в кровь и повреждают другие органы. Под влия​нием трипсина, липазы, др. энзимов активизируется кининовая система, что является предпосылкой прямого попадания поджелудочного сока непосредственно в кровь. А в результате аутолиза клеток высвобождается большое количество гистамина. Все это обуславливает сосудистый коллапс и тяжелую интоксикацию организма. В результате высвобожде​ния панкреатических антигенов возникает также аутоиммунный процесс, который обуславливает вторичное поврежде​ние ПЖЖ.

Лабораторная диагностика панкреотита состоит из прямых и косвенных тестов.

Прямые изучают характер секреции и активность фермента в п/ж соке. В практике они не используются из-за трудностей получения секрета.

К косвенным тестам относится исследование фекалий. При недостатке амилазы и липазы обнаруживают амило-рею и стеаторрею.

В крови и моче возрастает концентрация амилазы, липазы снижается количество кальция. Плазма животных, больных панкреатитом, может иметь признаки липемии и немного повышенные концентрации билирубина и активности щелочной фосфатазы. Развивается лейкоцитоз.

С учетом данных патохимии панкреатита необходимо несколько менять привычные схемы терапии:

Так при проведении регидрационной терапии показаны прежде всего переливание плазмы (она содержит инги​биторы п/ж ферментов, плазмозаменители на основе высокомолекулярных соединений (для поддержания онкотического давления). Контроль за тяжестью болезни и эффективностью лечения желательно осуществлять посредством определе​ния активности амилазы в крови и моче.

При хроническом панкреатите лечение должно быть направлено на предотвращение нарушения кишечного вса​сывания, поскольку разрушение ткани ПЖЖ необратимо и ее экзокринная функция снижена. С этой целью назначают в основном ферментные препараты - панкреатин, фестал, трипсин и др.

Лекция № 8

ПАТОБИОХИМИЯ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И ПОЧЕК План лекции:

1. Основные функции почек и химизм образования мочи. Биохимические тесты оценки функции почек

2. Лабораторная диагностика почечных расстройств у животных.

2.1. Почечная недостаточность.

2.2. Нефротический синдром.

3.1. Мочевые конкременты (камни).

1. Основные функции почек и химизм образования мочи

Почки представляют собой парный орган, построенный по типу железы, каждый функциональный элемент ко​торого представлен нефроном. В почке животных содержится от 300 тыс. до 1 млн. нефронов.

Масса почек составляет в среднем от 0,2-0,3% (кр. рог. ск., лошадь) до 0,5-0,7% (собака, кролик) к общей мас​се тела животного. На 83% почки состоят из воды. 16% приходится на органические вещества (белки - альфа-, бета- и гамма-глобулины, альбумины, аминокислоты (у кр.рог.ск. тирозин, триптофан, фенилаланин и др.), ферменты, углеводы и липиды, в основном в виде фосфолипидов). На натрий, калий, кальций, магний, хлор и др. неорганические вещества приходится до 1% массы почек.

Основными функциями почек являются: 1)   экскреция или выделение отходов жизнедеятельности организма;

2) поддержание объема и состава внеклеточной жидкости;

3) синтез гормонов, необходимых для регуляции эритропоэза, кальциевого гомеостаза и регуляции кровяного давления.

Образование мочи тесно связано с деятельностью сердечно-сосудистой системы, поскольку почки обильно снабжаются кровью. В норме 25% артериальной крови поступает в почечные артерии. Большая часть этой крови посту​пает в капилляры почечных клубочков нефронов, где и образуется моча.

Вспомним, что нефрон состоит из нескольких последовательно соединенных отделов, располагающихся в кор​ковом и мозговом веществе почки (рис. 1):

· сосудистого клубочка;

· проксимального отела канальца;

· отдела петли Генле;

· дистального отдела канальца;

· собирательной трубочки.

Механизм мочеобразования складывается из трех основных процессов:

1) клубочковой фильтрации из плазмы крови воды и низкомолекулярных компонентов с образованием первичной мочи;

2) канальцевой реабсорбции или обратного всасывания в кровь воды и необходимых для организма веществ из пер​вичной мочи;

3) канальцевой секреции ионов, органических веществ эндогенной и экзогенной природы.

Процесс клубочковой ультрафильтрации осуществляется под влиянием физико-химических и биологических фак​торов через структуры гломерулярного фильтра, который находится на пути выхода жидкости из капилляров в полость капсулы. Этот гломерулярный фильтр состоит из трех слоев: эндотелиальных клеток капилляров; базальной мембраны и эпителиальных клеток нефрона или подоцитов.

Подоциты, периодически сокращаясь и расслабляясь, действуют как микронасосы, откачивающие фильтрат в по​лость капсулы. Из физико-химических факторов, обеспечивающих фильтрацию, выделяют отрицательный заряд струк​тур фильтра и т.н. фильтрационное давление (ФД), которое собственно и обеспечивает процесс фильтрации. Под ФД понимают силу, обеспечивающую движение жидкости из плазмы крови в просвет капсулы.

Клубочковый фильтрат практически одинаков по составу с плазмой крови, за исключением почти полного отсутст​вия белка. Это связано с тем, что эндотелий создает барьер для клеток крови, а базальная мембрана, будучи проницае​мой для воды и низкомолекулярных веществ, непроницаема практически для всех макромолекул. Степень непроницае​мости зависит от размера и заряда молекул. Белки с молекулярной массой меньше, чем у альбумина (68 кД), проходят через мембрану; молекулы с отрицательным зарядом фильтруются хуже, чем с положительным.

Канальцевая реабсорбция представляет собой процесс обратного всасывания воды и веществ, профильтровавшихся в клубочках. Благодаря этому процессу объем выделяемой (вторичной) мочи в сотни раз меньший, чем количество обра​зовавшейся первичной (провизорной) мочи.

В проксимальном отделе канальца обратно всасывается практически вся глюкоза, аминокислоты, витамины, калий и бикарбонат, 75% ионов натрия и др. Проксимальная реабсорбция глюкозы и аминокислот осуществляется с помощью специальных переносчиков, которые одновременно связывают и переносят натрий. При большой концентрации глюко​зы может произойти полная загрузка молекул переносчиков и глюкоза уже не может всасываться обратно в кровь. Такая максимальная загрузка молекул канальцевых переносчиков при высокой концентрации вещества в первичной моче и, соответственно, в крови характеризуется понятием «максимальный канальцевый транспорт веществ». Это понятие соот​ветствует старому названию - «почечный порог выведения». Для некоторых веществ этот уровень установлен достаточ​но точно. Так, при концентрации глюкозы в крови у собак ниже 10 ммоль/л она полностью всасывается из первичной мочи. Если же ее концентрация больше пороговой, то наблюдается глюкозурия. Для билирубина почечным порогом выведения является концентрация порядка 50 мкмоль/л у коров и 60 мкмоль/л - у свиней.

В дистальном отделе канальца активно всасывается ионы натрия, хлора, калия, кальция, фосфаты, а также вода. Хо​тя объем дистальной реабсорбции веществ значительно меньший, чем в проксимальном отделе, именно регуляторные механизмы в этом участке определяют состав вторичной мочи и способность почки выделять концентрированную или разбавленную мочу.

Под канальцевой секрецией понимают активный транспорт в мочу веществ, содержащихся в крови или образуемых непосредственно в клетках канальцевого эпителия (аммиак). Секреция осуществляется против концентрационного (электрохимического) градиента с затратой энергии. Из крови секретируются ионы калия, водорода, органические ки​слоты и основания эндогенного происхождения, а также поступившие с в организм чужеродные вещества. Способно​стью к секреции обладают клетки как проксимального, так и дистального отделов канальца. Первые секретируют орга​нические соединения с помощью переносчиков. При этом некоторые соединения секретируются очень интенсивно, бук​вально за одно прохождение крови через корковое вещество почек (парааминогигшуровая кислота, рентгеноконтраст-ные вещества, некоторые препараты).

Особая экскреторная функция почек состоит в выделении из организма продуктов азотистого обмена, который в органе протекает достаточно интенсивно. Здесь проходят реакции дезаминирования глутамина, аминокислот и пурино-вых производных. В почках образуется достаточно много аммиака, часть которого идет на нейтрализацию органических и неорганических кислот. Если же экскреторная функция почек нарушена, то в организме накапливается много мочеви​ны, мочевой кислоты, креатинина, протонов, индола, фенолов, аминов, кетонов и доволно быстро развивается токсиче​ское состояние, проявляющееся уремическим синдромом.

Для почек характерна высокая интенсивность обмена веществ. Так, до 90% энергетических веществ, посту​пающих в орган с кровью, расходуется на выделительную функцию, остальные - для других потребностей почек. Ос​новным источником химической энергии в почках служат углеводы. В освобождении энергии преобладает аэробный путь и связанное с ним окислительное фосфорилирование. Часть энергии поступает за счет распада жиров, т.к. они со​держат много продуктов бета-окисления ВЖК, в частности ацетоуксусной кислоты.

2. Биохимические тесты оценки функции почек

В связи с тем, что почки обеспечивают в первую очередь гомеостаз организма, то практически все факторы, которые могут его нарушить, вовлекают органы мочеотделения в целом и почки в частности в патологический процесс. Различные стресс-факторы вызывают снижение резистентности организма и способствуют проявлению вирулентности условно-патогенной микрофлоры. Токсины, образуемые этими микроорганизмами, вызывают аллергические и аутоим​мунные реакции в почках с последующим развитием в них воспалительных и дистрофических процессов. Собственно болезни почек делят на три основные группы:

1) диффузный гломерулонефрит как инфекционно- или токсикоаллергическое заболевание;

2) токсические и инфекционные поражения без выраженных изменений реактивности организма (нефронекроз, эмбо​лический или геморрагический нефрит);

3) дистрофические заболевания почек, развивающиеся при нарушениях обмена веществ, интоксикациях, хронических инфекциях.

Следует иметь ввиду, что точно диагностировать все эти заболевания возможно только на основании результа​тов морфологических исследований. К сожалению, прижизненное гистологическое или гистохимическое исследование почек у животных для нас пока что является неосуществимым. Вместе с тем, выход из такой ситуации представляется в использовании биохимических методов исследования, поскольку практически при всех этих заболеваниях происходит повреждение клубочков и канальцев почек.

Эти повреждения устанавливают на основании общего клинического анализа мочи и определения некоторых биохимических показателей крови. ОКА мочи включает:

· физические свойства (количество, цвет, прозрачность, консистенция, запах, относительная плотность);

· химические свойства (рН, белок, глюкоза, билирубин, уробилиноген, кетоновые тела, гемоглобин, кровь и др.);

· микроскопию мочевого осадка.

Существенным недостатком лабораторного анализа является исследование случайной порции мочи (в медицине ис​следуют обычно суточную мочу) и использование качественных, в лучшем случае - полуколичественных, методик. Правда, такие исследования значительно облегчаются при использовании диагностических тест-полосок, производство которых налажено в РБ.

При исследовании крови о функции почечных клубочков можно судить по содержанию, в первую очередь, креати-нина и мочевины. Креатинин - компонент остаточного азота, в синтезе которого принимают участие аминокислоты. Он, будучи беспороговым веществом, выделяется с мочой. Уровень креатинина в крови определяется в основном мышечной массой и, что для нас очень важно, выделительной способностью почек. Если функция почек нарушена, то концентра​ция креатинина в крови значительно возрастает.

Что касается мочевины, то она синтезируется, главным образом в печени, как продукт дезаминирования аминокис​лот. Мочевина свободно проникает через мембрану почечного фильтра и выделяется с мочой. Ее концентрация в крови значительно возрастает при нарушении функции клубочков. Однако следует иметь ввиду, гиперурикемия может быть и следствием потребления больших количеств белка, чрезмерного его распада, непроходимости кишечника, патологии печени, заболеваемости животного дизентерией или некоторыми тяжелыми инфекциями. Для дифференциации пораже​ний печени от патологии почек рассчитывают соотношение концентрации азота мочевины к количеству остаточного азота. В норме оно составляет около 0,5. При почечной недостаточности коэффициент возрастает, а при гепатите - сни​жается.

Поскольку почки участвуют также в водно-электролитном и минеральном обменах, то определение их показателей (калий, натрий, магний, кальций, фосфаты) также представляется диагностически информативным.

3. Почечные расстройства у животных

При патологии почек у животных развивается достаточно сложный симптомокомплекс, проявляющийся такими синдромами как мочевой, отечный, нефротический, уремический и некоторые другие. Клинические их проявления вы рассматривали при изучении клинической диагностики и внутренних незаразных болезней. Поэтому останавливаться на этом не будем, за исключением синдромов почечной недостаточности и нефротического. Дело в том, что эти синдромы развивается практически всегда при недостаточной функции почек.

3.1. Почечная недостаточность.

Под почечной недостаточностью, а она может быть острой и хронической, понимают патологическое состоя​ние, возникающее в результате нарушения основных функций почек (осмо- и йонорегулирующей, клубочковой фильт​рации, поддержания кислотно-щелочного равновесия). В зависимости от характера развития различают острую и хро​ническую почечную недостаточность. При острой недостаточности нарушения функций почек, как правило, обратимы, при хронической почечной недостаточности развиваются необратимые изменения.

Острая почечная недостаточность - синдром, характеризующийся внезапно развивающейся азотемией в ре​зультате нарушения или прекращения гомеостатической функции почек при воздействии различных внешних и внут​ренних факторов. У животных достоверно не диагностируется, затушевываясь симптомами основной острой болезни (отравление, аллергические реакции немедленного типа). Болезнь быстро проходит начальную стадию и наступает оли-гоурия вплоть до анурии.

Из-за задержки натрия и воды развивается внеклеточная гипергидратация, быстро развивается отек легких и мозга. Если это не происходит и не развивается уремическая кома, то наступает выздоровление.

Хроническая почечная недостаточность - это состояние, возникающее при любом хроническом, прогресси​рующем заболевании почек вследствие гибели нефронов, сопровождающееся развитием азотемии, нарушением кислот​но-щелочного и водно-электролитного балансов. Вследствие этого развиваются патологические процессы в сердечно​сосудистой, дыхательной, кроветворной и других системах. Клиническое проявление хронической почечной недоста​точности наступают при утрате более половины массы функционирующих нефронов. В результате нарушения секреции и экскреции метаболитов накапливаются токсические субстанции, ведущие к аутоинтоксикации организма.

В крови типичны биохимические изменения, связанные с увеличением количества калия, мочевины, креатини​на, фосфатов, магния и ионов водорода. Одновременно с этим происходит снижение количества натрия, кальция и би​карбонатов (рис. 2).

Биохимические изменения в плазме крови при ХПН
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Гипонатриемия связана в первую очередь со сниженным выведением воды из организма. Гиперкалиемия развивает​ся из-за сниженной экскреции калия в сочетании с его выходом из клеток во внеклеточную жидкость. Сниженная экс​креция ионов водорода вызывает ацидоз. Задержка фосфата приводит к гиперфосфатемии, повышению концентрации кальцитриола в плазме и к гипокальциемии. Гипермагниемия обусловлена также снижением экскреции магния. Со вре​менем у животных с ХИН возникает остеодистрофия.

При хронической недостаточности у животных развиваются трудно поддающиеся специфическому лечению стома​титы и гастриты, хронический энтерит с длительной диареей. Устойчивый характер имеют анемия и нарушения мине​рального обмена. В терминальный период болезни развивается отечный синдром и коматозное состояние.

Выявление и лечение причин ХПН может предотвратить или замедлить дальнейшее ухудшение состояния больного животного. Однако, поскольку причина либо неизвестна, либо не поддается лечению, для облегчения симптомов и улучшения биохимических показателей показана консервативная терапия.

Когда почки уже не способны регулировать баланс воды и натрия, важно, чтобы их поступление в организм по​крывало потери. Одновременно с натрия хлоридом применяют и диуретики, чтобы способствовать экскреции натрия. Для контроля ацидоза перорально назначают бикарбонат. Гиперфосфатемию регулируют назначением внутрь солей алюминия или магния. Предотвратить остеодистрофию или лечить ее в случае возникновения можно с использованием кальцитриола или других производных витамина Д, но при этом следует контролировать содержание в крови кальция, чтобы не вызвать гиперкальциемию.

В кормах ограничивают содержание белка, чтобы снизить образование азотсодержащих веществ. При этом важно контролировать поступление в организм достаточного количества углеводов и жиров.

4.4. Нефротический синдром.

Это клинико-лабораторный симптомокомплекс, представляющий собой первичное или вторичное иммуновоспале-ние собственно почек, возникающее при различных заболеваниях и патологических состояниях, а также под воздейст​вием многих токсических и химических факторов.

Синдром ярко очерчен и характеризуется массивной протеинурией, гипо- и диспротеинемией (гипоальбуминеми-ей), гиперлипидемией (гиперхолестеринемией), отеками (до асцита, гидроторакса, гидроперикарда). Отечный почечный синдром включается в картину нефротического синдрома.

Нефротический синдром, независимо от его происхождения, всегда выражается однотипно.

Протеинурия - появление белка в моче - один из самых важных симптомов заболеваний почек и мочевых путей. Она может быть связана либо с повреждением почек - ренальная (почечная) протеинурия, либо иметь внепочечное про​исхождение - преренальная и постренальная протеинурия. Почечная протеинурия обусловлена нарушением проницае​мости мембран клубочков. Наблюдается при большинстве воспалительных заболеваний почек, их токсических повреж​дениях, лихорадке.

К непосредственным причинам внепочечной протеинурии относятся: появление повышенной концентрации в крови низкомолекулярных белков, легко фильтрующихся в клубочках почек при гемолизе, ожогах - преренальная протеину​рия; выделение белка из распадающихся лейкоцитов, эпителиальных и других клеток - постренальная протеинурия. Нарушения почечной гемодинамики, чаще при сердечной недостаточности, также приводят к протеинурии (так назы​ваемая застойная почка). Почечная протеинурия различного происхождения отличается от внепочечной наличием гиа​линовых цилиндров в моче, представляющих собой белок, свертьшаюпшйся в почечных канальцах.

Гипопротеинемия характеризуется снижением концентрации общего белка в сыворотки крови (у крупного рогатого скота менее 70 г/л, у свиней менее 62 г/л). При нефротическом синдроме неизменно сопутствует диспротеинемия, вы​ражающаяся в резком уменьшении концентрации альбумина в сыворотке крови, повышении альфа-2- и бета-глобулярных фракций и снижении гамма-глобулинов.

Гиперлипидемия - также типичный признак нефротического синдрома. Она проявляется повышением содержания в крови липидов и холестерина (гиперхолестеринемия), триглицеридов, дислипопротеидемией. Интенсивное образование липопротеинов провоцирует гипоальбуминемия. Общий уровень в плазме крови липидов и холестерина повышен по​стоянно, при этом их уровень пропорционален гипоальбуминемии.

Следует обратить внимание, что у животных при нефротическом синдроме сыворотка крови приобретает молочно-белый оттенок в связи с повышенным содержанием в ней липидов. Этот показатель, при одновременной гипопротеине-мии, может служить критерием отбора подозрительных в заболевании животных.

Первичный нефротический синдром развивается при всех морфологических формах гломерулонефрита и при пие​лонефрите. Вторичный нефротический синдром развивается при следующих заболеваниях и патологических состояни​ях: хронических воспалениях бронхов, легких, эндокарда; аллергических заболеваниях; передозировке отдельных ле​карственных средств и отравлении тяжелыми металлами; укусах змей и пчел; при сахарном диабете.

У крупного рогатого скота синдром может развиться при ряде внутренних незаразных болезней (кетоз, травматиче​ский ретикулоперитонит и перикардит); акушерско-гинекологических заболеваниях (паренхиматозный мастит, эндо​метрит, вагинит); инфекционных и инвазионных болезнях (ящур, туберкулез, лептоспироз, вирусные респираторные инфекции, бабезиоз, и др.). Кроме того, при скармливании большого количества веток березы, ольхи, хвойных деревьев. У лошадей нефротический синдром может быть при миоглобинурии, инфекционной анемии и мыте.

У свиней синдром может развиться при роже, чуме, эшерихиозе и лептоспирозе. У овец - при оспе, энтеротоксемии и клостридиозе. У плотоядных - при акушерско-гинекологических заболеваниях и чуме. У молодняка животных всех видов - как осложнение при болезнях, протекающих с диспепсическим неонатальном синдроме (см. выше), при бело-мышечной болезни и на фоне возрастных иммунодефицитов.

Из экзогенных токсинов, вызывающих повреждение канальцевого аппарата почек, следует иметь в виду соли вис​мута, ртути и меди, мышьяк, фосфор, хлорорганические соединения, другие пестициды, гербициды и удобрения, расти​тельные яды. При передозировке антибиотиков аминогликозидного и цефалоспоринового рядов, сульфаниламидных препаратов, нитрофуранов.

Лечение нефротического синдрома имеет два аспекта: устранение расстройства, которое лежит в основе синдрома и лечение последствий потери белка. Обычной мерой противодействия потере белка является диета с высоким содержа​нием белка и низким количеством солей. Если нефротическому синдрому сопутствует почечная недостаточность, то обогащенное протеинами кормление следует проводить осторожно. Важно не вызывать слишком быстрого диуреза, поскольку он может привести к гиповолемии и, таким образом, к нарушению функции почек. Также следует избегать обеднения организма калием. В качестве диуретика лучше назначать спиринолактон, но дополнительно могут оказаться необходимыми тиазиды и фуросемид. С целью профилактики инфекции должен проводиться курс антибиотикотерапии. Одновременно с этим для устранения риска развития тромбоза, который, затрагивая печеночные вены, способен привес​ти к усилению протеинурии, следует применять антикоагулянты.

4.3. Мочевыеконкременты (камни).

В заключение несколько слов о мочевых камнях. Они образовываются в моче, если она пресыщена соединениями, способными к кристаллизации. Предрасполагающие к этому факторы и наиболее обычные типы конкрементов у живот​ных (овцы, кр. рог. ск., собаки, кошки) следующие:

Факторы образования и состав камней в почках, биохимические исследования приуролитиазе

	Предрасполагающие факторы
	Состав камней
	Биохимические исследования

	^ Несбалансированное кормение (избыток белка, наруш. соотн. кислых и щелочных кормов)

^   Обезвоживание, из​быток солей

^ Гиперкальцийурия

^  Инфекция мочевых путей

^   Застой мочи
	^   Оксалат кальция

^   Фосфат кальция

^   Фосфат магния и аммония

^   Соли мочевой к-ты ^ Цистин
	^  Анализ камней

^  Микроскопия осадка

> рН

^  Кальций в моче (проба Сулковича) Кровь:

^  Резервн. щелочность ^ Кальций ^ Фосфор


Выявление причины камнеобразования в моче должно способствовать выработке эффективных мер, предот​вращающих этот процесс в дальнейшем. Это особенно важно, если камни у животного образуются регулярно или забо​левание регистрируется у большого количества животных.

При наличии гиперкалыгиемии необходимо контролировать поступление кальция с кормом (часто этого бывает достаточно). Показано также использование диуретических тиазидов, которые снижают экскрецию кальция с мочой. При цистинурии показано применение пеницилламина (он уменьшает выведение цистина с мочой). При наличии ин​фекции мочевыводящих путей используют соответствующую этиотропную терапию. Одновременно с этим больное животное должно иметь свободный доступ к воде.

Лекция № 9

Патобиохимия гемостаза клинико-лабораторная диагностика нарушений коагуляционной системы крови

План:

1. Общие представления о химизме гемостаза и его нарушения.

2. Лабораторная диагностика нарушений коагуляционной способности крови.

1. Общие представления о химизме гемостаза и его нарушения Кровь - это ткань организма, состоящая из жидкой части (плазмы) и взвешенных в ней клеточных (форменных) элементов. Она выполняет в организме ряд важнейших функций, основными из которых, являются транспортная и го-меостатическая. Выполнение функций крови напрямую зависит от ее количества, непрерывности и равномерности дви​жения. Эти условия обеспечиваются системой гемостаза.

Кровь обладает способностью к свертыванию и образованию плотного сгустка (тромба), удерживающего в русле сосуда кровь. С другой стороны этого в нормальных условиях не происходит в организме и не должно происходить. Система гемостаза, которая выполняет двуединую задачу: с одной стороны, удерживать кровь в сосудистом русле обя​зательно в жидком состоянии, с другой - быстро образовывать кровяной сгусток в случае повреждения сосуда и крово​течения.

Система гемостаза включает в себя сосуды, удерживающие кровь в кровеносном русле, тромбоциты и факторы плазмы, одна часть которых является свертывающими (прокоагулянты), а другая - противосвертываюшими (антикоагу-пянты).

Химизм свертывания крови.

Свертывание крови представляет собой сложную ферментативную реакцию, в которой участвуют факторы сверты​вания крови. В этом процессе участвуют тканевые и сосудистые компоненты, а так же тромбоциты.

Тканевые компоненты - представлены компонентом лимфы липопротеидной природы - тканевой тромбопластин, который при нарушении целостности сосуда контактирует с кровью и запускает механизм свертывания крови. Этот фактор обладает ничтожной активностью, но он активизирует сосудистые факторы. На настоящее время их описано 12 (рис. 1). Ключевыми являются фибриноген, протромбин, тромбин, конвертин, ионы кальция и др. На участии ионов кальция в коагуляции крови следует лбратить особое внимание, т.к. именно он наиболее доступное лекарственное сред​ство при патологии системы гемостаза. В плазме крови находится до 3 ммоль/л кальция. До 60 % кальция входит в со​став солей и находится в виде иона. Этот кальций участвует в свертывании крови. Удаление из крови ионов кальция предотвращает свертывание, на этом и основан способ консервации крови для исследований. Внутривенное введение солей кальция ускоряет свертывание крови. Чем соль быстрее диссоциирует, тем быстрее наступает эффект. Поэтому предпочтение в этих случаях нужно отдавать CaCl2. Ионы кальция играют важную роль на всех фазах свертывания. Они необходимы на всех фазах свертывания (образование тромбопластина, участвуют в потенциировании действия тромби​на на фибриноген, обеспечивают стабилизацию тромба и др. функции). Подобным действием обладают и другие ионы двухвалентных металлов (Mg, Ba, St).

Тромбоциты на своей поверхности также несут факторы свертывания крови и их выделяют 8 (рис 2.).

Современное представление о свертывание крови.

В данном процессе еще не все ясно. Наиболее сложной частью является образование тромбопластина крови. Процесс протекает в 4 фазы (рис 3).

Профаза. Свертывание крови начинается с контакта крови с тканевыми факторами или поврежденной стенкой со​суда (нарушается смачиваемость этого участка кровью). Она длится 2 - 5 минут и заканчивается образованием большо​го количества тканевого и сывороточного тромбопластина.

I фаза длится 12 - 13 мин и характеризуется переходом проотромбина под действием веществ первой фазы и ионов кальция в тромбин.

II фаза - длится две минуты и характеризуется образованием фибрина-полимера.

III фаза - 30 - 120 мин характеризуется ретракцией фибринового сгустка и принятие им формы соответствующей дефекту или просвету сосуда.

Витамин К участвует в синтезе клетками печени ряда факторов свертывания крови (II, VII, IX, X).

Процесс свертывания крови идет постоянно. Однако кровь в сосудах не свертывается при нормальных условиях. Это обеспечивается существованием противосвертывающей системы. Последняя состоит из антитромбинов и фибрино-лизинов.

В системе антитромбинов выделяют несколько факторов. Наиболее описаны три антитромбина, обозначающиеся латинскими цифрами (I, II, III). Их действие связано с блокированием первой фазы свертывания крови (переход проот-ромбина в тромбин, и лизис тромбина). Антитромбин II - это гепарин. Он представляет собой кислый мукополисахарид, молекулярной массой 15000 - 20000. Гепарин предупреждает свертывание, как в организме, так и в пробирке. При внут​ривенном его введении противосвертывающее действие отмечается сразу. Гепарин оказывает действие и на фибрин, растворяя его. Поэтому при передозироваках гепарина, вследствие растворения фибриновой пленки сосудов увеличива​ется проницаемость сосудистой стенки. Устранить действие гепарина можно при применении его антогонистов - мети-леновой сини, протамина сульфата.

Система фибринолизинов состоит из ферементов и проферментов с активаторами, которые растворяют фибрин. Свежие тромбы (до 5 дней) могут рассасываться под действием этой системы.

Антисвертывающая и свертывающая системы находятся в постоянном равновесии. Свертывание крови идет посто​янно. Постоянно образуется фибрин, который оседает на стенках сосудов, образуя пленку, снижающую проницаемость сосудов. Пленка эта за счет антикоагуляционной системы никогда не образуется в избыточных количествах и постоянно заменяется.

2. Коагуляционной способности крови

Нарушения свертывающей способности крови наблюдают при многих патологических состояниях. Снижение свертывающей способности клинически проявляется длительными кровотечениями и геморрагиче​скими диатезами.

Выделяют:

· первичные (наследственные нарушения) - гемофилия;

· вторичные

· при воспалительных, аллергических и аутоимунных нарушениях зачастую имеются местные нарушения гемокоа-гуляции, обусловленные воздействием медиаторов воспаления, к которым в некоторой степени относится и гепарин;

· при инфекционных (бактериальных и вирусных инфекциях), особенно септического характера, за счет действия токсинов-блокаторов коагуляционной системы, гемолитические яды;

· при отравлениях веществами, блокирующими свертывание (натрия фторид, гепарин и др.);

· при минерально-витаминной не достаточности и особенно в отношении кальция и витамина К;

· при заболеваниях печени со снижением синтетической функции);

· при заболеваниях костного мозга, заключающихся в понижении образования тромбоцитов.

Повышение свертывающей способности характеризуется самопроизвольным образованием в сосуде тромба, приводящего к прекращению тока крови в этом участке и атрофией, некрозами региональных тканей. Выделяют:

первичные (наследственные нарушения), заключающиеся в основном в недостатке фибринолитической систе​мы;

вторичные - при обширных травмах и ожогах, за счет избытка образования тканевого тромбопластина, внутри-сосудистых изменениях (нарушении гладкости эндотелия - рожа, артериосклероз, а так же нарушении трофики сосудов

-
при сахарном диабете - гликолизирование эндотелия), при завышении доз солей кальция, магния.

Методы исследования системы гемостаза, которые наиболее доступны для ветеринарной медицины, можно разделить на биохимические и приборные. Кратко рассмотрим некоторые из них:

1. Время свертывания венозной крови по Ли-Уайту. Метод основан на определении времени образования сгу​стка в 1,0 мл нативной венозной крови больного, взятой в стеклянную пробирку. Норма 5 — 8 мин. Метод относится к ориентировочным и является общекоагуляционным, т.е. характеризует состояние системы свертывания крови в целом (при участии в процессе свертывания всех систем и факторов).

2. Время рекальцификации плазмы (BP). Метод также относится к общекоагуляционным ориентировочным и характеризует время свертывания плазмы больного (полученной из крови, стабилизированной раствором цитрата на​трия) при добавлении к ней раствора хлористого кальция. Норма 120-150 с.

3. Определение содержания фибриногена по Рутбергу. Метод основан на рекальцификации 1,0 мл цитратной плазмы и взвешивании образовавшегося сгустка фибрина (после отжатая из него жидкой фазы). Вес такого сгустка в норме 9 — 18 мг, что соответствует концентрации фибриногена 2 — 4 г/л.

4. Протромбиновое время — это время свертывания цитратной плазмы после внесения в нее стандартного раствора тканевого тромбопластина и хлористого кальция. В наиболее распространенной трактовке характеризует активность факторов протромбинового комплекса. Поэтому тест наиболее часто применяется для контроля терапии непрямыми антикоагулянтами (антивитамины К).

При применении высокоактивного стандартного тромбопластина результат выражают в секундах (норма 12 — 15 с). В связи с несоответствием этому стандарту большинство отечественных тромбопластинов результат выражают относительно (в процентах или единицах) протромбинового времени плазмы донора. Норма 80 — 100% или 0,8 — 1,0.

5. Определение содержания тромбоцитов в крови. Применяется подсчет тромбоцитов в камере или мазке.

6. Толерантность плазмы к гепарину. Тест показывает время свертывания цитратной плазмы при внесении в нее небольших количеств гепарина и последующей рекальцификации. Значения теста в норме 5 — 7 мин. Он считается общекоагуляционным, но более чувствительно отражает наклонность крови к тромбообразованию (значение теста менее 5 мин), что, видимо, косвенно связано с содержанием в исследуемой плазме AT-III, при снижении которого и развивает​ся тромбоопасность.

7. Приборные тесты. В лабораториях можно использовать приборы, дающие графическую запись процесса свертывания крови, ретракции и лизиса кровяного сгустка. Расшифровка графиков по специальным формулам позволяет получить целый ряд параметров, характеризующих состояние различных звеньев гемостаза.

8. Определение ретракции кровяного сгустка. Регистрируется как часть (%) жидкости, отжатой сгустком при сокращении, от количества плазмы. Норма 70 — 85%. Тест «груб», малоинформативен, зависит от множества физико-химических параметров (качество стекла, применение якорьков, проволочек для фиксации сгустка и т.д.) и биохимиче​ских показателей крови.

9. Клинические пробы - жгута, баночная проба Нестерова. Показывают состояние проницаемости сосудистой стенки под влиянием относительно дозированного воздействия (наложение жгута на плечо, присасывающее действие «банки» при разряжении воздуха под ней). Дает грубую, но часто важную информацию о состоянии сосудисто-тромбоцитарного гемостаза. Результат оценивается по количеству петехий, появляющихся на исследуемом участке ко​жи после механического воздействия.

Лабораторная оценка иммунного статуса организма и диагностика иммунопатологии

План:

1. Понятие о иммунном статусе.

Молекулярные механизмы и химия иммунных реакций.

2. Лабораторная оценка иммунного статуса и диагностика основных иммунопатологических состояний.

1. Понятие о иммунном статусе Молекулярные механизмы и химия иммунных реакций

Иммунный статус организма - это количественная и качественная (функциональная) характери​стики отдельных звеньев иммунитета на определенном этапе развития организма или на определенной ста​дии развития заболевания. Работа отдельных звеньев иммунитета строго согласована. Дефект одной из час​ти иммунной системы первичного (врожденного) или вторичного (приобретенного) характера чаще ком​пенсируется другими компонентами иммунитета. Так, у новорожденных недостаток гуморального звена иммунитета компенсируется за счет клеточного (врожденный нейтрофиллез и лейкоцитоз). Поэтому недос​таток одного из звеньев - это не заболевание, а лишь фактор риска. Для суждения о иммунном заболевании необходимо наряду с этим и клиническое проявление.

Иммунный статус в зависимости от функционирования отдельных звеньев иммунитета подразделя​ется на виды (таблица).

	Типы иммунного статуса
	Т-звено
	В-звено

	Нормальный
	N
	N

	Равномерно активированный
	*
	*

	Равномерно супрессированный
	Ф
	Ф

	Активированный по гуморальному звену
	N
	*

	Активированный по гуморальному звену и супрессированный по клеточ​ному
	Ф
	*

	Супрессированный по гуморальному звену
	N
	Ф

	Супрессированный по клеточному звену
	Ф
	N


С точки зрения молекулярной биохимии иммунная реакция в любом случае является строго специфи​ческой. Под иммунной реакцией понимается специфическое взаимодействие крупных молекул посредством рецепторного механизма. Продут реакции выключается из циркуляции из организма и подвергается пре​вращениях доступными методами. В иммунную реакцию могут вовлекаться и клетки, в том случае если они несут на своей поверхности определенный рецептор (аг или ат). Иммунная реакция основной механизм слежения за генетической информацией в организме.

В организме определено на настоящее время значительное число иммунокомпетентных (участвующих в иммунитете) молекул (табл.). Т.к. называемый клеточный иммунитет, осуществляемый фагоцитами, так же зависим от некоторых иммунологических молекул и ими направляемый. Например химотаксис нейтро-филов направляется рецепртором С4

2. Лабораторная оценка иммунного статуса и диагностика основных иммунопатологических

состояний

Оценка иммунного статуса проводится поэтапно. Прежде всего, чем приступить к лабораторному ана​лизу, необходимо собрать иммунологический анамнез и выявить специфическую клиническую картину.

Лабораторные исследования подразделяют на тесты нескольких уровней. В ветеринарной практике ис​пользуются в основном общий иммунологический анализ, позволяющий оценить иммунный статус и опре​делить тип его функционированния.

Общий иммунологический анализ включает в себя:

Оценка клеточного звена иммунитета

подсчет общего числа лейкоцитов; выведение лейкограммы и расчет абсолютного количества лимфоцитов; определение относительного и абсолютного количества Т- В-лимфоцитов; определение фагоцитарной активности нейтрофилов

Оценка клеточного звена иммунитета

определение концентрации в сыворотке крови суммарного количества иммуноглобулинов и их основных классов

Оценка естественной резистентности

определение бактерицидной, лизоцимной активности крови; определение концентрации лизоцима, пропердина, интеферрона, комплемента и др неспецифическиз факторов иммуно​логической защиты

Подсчет количества лейкоцитов и выведение лейкограммы, проводится по общепринятой методике. Почти все заболевания иммунной системы протекают с изменением количества лейкоцитов и их отдельных видов, зачастую меня​ется и их морфология.

Определение относительного и абсолютного количества Т- и В-лимфоцитов крови. Определение соотношения между Т- и В-лимфоцитами позволяет выявить направленность иммунологической реакции в какой-то мосент. Напри​мер, резкое увеличение числа В-лимфоцитов указывает на протекание фазы иммунного ответа, характеризующейся про​дукцией антител. Т-лимфоциты обеспечивают клеточные реакции иммунитета, в частности реакции гиперчувствитель​ности замедленного типа (ГЗТ) и реакции трансплантационного иммунитета.

Т- и В-популяции лимфоцитов мало различимы при световой микроскопии. Вместе с тем эти клетки имеют отчет​ливые антигенные и функциональные различия.

Одним из методов определения числа Т- и В-лимфоцитов в крови является реакция розеткообразования. Суть ее со​стоит в том, что при контакте Т-лимфоцитов с эритроцитами барана клетки формируют образования, напоминающие тутовую ягоду, которые принято называть розетками. В-лимфоциты также могут формировать розетки, но для этого нужны более сложные условия: эритроциты нагружаются комплексом аниген-антитело-комплемент.

Определение фагоцитарной активности лейкоцитов (фагоцитарное число, фагоцитарный индекс).

Фагоцитарная активность лейкоцитов максимально выражена у нейтрофилов и, в меньшей мере, у моноцитов и эо-зинофилов. Фагоцитарная активность лейкоцитов зависит не только от функциональной активности клеточных элемен​тов, но и от состояния внутренней среды организма. Интенсивность же фагоцитоза в значительной степени обусловлена активностью самих клеточных элементов.

Наибольшее распространение получила методика определения фагоцитарной активности клеток крови по Кост и Стенко. Принцип методики основан на том, что при контакте с чужеродными частицами гранулоциты и моноциты по​глощают (фагоцитируют) и разрушают их внутриклеточными ферментами. Для повышения диагностической значимо​сти данного теста необходима стандартизация чужеродного вещества и преимущество необходимо отдавать латексу. Микробные культуры могут значительно влиять на ход реакции.

Определение иммуноглобулинов в сыворотке крови.

В ветеринарной лабораторной практике существует несколько методов определения иммуноглобулинов.

1. Количественное определение иммуноглобулинов методом радиальной иммунодиффузии в геле, содержащем мо​носпецифичную иммунную сыворотку (по Манчини). Суть методики: на стекляные пластины разливают раствор агара, содержащий моноспецифичную сыворотку, после застывания, в агаре делают лунки, в которые вносят исследуемую сыворотку крови животных. Затем пластины помещают во влажную камеру при 37оС и инкубируют в течение опреде​ленного времени. Далее замеряют диаметр образовавшихся колец преципитатов. В качестве стандарта используется сыворотка с известным количеством определенного иммуноглобулина.

2. Определение иммуноглобулинов методом дифференциального электрофореза в полиакриламидномгеле (в моди​фикации В.М.Холода, 1983). Принцип метода: разделяют белки в зависимости от заряда белковой мицеллы и размера молекулы.

3. Определение иммуноглобулинов в сыворотке крови путем осаждения цинком сульфатом или натрия сульфитом. Принцип метода основан на том, что при добавлении цинка сульфата или натрия сульфита происходит осаждение из сыворотки иммуноглобулинов. Образующееся при этом помутнение, интенсивность которого зависит от концентрации иммуноглобулинов, можно оценить с помощью колориметра или нефелометра. Методы эти простые, но недостаточно специфичные.

Иммуноглобулины основные участники гуморального иммунитета. При многих иммунопатологических состояниях наблюдаются значительные отклонения уровней иммуноглобулинов в крови.

Ig G - самый легкий из иммуноглобулинов. Молекулярный вес его 150 000, подразделяется на 4 класса. Его количе​ство составляет 70 - 80 % от всех иммуноглобулинов. Ig G - составляет основную массу противобактериальных, проти​вовирусных и др. антител, антитоксинов. Период полураспада составляет 12 - 14 дней. Активный синтез иммуноглобу​линов G наступает на 3 - 7 дни после антигенного раздражения. Его количество возрастает во время инфекционных заболеваний (особенно п/острых и хронических), при некоторых болезнях печени и аутоиммунных растройствах, после вакцинаций. Уровень этих иммуноглобулинов снижается при иммунодефицитах, задержке развития и некоторых опухо​лях лимфоидной системы.

Ig M - самый большой из иммуноглобулинов, молекулярная масса 900 000 - 950 000. Его количество составляет 10 - 15 % отвсех иммуногобулинов. Несет на себе 5 - 10 активных, связывающих центров. Он в иммунном ответе появля​ется сразу. Способен связывать клеточные структуры и комплемент, антитоксической активностью практически не об​ладает. Период полураспада 3,5 сут. Концентрация Ig M повышается при острых инфекционных заболеваниях, пора​жающих систему крови, при острых гепатитах и первичном билиарном циррозе. Снижается - иммунодефицитах, неко​торых опухолях лимфоидной системы.

Ig A - в организме существует в двух формах: сывороточной и секреторной (на слизистых). Связывается с клетками эпителия слизистых дисульфидными связями. Секретируется в молоко, слюну и секреты ЖКТ. Ig A связывает антиген, но не активизирует комплемент. Он играет решающую роль в местном иммунитете слизистых. Период полураспада составляет 3 - 6 суток. Количество от всех иммуноглобулинов 10 - 20 %. Уровень сывороточного Ig A возрастает при заболеваниях дыхательных путей и кишечного тракта, при перитониальных инфекциях. Снижается - при гипо- и агам-маглобулинемиях, некоторых опухолях лимфоидной системы.

Ig Е - содержаться в сыворотке крови лишь в следовых количествах. В его состав входят реагины, подготавливаю​щие базофилы и тучные клетки для участвия в аллергических реакциях. Молекулярная масса 190 000. Количество воз​растает при аллергических и инвазионных заболеваниях.

Ig D - также находится в крови в следовых количествах. Биологическая роль не установлена. Но считают, что он играет роль в развитии иммунологической толерантности и является как бы фактором предохраняющим иммунную сис​тему от перенагрузки и истощения.

Кроме общего иммунологического анализа крови (тесты первого уровня) существуют тесты второго и третьего уровня, которые более специфичны и позволяют установить и дифференцировать конкретную па​тологию иммунной системы. К ним можно отнести разделение лимфоцитов на субпопуляции, выявление специфического аг или ат в иммунологической реакции и др.

Показательны при иммунологических реакциях и традиционные биохимические тесты (определение общего белка в сыворотке крови, концентрации гистамина, серотонина и др.).

Что касается нозологии, семиотики, классификации и номенклатуры болезней иммунной системы у животных, то этот вопрос в ветеринарной медицине более-менее оформлен. Примечательно, что родоначальниками этого выступали и выступают сотрудники ВГАВМ (Жаков, Прудников - иммуноморфология, Карпуть - иммунопатология и иммунитет при внутренних болезнях, Ятусевич - иммунитет при инвазионных болезнях, Конопелько, Могиленко, Абрамов, Севрюк, -иммунитет при незаразных болезнях, Веремей - при хирургической патологии, Кузьмич - при акушерско-гинекологической патологии и целый ряд др. сотрудников).

Поскольку иммунная система животных является наиболее динамичной, то она, естественно, постоянно меняются с возрастом, подвержена сезонным колебаниям, резко изменяется под влиянием различных факторов окружающей среды. В ветеринарной медицине выделяют следующие патологические состояния иммунной системы, или их можно объеди​нить подтермином "иммунопатология":

1. Иммунные дефициты (иммунодефициты).

2. Аутоиммунные болезни.

3. Аллергическиезаболевания.

4. Болезни иммунных комплексов.

5. Лимфопролиферативные заболевания.

2. Лабораторная диагностика основных иммунопатологических состояний 2.1. Диагностика иммунных дефицитов. Иммунный дефицит состояние, характеризующееся недоста​точностью в целом или одного из звеньев иммунитета. О иммунном дефиците говорят тогда, когда имеется определенная клиническая картина на фоне недостаточности иммунитета по лабораторным показателям.

Иммунный дефицит может протекать по любому из супрессивных типов функционирования иммунной системы. Диагностируется по результатам общего иммунологического анализа крови.

Лекция № 10

Современные методы биохимического исследования в диагностической практике

Слайд-лекция.

План:

1. Прогресс аналитических методов, используемых в диагностической практике.

2. Особенности современных аналитических приборов.

3. Автоматизация и унификация биохимического исследования.

3.1. Средства дозирования.

3.2. Роботизация биохимического исследования.

3.3. Автоматизация гематологических исследований.

4. Характеристики и особенности некоторых современных методов исследования, используемых в ветеринароной биохимической практике.

4.1. ИФА.

4.2. ПЦР.

4.3. Атомно-абсорбционная фотометрия.

4.4. ИК фотометрия.

В данной лекции мы разберем прогресс клинико-биохимической диагностики за период ее развитие. А так же оста​новимся на некоторых диагностически важных и прогрессивных современных методах биохимического исследования, применяемых в ветеринарной практике. Я думаю, что данная лекция будет полезна, т.к. некоторые из вас уже в недале​ком будущем будут работать в ветеринарных лабораториях. А те, кто будет работать в хозяйствах, столкнутся с вопро​сом о том, куда отправить материал, в какую лабораторию, исходя из методов ими используемых. В настоящее время в нашей Республике и в ближнем зарубежье (прежде всего России) уже существует некоторое разнообразие, кроме район​ных ветеринарных лабораторий имеются другие лаборатории, проводящие широкий спектр биохимических исследова​ний. Данные лаборатории по разному оснащены и используют различные методы.

1.   Прогресс аналитических методов, используемых в диагностической практике.

Лабораторная диагностика болезней, и в частности клиническая биохимическая диагностика относительно молодой раздел общей диагностики болезней животных. Наиболее интенсивно он развивался в конце прошлого века и в настоя​щее время продолжается его интенсивное развитие. Накопленные результаты экспериментальных и практических ис​следований по биохимических изменениях в организме при патологии составили основу теоритической дисциплины клиническая биохимия. Она в настоящее время введена в большинстве медицинских и ветеринарных ВУЗАХ.

На первой лекции уже отмечалось, что данные биохимического исследования биологического материала позволяют получить ценную информацию о сущности и развитии патологического процесса, служат дополнительными диагности​чески важными симптомами проявления болезни и значительно дополняют клиническую картину заболевания, облегчая диагностику. Во многих случаях данные биохимических исследований являются патогномичными симптомами, позво​ляя ставить диагноз.

Ценность этих результатов напрямую зависит от применяемых методов исследования, от их специфичности, вос​производимости, правильности и чувствительности.

На заре развития лабораторной диагностики (начало XX века) Рис. 1. основными методами исследования служили: гравиметрические (весовые), основанные на выделении вещества из биологического объекта и последующего взвешива​ния, титрометрические и колориметрические, и те и другие были основаны на изменении цвета раствора. Чувствитель​ность этих методов измерялась концентрациями г/л, мг/л или моль/л, ммоль/л. Воспроизводимость этих методов была низкой, ошибка определения составляла от 15 до 50, а то и более процентов. Доля ручного труда была чрезвычайно вы​сока и результаты исследований в большей степени зависили от квалификации лаборанта.

Развитие техники позволило заменить колориметрию, с визуальным учетом результатов на фотометрию, с прибор​ным у четом результатов, основанном на поглощении исследуемым веществом света определенной длины волны. Чув​ствительность метода при этом повысилась до мкмоль/л, а ошибка определения снизилась до 10 - 15 %. Чуть позже бы​ли разработаны разновидности фотометрии флюорометрия, атомно-абсорбционная фотометрия повысившие чувстви​тельность до нмоль/л. Кроме того, эти методы стали обладать высокой специфичностью и воспроизводимостью.

С 50 годов прошлого века начали активно развиваться иммунологические методы (РИА, ИФА, ФИА). Данные ме​тоды обладают особенно высокой, почти абсолютной специфичностью, т.к. основаны на специфическом иммунологиче​ском взаимодействии. Чувствительность этих методов подошло вплотную кпги пкмолям. С 90-х годов прошлого века появилась ПЦР с чувствительностью в пмоль/л и очень высокой специфичностью, основной в настоящее время метод изучения ДНК и РНК, т.е. генома.

Данный рисунок отражает и вторую сторону прогресса лабораторной диагностики. Обратите внимание, что пло​щадь основания пирамиды значительной больше площади верхушки. Она пропорциональна числу анализов проводимых в единицу времени. Такое значительное ускорение процесса проведения исследований стало возможным за счет разви​тия аналитической техники.

Отличительной чертой современных диагностических приборов является значительная степень автоматизации всех процессов проведения исследования, включая пробоподготовку. Автоматизация процессов исследования позволяет дос​тигнуть нескольких целей:

· прежде всего, это высокая производительность исследований (современные биохимические ана​лизаторы способны проводить до 200 - 250 исследований в час по 10 - 15 показателям);

· во вторых, автоматизация позволяет снизить погрешность исследований (полная беспристраст​ность машин и постоянная прогнозируемая ошибка);

· в современных анализаторах зачастую блокируются методы биохимического исследования, что значительно повышает чувствительность и специфичность метода (например, автоматический хроматограф ВЭЖХ НР-1100, в котором сблокированы методы жидкостной хроматографии и УФ-детекции вещества);

· современные аналитические приборы управляются с помощью ПЭВМ, которая проводит не только расчет результатов, но и оценивает правильность и случайность полученных результатов. Для некоторых прибо​ров возможна оценка результатов через интернет специалистами, разработавшими и производящими прибор. Они про​водят его диагностику.

2. Особенности современных аналитических приборов

Второй составляющей прогресса лабораторной диагностики явилось развитие аналитической техники. Основными чертами развития явилось:

· автоматизация всех процессов проведения анализа, с одновременной унификацией и стандартиза​цией (Рис. 1. ), как результат число проводимых исследований в единицу времени резко увеличилось, кроме того все это позволяет;

· блокирование методов исследования в одном комплексе, повышающее чувствительность метода (например хромотография и УФ детекция);

· создание аналитических систем, управляемых ПВЭМ, с использованием средств интернета, с одно​временной оценкой правильности исследований.

Автоматизация всех процессов позволяет унифицировать проведение исследований. Унификация - это приведение к единым стандартам проведения определенных исследований. В рамках этого ранжируются методы пробоподготовки и исследования по чувствительности, специфичности и точности. А так же вырабатывается единая система проверки ка​чества лабораторных исследований.

Унификация исследований позволяет вырабатывать нормативные значения по большому числу анализов за счет совпадения результатов исследований во многих лабораториях. Вводить постоянную корректировку норм.

СРЕДСТВА ДОЗИРОВАНИЯ В процессе анализа наиболее частой манипуляцией является отмеривание определенного количества раствора. Особенно актуально это в настоящее время когда для постановки Ускорение этого процесса и стандартизация - очень важный момент во всем исследовании. В настоящее время для этих целей используются ряд автоматических и полуав​томатических дозирующих устройств.

1 группа устройств - это полуавтоматические дозаторы, пипетки и мокрошприцы (рис. 2).

Выделяют дозаторы фиксированного (рис. 3) - рассчитанные на один объем отмериваемой жидкости и пере​менного объема - на разный объем жидкости (рис 4). Кроме того, для работы в стандартных 96 луночных планшетах (рис. 5) используют многоканальные дозаторы (рис 6). Использование этих устройств чрезвычайно упростило постанов​ку исследований. Расходные материалы (наконечники) (рис 7) являются стандартными и взаимозаменяемыми.

Дозаторы блокируются с резервуаром для реагентов (рис 8) и позволяют такие устройства отмеривать быстро и точно большое количество доз реактивов.

Дозаторы диспензеры (рис 9) разновидность последних устройств, однако они более миниатюрны и фиксиру​ются в руке.

Наличие этих устройств позволяет дозировать объемы от 0,2 мкл до 10 - 25 мл.

2 группа устройств - это настольные автоматические дозирующие устройства, позволяющие отмеривать в про​бирки нужное количество реагентов (рис. 10).

РОБОТИЗАЦИЯ БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ Работу автоматической станции пробоотбора и постановки реакции можно посмотреть в следующем фильме (фильм ИФА).

АВТОМАТИЗАЦИЯ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

В современных автоматических устройствах для гематологического анализа используются в основном два технологических принципа - кондуктометрический и оптический.

Основными параметрами, которые позволяют определять современные гематологические анализаторы, являются: количество лейкоцитов, эритроцитов, тромбоцитов, содержание гемоглобина, показатель гематокрита, объем формен​ных элементов, содержание гемоглобина в эритроците, лейкограмма.

Кондуктометрический принцип определения заключается в изменении сопротивления клетки в постоянном электрическом поле. Технология определения состоит в том, что фиксируется момент прохода через отверстие малого диаметра (апертуру) клеток крови. Для этого по обе стороны отверстия располагаются электроды с поданным на них напряжением. При протекании через отверстие чистого раствора электролита сопротивление в цепи мало, но в момент прохождения через апертуру клетки оно резко возрастает, что приводит к увеличению напряжения в цепи. Импульсы скачкообразного изменения напряжения фиксируются и подсчитываются специальным датчиком. Специальный прибор (дискриминатор) пропускает импульсы заранее заданной амплитуды, что позволяет регистрировать клетки в зависимо​сти от их размера. О количестве однотипных частиц судят по числу импульсов, возникающих при прохождении клеток крови через апертуру строго определенного размера.

Оптический принцип определения в своей основе имеет измерение величины светопоглощение или свето-рассеивания (см. Оптические методы исследования). В анализаторах этого типа регистрируются электрооптические им​пульсы, возникающие при прохождении клеток крови в луче светового потока. Интенсивность импульса прямо пропор​циональна размеру исследуемых частиц. Световой луч фокусируется на капилляр, через который проходят клетки, в результате чего происходит либо светопоглощение, либо светорассеяние светового потока. Величина светопоглощения или светорассеяния обусловлена размером, формой и структурой клеток крови.

В зависимости от типа анализаторов они делятся на полуавтоматические, где подготовка пробы к исследова​нию (ее разбавление соответствующими растворами) производится вручную и полностью автоматические, где все эта процедура проводятся в автоматическом режиме.

К приборам, работающим на принципе кондуктометрии, относятся такие гематологические автоанализаторы как Cobis Micros18, МД-11-18, System 9120 и др. Все они позволяют анализировать до 20 параметров крови.

К приборам, использующим оптический принцип детекции относятся гематологические анализаторы серии Techuicon (Н-1, Н-2, Н-3).

Характеристики и особенности некоторых современных методов исследования, используемых в биохимической практике.

В семидесятых годах (1966-1969 гг.) были опубликованы первые сообщения о возможности присоединения к белкам молекул фермантов.

В основе метода лежит взаимодействие между ат и аг, один из которых метится ферментной меткой. Одной из причин широко в настоящее время распространения данного метода, то что он наряду с точностью и специфичностью поддается автоматизации.

Широкое распространение метод ИФА получил при определении антител против бактериальных и вирусных антигенов. Метод ИФА можно широко использовать для обнаружения специфических антигенов возбудителей тех же заболеваний, а также самых различных химических соединений, которые могут выступать в качестве антигенов или гаптенов-антибиотиков, гормональных препаратов, микотоксинов, пестицидов и др.

Методы ИФА могут быть разделены на гетерогенные (твердофазные, ELISA) и гомогенные (EMJT ) отличаю​щиеся по принципу проведения анализа. Гетерогенные методы ИФА основаны на использовании антигенов и антител, иммобилизованных на нерастворимых носителях (как правило пластик).

Гомогенные методы основаны на эффекте модуляции антителами активности фермента (или кофактора) ис​пользуемого в качестве метки антигена.

В настоящее время разработано много вариантов ИФА-анализа. Среди этих методов можно выделить 2 типа: это методы последовательного (или неконкурентного) анализа и конкурентного анализа.

Метод неконкурентного анализа связан с осуществлением двухстадийного процесса. На первой стадии антите​ла адсорбированные на нерастворимом носителе взаимодействуют с антигеном. Не связавшиеся компоненты отмывают и затем добавляют раствор, содержащий антитела, конъюгированные с ферментом. Вторая стадия процесса также за​вершается отмывкой не связавшихся компонентов реакционной смеси после чего в систему вводят соответствующий субстрат для осуществления индикаторной ферментативной реакции.

При конкурентном гетерогенном анализе присутствующие в реакционной среде одновременно связанные и не​связанные с ферментативной меткой антигены (гаптены) вступают в конкурентное взаимодействие с иммобилизован​ными на твердом носителе антителами. После инкубации избыток не связавшихся компонентов отмывают и в систему добавляют соответствующий субстрат.

Вторым этапом является внесение в лунки планшета с адсорбировавшими антителами определяемого соедине​ния (антигена) и раствора коньюгата, представляющего собой молекулы антигена, химически меченые молекулами фермента. В течение некоторого периода инкубации происходит адсорбция как меченых, так и немеченых антигенов. Поэтому после отмывки буферным раствором на поверхности носителя останутся как меченые, так немеченые (опреде​ляемые) антигены, соотношение которых зависит от исходной концентрации антигенов определяемого раствора.

Четвертым этапом является добавление в лунки планшета фиксирующего реагента прекращающего фермента​тивную реакцию.

Фильм.

ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ Полимеразная цепная реакция (ПЦР) была открыта в 1983 г. и с тех пор стала одним из наиболее широко ис​пользуемых методов молекулярной биологии для проведения научных и практических исследований. ПЦР - это процесс, имитирующий естественную репликацию ДНК и позволяющий обнаружить нужную молекулу ДНК в исследуемой про​бе в присутствии миллионов других молекул. Метод основан на амплификации определенных участков ДНК, в резуль​тате чего за короткое время (1,5-2 часа) происходит увеличение количества специфических фрагментов ДНК в сотни миллионов раз.

ПЦР может выявлять участок ДНК который принадлежит вирусу или определенной мутации, при условии, что последовательность нуклеотидов этого участка известна.

Для проведения ПЦР-анализа не требуется культивированного инфекционного агента. Выявление специфиче​ского участка ДНК методом ПЦР прямо указывает на присутствие возбудителя. Вся процедура с момента приготовле​ния пробы до электрофоретического анализа полученных в ПЦР фрагментов занимает 4-6 часов и позволяет анализиро​вать до 20 проб в течение одного рабочего дня.

ПЦР позволяет анализировать

ПЦР позволяет выявить штаммы вируса циркулирующего в стаде. Т.е. можно отличить вакцинный штамм от полевого и т.д.

Схема постановки реакции.

ИК фотометрия

В ИК диапазоне можно исследовать твердые вещества, что нашло практическое использование при зоотехни​ческом анализе корма В настоящее время этот метод воплощен в семействе кормовых анализаторов, проводящих общий зоотехнический анализ корма до 10 - 15 показателей: общая питательность, обменная энергия, переваримый протеин, влажность, содержания кальция, фосфора, поваренной соли и т.д. в кормах. Этот процесс занимает около 3 мин. На одну пробу. (рис)
