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Esenta metodei constd in aceea cid  pentru
diagnosticul functiei pancreasului se determind in
lichidele biologice nivelul tripsinei si inhibitorilor
ei: alfa l-antitripsind, alfa 2-macroglobulind, si
anume ele se determind in saliva prelevatd de la
pacienti.
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Descriere:

Inventia se refera la medicina, mai concret la pediatrie si in special la gastroenterologia pediatrica.

in prezent este cunoscuti metoda de diagnostic al functiei pancreatice pe baza determinirii nivelului
tripsinei si inhibitorilor ei: alfal-antitripsinei si alfa2-macroglobulinei in serul sanguin.

Metoda se realizeaza in felul urmator.

De la pacient se preleva 5 ml de sange, care apoi se centrifugheaza pentru a separa serul sanguin in care
ulterior se determind nivelul tripsinei §i inhibitorilor ei alfal-antitripsinei si alfa2-macroglobulinei conform
metodicii descrise mai jos.

Pentru determinarea activitatii tripsinei In microchiuvetele fotometrice ale analizatorului biochimic FP-901
se masoara 0,025 ml din materialul cercetat (ser), se suplimenteaza cu 0,025 ml solutie de 0,9% NaCl si 0,4 ml
solutie de 0,02% BAPNA. Microchiuvetele se agita si se incubeaza 60 min la 37°C. Dupa incubare pentru
stoparea reactiei se adauga 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5 N si se agita. Se inregistreaza densitatea optica
a mediului de reactie la o lungime de undd de 410 nm in raport cu martorul, care este pregatit In mod similar,
acidularea mediului fiind insd produsa pand la incubare. Calcularea activitatii enzimei se efectueaza reiesind din
curba de calibrare, construita in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-nitroanilind si se exprima
in nmol pe s la 1 g de tesut (nmol/seg).

Pentru determinarea activitatii alfal-antitripsinei in microchiuvetele fotometrice ale analizatorului bio-
chimic FP-901 se mésoara 0,05 ml din materialul cercetat (ser diluat 1:32), se suplimenteaza cu 0,1 ml solutie-
tampon medinal-HCl 0,05M cu pH 8,2, 0,1 ml solutie de 0,04% tripsina si 0,2 ml solutie de 0,06% BAPNA.
Microchiuvetele se agita si dupa 10 min de preincubare la temperatura camerei se incubeaza 30 min la 37°C.
Dupa incubare pentru stoparea reactiei se adaugd 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5 N. Se inregistreaza
densitatea opticad a mediului de reactie la o lungime de unda de 410 nm 1n raport cu apa distilata. La fel se
inregistreaza densitatea opticd a mediului de referintd, care este pregitit in mod similar, Insd nu contine
materialul cercetat. Aprecierea proprietatilor inhibitorilor de alfal-antitripsind se realizeaza prin compararea
gradului de hidroliza a substratului in prezenta si in lipsa materialului cercetat. Pentru aceasta se calculeazd
diferenta dintre densitatea optica a probei de referinta si celei experimentate. Calcularea activitatii enzimei se
efectueaza utilizdnd curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-
nitroanilina si se exprima in nmol/s la 1 g de tesut (nmol/sg).

Pentru determinarea activitatii alfa2-macroglobulinei, in microchiuvetele fotometrice ale analizatorului
biochimic FP-901 se masoara 0,05 ml din materialul cercetat (ser diluat 1:32), se suplimenteaza cu 0,1 ml
solutie-tampon medinal-HCI 0,05M cu pH 8,2, 0,1 ml solutie de 0,04% tripsina si 0,2 solutie de inhibitor al
tripsinei. Microchiuvetele se agita si dupa 10 min de preincubare la temperatura camerei se incubeaza 30 min la
37°C. Dupd incubare pentru stoparea reactiei se adaugd 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5 N. Se
inregistreaza densitatea optica a mediului de reactie la o lungime de unda de 410 nm in raport cu apa distilata.
La fel se inregistreazd densitatea optica a mediului de referintd, care este pregatit in mod similar, insd nu
contine materialul cercetat. Cantitatea de alfa 2-macroglobulina se exprima in grame la litru de ser (g/L) [1, 2].

Dezavantajele acestei metode constau in aceea ca ea este invaziva, traumatizanta si dificild in realizare.

Problema pe care o rezolva inventia data consta in posibilitatea stabilizarii functiei pancreatice la copiii cu
afectiuni gastroduodenale cronice pe baza unei metode mai putin costisitoare, neinvazive, atraumatizante, cat si
simple 1n ce priveste colectarea materialului de diagnostic de la pacienti.

Esenta metodei constd in aceea ca pentru diagnosticul functiei pancreasului se determind in lichidele biolo-
gice nivelul tripsinei si inhibitorilor ei: alfa 1-antitripsind, alfa 2-macroglobuling, si anume ele se determina in
saliva prelevata de la pacienti.

Rezultatul obtinut este diagnosticul functiei pancreatice rapid, simplu si necostisitor, atraumatic si nein-
vaziv.

Metoda se realizeaza in felul urmator.

Dimineata dupa efectuarea igienei cavitatii bucale cu apa, timp de 10 min de la pacient se colecteaza saliva.
Saliva se supune centrifugarii cu rata de 4500 tur./min, timp de 5 min.

Pentru determinarea activitatii tripsinei in salivd, In microchiuvetele fotometrice ale analizatorului bio-
chimic FP-90" se masoara 0,025 ml din supernatant (salivd), se suplimenteaza cu 0,025 ml solutie de 0,9%
NaCl si 0,4 ml solutie de 0,02% BAPNA. Microchiuvetele se agita si se incubeaza 60 min la 37°C. Dupa
incubare pentru stoparea reactiei se adauga 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5 N si se agitd. Se inregistreaza
densitatea optica a mediului de reactie la o lungime de unda de 410 nm in raport cu martorul, care este pregatit
in mod similar, acidularea mediului fiind insd produsa panad la incubare. Calcularea activitdtii enzimei se
efectueaza reiesind din curba de calibrare, construitd in baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de p-
nitroanilina si se exprima in nmol/s la 1 g de tesut.

Pentru determinarea activitatii alfal-antitripsinei In saliva, in microchiuvetele fotometrice ale analizatorului
biochimic FP-901 se mésoard 0,05 ml din supernatant (saliva), se suplimenteaza cu 0,1 ml solutie-tampon
medinal-HCI 0,05M cu pH 8,2, 0,1 ml solutie de 0,04% tripsind si 0,2 ml solutie de 0,06% BAPNA.
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Microchiuvetele se agita si dupa 10 min de preincubare la temperatura camerei se incubeaza 30 min la 37°C.
Dupa incubare pentru stoparea reactiei se adauga 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5N. Se inregistreaza
densitatea optica a mediului de reactie la o lungime de unda de 410 nm in raport cu apa distilatd. La fel se
inregistreaza densitatea opticd a mediului de referintd, care este pregitit in mod similar, Insd nu contine
materialul cercetat. Aprecierea proprietatilor inhibitorilor de alfal-antitripsind se realizeaza prin compararea
gradului de hidroliza a substratului in prezenta si din lipsa materialului cercetat. Pentru aceasta se calculeaza
diferenta dintre densitatea opticd a probei de referinta si celei experimentale. Calcularea activitdtii enzimei se
efectueaza utilizdnd curba de calibrare, construitd in baza unor dilutii succesive ale solutiei standard de p-
nitroanilina si se exprima in nmol/s la 1 g de tesut.

Pentru determinarea activitatii alfa2-macroglobulinei, in microchiuvetele fotometrice ale analizatorului
biochimic FP-901 se mésoard 0,05 ml din supernatant (saliva), se suplimenteaza cu 0,1 ml solutie-tampon
medinal-HCI 0,05M cu pH 8,2, 0,1 ml solutie de 0,04% tripsind si 0,2 ml solutie de inhibitor al tripsinei.
Microchiuvetele se agita si dupa 10 min de preincubare la temperatura camerei se incubeaza 30 min la 37°C.
Dupa incubatre pentru stoparea reactiei se adaugad 0,05 ml solutie de acid clorhidric 0,5N. Se inregistreaza
densitatea opticd a mediului de reactie la o lungime de unda de 410 nm contra apei distilate. La fel se
inregistreaza densitatea opticd a mediului de referintd, care este pregitit in mod similar, Insd nu contine
materialul cercetat. Cantitatea de alfa2-macroglobulina se exprima in g/L de ser [1].

Metoda propusa a fost aplicatd pe un esantion de 188 de bolnavi dintre care 98 cu gastroduodenita cronica,
25 cu gastrita cronica, 68 cu afectiuni erozivulceroase. Rezultatele obtinute se interpreteaza in felul urmator.

Nivelul tripsinei si inhibitorilor ei in perioada de acutizare

. Gastrita Gastroduodenita Afectiuni
Indici Sanatosi, cronica, cronica, erozivulceroase, p*
N=25 N=25 N=98 N=65
Tripsind 24,60+0,78 128,00+5,13 | 144,40+4,80 150,80+2,61 P1-2<0,010
(nmol/seg) P1-3<0,001
P1-4<0,001
P2-3<0,050
P2-4<0,001
Alfal- 4,63+0,20 6,70+0,12 5,97+0,26 7,71£0,18 P1-2<0,001
antitripsind P1-3<0,001
(nmol/seg) P1-4<0,001
P2-3<0,010
P2-4<0,001
P3-4<0,001
Alfa2-macro- 0,96+0,03 1,40+0,11 1,48+0,03 1,67+0,13 P1-2<0,001
globulina (g/L) P1-3<0,001
P1-4<0,001

Nota: *p —indicele veridicitatii.

Exemplul 1. Bolnavul M., a.n. 1987, a fost examinat la policlinica republicana pentru copii pe data de
09.X1.1998. Diagnosticul de baza: gastroduodenitd cronica eritematoasa cu hipersecretie si hiperaciditate in
perioada de acutizare. in salivi a fost determinat nivelul tripsinei (141,3 nmol/seg), alfal-antitripsinei (6,4
nmol/seg), alfa2-macroglobulinei (7,51 g/L). Rezultatul a stabilit hipersecretia pancreatica si majorarea alfal-
antitripsinei si alfa2-macroglobulinei ca manifestare a pancreatitei reactive.

Exemplul 2. Bolnabul A., a.n. 1981 a fost examinat la policlinica republicand pentru copii pe data de
28.IX.2002. Diagnosticul de bazd: gastroduodenitd cronica eritematoasa cu hipersecretie in perioada de
acutizare. S-a efectuat analiza salivei, rezultatele obtinute fiind urmatoarele: tripsind 145,4 nmol/seg, alfal-
antitripsina 4,92 nmol/sg, alfa2-macroglobulina 0,98 g/L.

Nivelul tripsinei si inhibitorilor ei confirma majorarea secretiei tripsinei si reducerea alfal-antitripsinei si
alfa2-macroglobulinei, ceea ce este caracteristic pentru pancreatita cronica.
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(57) Revendicare:

Metoda de diagnostic al functiei pancreatice la copii cu afectiuni gastroduodenale cronice ce constd in
determinarea nivelului tripsinei, alfal- antitripsinei, alfa2- macroglobulinei 1in lichidele biologice, caracterizata
prin aceea ci in calitate de lichid biologic se utilizeaza saliva.
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