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Non vi
addormentate altrimenti
mi arrabbio
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TEMATICHE della LEZIONE

e Campioni

* Principi generali della spettrofotometria
e Applicazioni

 Esecuzione operativa

e Controlli qualita per I'attendibilita del dato

- Antonella Nardon
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Campioni

 SIERO: si ottiene dalla centrifugazione di un campione di sangue intero
non contenente anticoagulante (conservazione a +4°C o —20 °C)

« PLASMA: si ottiene dalla centrifugazione di un campione di sangue intero

contenente anticoagulante (conservazione a +4°C o0 —20 °C)
(per alcuni parametri il tipo di anticoagulante puo interferire nella prova)

e LATTE: crudo senza conservanti

Antonella Nard
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La corretta raccolta e
conservazione dei
campioni rappresenta
un prerequisito
essenziale per
assicurare la qualita
del dato analitico, e
quindi la qualita del
servizio offerto al
cliente.

i > . Antonella Nardoni
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Campioni (plasma e siero): errori nella fase preanalitica
e nella fase di trasporto e conservazione

o |’esercizio fisico puo influire su alcuni enzimi
muscolari, come il CK, I'LDH e I'AST che aumentano.
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Anticoagulanti usabili per i vari test.

Sostanza
anticoagulante

Concentrazione
consigliata nel
campione di sangue

Test per cui e
particolarmente
indicata

Test in cui interferisce

Litio eparina ~0,20 mg/ml Sodio e potassio, Ammoniaca, calcio,
bicarbonati cloruri colesterolo CK, fosfato
in., G6-PDH GGT,

HBDH, insulina, NEFA
~1 mg/ml Emocromo (in alternativa | Calcio, colesterolo, C0O»,
allEDTA) resistenza CK, ferro, LAP, potassio,

globulare, emoglobine proteine tot., tempo di

patologiche, enzimi protrombina, sodio, VES

Sodio eparina plasmatici (esclusi i

controindicati)

Fluoruro (antiglicolitico) ~2 mg/ml Glucosio Ammoniaca, amilasi,
calcio, cloruri,
colesterolo, CO2,
fosfatasi alcalina,
potassio, sodio, urea,
VES

Citrato di sodio tribasico Test emocoagulazione | Calcio, colesterolo,

0.38% fosfatasi alcalina, fosfato
VES : 0.76 % in., magnesio, NEFA,

sodio, trigliceridi
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Una corretta esecuzione del prelievo e
una corretta manipolazione del campione sono necessarie per evitare.....
L’EMOLISI

Che fifone ;‘3 -
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Emolisi
la membrana cellulare dei globuli rossi del sangue viene distrutta, con
conseguente passaggio delle componenti intracellulari nel siero o nel plasma

Effetti dell’emolisi

- il rilascio di contenuti intracellulari (LDH e altri enzimi cellulari, potassio,
magnesio, e fosforo) modifica la loro concentrazione nel siero.

-I'emoglobina libera (colore rosso) provoca interferenza in molti metodi di
dosaggio.

-Le reazioni chimiche durante I'analisi possono essere influenzate dalle
sostanze cellulari disperse con |I'emolisi.

Em\ﬁw‘lieve Emolié‘i-“ oderata Emolisi grave j
Antonella Nard
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Cause di I'emolisi:

Tecnica di prelievo

* tipo di ago utilizzato g
» stasi da laccio
o trasferimenti di sangue nelle provette sottovuoto, espellendolo dalla siringa con ago

innestato.

Trattamento campione

* esposizione a temperature calde o fredde
» centrifugazione protratta ad alta velocita
e ritardata separazione

* frasporto

: Antonella Nar
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Cosa fare per evitare I'emolisi ?7??

=7

Scegliere personale altamente qualificato.....

Antonella N
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Le modalita di conservazione e trasporto al
laboratorio possono determinare delle variazioni
sul livelli di alcuni parametri
Effettuato il prelievo, il materiale va inviato subito al Laboratorio

per essere sottoposto alla preparazione idonea per I'analisi
(separazione del siero o del plasma dalla parte corpuscolare).

PERCHE IN\

QUESTO MONDO
SONO TUTTI COSI
LENTIZZ2?

Antonella Nardo
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PERCHE’

se | campioni di sangue vengono lasciati a temperatura
ambiente anche per un tempo limitato si hanno alterazioni

dei livelli di alcuni analiti:

la concentrazione del glucosio []

diminuisce sensibilmente (diminuzione del 3-5% ogni ora
a causa del metabolismo degli elementi figurati);

una volta che il glucosio viene completamente utilizzato, |
globuli rossi cominciano a perdere il loro contenuto
citoplasmatico dando luogo ad aumento di

LDH, AST, e alcuni elettroliti §

’ N
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Campioni: quantita e conservazione

Temperatura di

Direzione Opera

CONSeIvazione
Prova richiesta Matrice Quantita minima . — .
aliquota analisi allquote
sCorta

Emocromo Safgue con dipendente dalla | +5°C 43°C _
Formula leucocitaria | antigpagulante: EDTA provetta utilizzata

o Litio Eparina
Prove chimico Hiern/Plasma S0pl 1 prova500 pl | 2209 45 97 _
cliniche Hieto 19 prove

Atero/U rine 250 plper ormone

30 pul
Dosaggl ormorali H
rea Latte 10 ml +5°C 13 °C _
Antonella Nardo



Metodo di rilevazione
spettrofotometrico

E’ una tecnica analitica che permette la determinazione
gualitativa e quantitativa di una sostanza, mediante la sua

Interazione con la radiazione elettromagnetica

Antonella Nar |
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Le radiazioni elettromagnetiche possono essere

classificate in base al valore di A

L'insieme delle radiazioni (onde) elettromagnetiche costituisce lo

spettro elettromagnetico

nm 400 600 700

spettro visibile

1024 102 1020 108 4016 {0 102 100 108 106 104 102 100 v(Hz)
| | | | | | | | | | | | |
o2 |2
2 582
- Y I8 |2 A
raggi y raggi X 2 Ei infrarosso | microonde | § 3|8 onde radio lunghissime
£ 5|55
- onde radio
| | I | | | | | | | ] |
10-16 1014 4012 1010 108 106 104 102 100 102 104 106 108 )(m)
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Il nuovo profumo di Antonella
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ANALISI QUALITATIVA

A
Chlorophyll a

Chlorophyll b

/ J —— Carotenoids *
\ ‘
\»

Amount of light absorbed

J




ANALISI QUANTITATIVA

Le determinazioni quantitative sono basate sul fatto che, quando una radiazione attraversa

una soluzione, viene assorbita piu 0 meno intensamente a seconda della concentrazione

L'ASSORBIMENTO DIPENDE DALLA CONCENTRAZIONE

I (luce trasmessa)

—

I. (Iuce incidente)

4

I. (luce riflessa) T
r cuvetta .
con sostanza trasmii

assorbente

l, = l'intensita della radiazione incidente
I= I'intensita della radiazione trasmessa

I ; 1 ; "ﬂ
l { A\ !

hEN
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ASSORBANZA

A (Assorbanza) o Densita ottica (O.D.) e definita come il logaritmo
dell'inverso della trasmittanza

A=-logT=logl,—logl

Campione Bianco

%
4

Vs

A=cCl Legge di Lambert-Beer

C = concentrazione della soluzione o specie chimica in esame
| = cammino ottico (ovvero lo spessore della soluzione)

€ = coefficiente di estinzione molare (ovvero I'assorbimento che subisce un raggio di luce
monocromatica nell’attraversare una soluzione a concentrazione unitaria € cammino ottico di 1

cm)
otecniche @5
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ANALISI QUANTITATIVA

La legge di Lambert-Beer descrive | fenomeni di assorbimento di radiazioni
elettromagnetiche ed e valida per radiazioni monocromatiche e soluzioni diluite.

LA PROPORZIONALITA' DIRETTA TRA ASSORBANZA E CONCENTRAZIONE
PERMETTE DI EFFETTUARE ANALISI QUANTITATIVE

L'equazione A=egxIxC

rappresenta una retta passante per l'origine
Degli assi e in cui € X | € il coefficiente angolare

ASSORBANZA
'H I B I I O B B B B B B A

1 1 1 I 1

T T T
CONCENTRAZIONE

Antonella Nar
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€ non avete

capito... Tranquilli
che ve lo ripeto!!
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Le Cuvette:
Contenitori per la lettura spettrofotometrica

e Cuvette o cellette

« Sono a forma di parallelepipedo, con due facce piane, parallele | 1

ed omogenee che sono quelle che dovranno essere attraversate dal raggio
monocromatico ed altre due zigrinate per facilitarne la presa e distinguerle dalle
altre due

e Spessoritra0,2el1lcm

« Devono offrire una trasparenza totale alle radiazioni monocromatiche
« L’efficienza di una cuvetta dipende dal modo in cui viene conservata e usata

« Impronte digitali, grasso o altri depositi alterano marcatamente le caratteristiche

_CniChe

di trasmissione
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DOSAGGI ENZIMATICI e COLORIMETRICI

v'DOSARE LA QUANTITA DI UN SUBSTRATO CHE PRENDE PARTE ALLA
REAZIONE CATALIZZATA DA UN ENZIMA

v DOSARE L’ATTIVITA DI UN ENZIMA, CIOE LA VELOCITA DI REAZIONE
CATALIZZATA DA UN ENZIMA

v'DOSARE LA QUANTITA DI SUBSTRATO O ELETTROLITA CHE IN PRESENZA
DI UN REAGENTE SI TRASFORMA IN UN COMPOSTO COLORATO.

- Strumento diagnostico per il danno di un tessuto e/o organo
* Carenze e/o difetti enzimatici sono responsabili di sindromi

biochimiche
i Antonella Nar %
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DOSAGGIO COLORIMETRICO: Proteine Totali

OH-
Proteina + Cu? > Complesso blu-violetto

Gli ioni rameici in soluzione alcalina reagiscono
con le proteine producendo un complesso violetto.

L’assorbanza del complesso a 540/660 nm e
direttamente proporzionale alla concentrazione di
proteine nel campione.

Antonella N
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DOSAGGIO ENZIMATICO

e La possibilita di vedere unareazione
enzimatica e legata al fatto che i
substrati e | prodotti hanno proprieta
chimico-fisiche diverse. gm . -

.0 era l'acido |5k < % Hhet
nell'acqual? % ) i 234
- ~ o [~ 3

o Tali proprieta devono Fams e
poter essere misurabili FXZT( # VA S,

L MEE |W

‘ f\bﬂfﬁf:ﬂ
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DOSAGGIO ENZIMATICO: UREA (Azoto Ureico)

ureasi
Urea + 2H,0 > 2NH,* + CO,*
GLDH
2-ossoglutarato + 2 NH,* +2 NADH » 2 L-glutammato + 2 NAD* + 2 H,0O
NADH (assorbe a 340 nm) NAD+ (non assorbe a 340 nm)

La diminuzione nell’assorbanza di NADH, per unita di tempo, € proporzionale alla
concentrazione di UREA

Eig - =T
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DOSAGGIO ENZIMATICO: Creatina Chinasi

creatina chinasi
fosfocreatina + ADF creatina + ATF

esochinasi
ATP + glucosio ADP + glucosio-B-fosfato

glucosio B-F deidrogenasi
glucosio-6-fosfato + NADP? fosfogluconato + NADPH + H*

—— Sarcolemma

Determinazione
spettrofotometrica a 340nm

I’assorbanza dovuta a NADPH
& proporzionale all’attivita dell’enzima

d = ]
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OLYMPUS AU400
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Calibrazione elettroliti (ISE - Elettodi lono Selettivi)

Avviamento ISE

1| A/ Calibrazione per siero 7,-,-.
4 P Ly A ; N &4 AT TN o ¢
e ) a, .',' v

AR i

] TR AT i
[543 £ S PR U0 Y ¢ B

Jdd ] & SN ale
yh EARL
5 ¥ ol
Faer, g
¥
M

G/ Reset

Avviare l'operazione?

Si No

Muovi il cursore e premi Enter o clicca con il mouse per selezionare.

Prnime J
otecniche @5

Esci l J ISE Stop
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CALIBRAZIONE: Standard Unico

La determinazione della concentrazione dei parametri biochimici, con
metodo spettrofotometrico, e eseguita mediante confronto con unico
standard (calibrante) attraverso la relazione derivante dalla legge di
Lambert-Beer:

Abs, []C
Xx[]C = X Abs, = FCalib x Abs,
Abs. Abs-

[1X=

dove:

[ ] X—concentrazione del parametro biochimico nel campione incognito
Abs, — Assorbanza ottenuta durante la misura del campione incognito
Abs. — Assorbanza ottenuta durante la misura dello standard/calibrante
[ ] C —concentrazione dello standard/calibrante

F Calib — fattore di calibrazione

M— I"*-} r« | N/ | q Antonella Nar %
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CALIBRAZIONE: Standard Unico

Il segnale (Abs,) ottenuto dalla prova, moltiplicato per il fattore di
calibrazione, fornisce la concentrazione del parametro biochimico nel
campione:

[1X = F Calib x Abs,
|| valore del fattore di calibrazione, e ottenuto mediante la formula:

[1C

F Calib =
Abs .

e accettato se cade all’interno di un range di accettabilita

che tiene conto della variabilita dell’assorbanza del reagente.

Il valore del fattore di calibrazione dipende esclusivamente dall’assorbanza
del reagente e non |anU|sce sul risultato del campione.

%ﬁ(.%ﬂfr { _m -Cnlche @
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Fattore di Calibrazione: Calibrazione AB
Calibrazione MB

Calibrazione AB — questo tipo di impostazione permette di
determinare il Fattore di calibrazione

Calibrazione MB - e utilizzato un Fattore di calibrazione
determinato dal laboratorio. La generazione del fattore MB specifico
deve essere eseguita con un approccio scientificamente valido:

Si utilizzano 5 eventi di calibrazione separati.

*Per ognuna di queste analisi si utilizza una fiala nuova di calibrante
nel modo calibrazione AB.

*Si scartano | valori palesemente anomali, i quali devono essere
sostituiti con nuove analisi.

*E consigliabile ridefinire il fattore MB specifico nel caso di
sostituzione di un componente critico.

Antonella Na
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Attendibilita del dato analitico

 Ogni laboratorio deve stablilire la frequenza
con la quale analizzare | controlli.

e La buona prassi suggerisce di analizzare |
controlli nel giorni in cul si analizzano |
campioni e ogni volta che viene eseguita
un’analisi del bianco reagente o una
calibrazione

» E consigliabile che ogni laboratorio generi,
secondo le proprie esigenze, intervalli e
valori target di controllo.

Antonella Nar
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CONTROLLI:
FISIOLOGICO /PATOLOGICO

Per |I’attendibilita del dato analitico sono

dosati due controlli:
1) livello normale (con valori fisiologicl)
2) livello alto (con valori patologici)

!

CARTA DI C/QNTROLLO

AN ——
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Programmazione dei CONTROLLI

onare premendo il tasto Enter o facendo clic con il mouse.

| Conferma |




CONTROLLI: Carte di Controllo

periodico

N: | 30
Media: | 76.6
SD: | 1.43
CV(%%e): | 1.87
Range: l 7

Media:
SD:

Range:

| 76.9
| 384
| 4.99
[ is

A ey e = - -
r—— ~

69 22
65.38

Contr./ Test
Precedente

Contr./Test Dati
Successivo




CAMPIONI

Antonella Nardoni
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Programmazione Campionl

e | campioni sono programmati inserendo Il Servizio
Diagnosi e caricando | parametri richiesti.

|| risultato e fornito direttamente dall’apparecchiatura.

* |n caso di campioni che devono essere diluitl, a
causa di una concentrazione elevata dell’analita, Il
risultato e automaticamente moltiplicato per il fattore
di diluizione dall’apparecchiatura.
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Urea: pHmetria differenziale
| '
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CL10 PLUS

BTANCO (BLANK) :> OFF SET
I 1 -3 e +3 mpH
CALIBRAZIONE ::> SLOPE

(CALIBRATE) 2,3e3,3

CIONTROLLO @9 970-1030 mg/|
C?LIBRAiONE 97-103 mg/dl

CAMPIONI
(SAMPLE)

> N




HO TERMINATO.....

Per la vostra felicita







