PAGE  

ПРАВИТЕЛЬСТВО МОСКВЫ
ДЕПАРТАМЕНТ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ МОСКВЫ

                      «Согласовано»                                         «Утверждаю»   

 Председатель УМС                                      Руководитель

Департамента здравоохранения                 Департамента здравоохранения

Л.Г. Костомарова                                        А.П. Сельцовский
 «..........»........................ 2008 г                           «............»..........................2008 г

Биохимические методы исследования 
в судебно-медицинской практике
Методические рекомендации 

Главный 
судебно-медицинский эксперт 

Департамента здравоохранения 

В.В. Жаров

Москва-2008

Учреждение-разработчик: 

Бюро судебно-медицинской  экспертизы Департамента здравоохранения Москвы
Составители: 
Начальник Бюро судебно-медицинской экспертизы ДЗМ, Заслуженный врач РФ, д. м. н., профессор В.В.Жаров,

Зав. биохимическим отд. Бюро СМЭ ДЗМ, к.м.н. О.Г. Асташкина 


Зав. биохимическим отд. Бюро СМЭ ДЗМ  (1987-2003 гг) 

Рецензент:  

Зав. кафедрой судебной медицины и медицинского права МГМСУ, д.м.н., профессор П.О. Ромодановский
Предназначение: для врачей судебно-медицинских экспертов.

Данный документ является собственностью Департамента Здравоохранения Правительства Москвы и не подлежит тиражированию и распространению без соответствующего разрешения.

1.Определение гликогена в тканях. 

Введение. Гликоген является главной резервной формой углеводов в организме, которая используется для поддержания физиологической концентрации глюкозы в крови. Концентрация гликогена в печени  составляет 3-10%, в скелетной мышце - 0.6-4%, миокард является дополнительным депо резервных углеводов у грудных детей. Содержание гликогена в миокарде вариабельно по данным различных авторов, в среднем  0.4-0.9% (14,17).
 Показания к исследованию. Определение гликогена в печени, миокарде, скелетной мышце в судебно-медицинской практике используется для подтверждения диагноза смерти от общего переохлаждения организма, травматического шока, скоропостижной смерти (в том числе от ишемической болезни сердца (ИБС)), а также для оценки быстроты наступления смерти. 
При охлаждении до наступления патологического процесса в организме мобилизуются энергетические резервы, поддерживающие температуру тела: переваривание пищи, утилизация глюкозы крови, гликогена печени и мышц. Причиной смерти при переохлаждении может быть остановка дыхания, сосудистый коллапс, фибрилляция сердца. При биохимическом исследовании в крови не обнаруживается глюкоза, в тканях гликоген. 
При кратковременном охлаждении (утоплении, «нулевая температура») часто исчезает глюкоза в крови, гликоген в печени может сохраняться. Кроме смерти от переохлаждения отсутствие гликогена в тканях может указывать на смерть с длительной агонией, травматический шок. 
Обнаружение концентрации гликогена в пределах нормальных значений в печени подтверждает остроту наступления смерти: насилие, травма, острая коронарная недостаточность, повреждение головного мозга, эмболия, асфиксия. Наиболее полное представление о причине смерти и быстроте ее наступления можно получить при одновременном исследовании крови, фрагментов печени, миокарда и  скелетной мышцы.

Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.
Принцип метода. Антроновый метод определения гликогена по Рою и Моррису в модификации Зейфтера (2).

Антрон со всеми углеводами дает синее окрашивание, причем интенсивность окраски пропорциональна концентрации гликогена в ткани. Метод основан на спектрофотометрическом определении интенсивности окраски рабочих растворов. 

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен и не требует дорогостоящих дефицитных реактивов.

Материал для исследования. 

· печень ~2х2 см, из правой доли около круглой связки на глубине не менее 3-х см от поверхности

· миокард ~ 2х2см, передняя стенка левого желудочка, не содержащая жировой ткани

· скелетная мышца ~ 2х2 см, большая грудная или подвздошная, не содержащая большого кол-ва соединительной ткани; отсутствие сухожилий

2. Определение концентрации глюкозы в крови, моче, перикардиальной жидкости.
 Введение. Комплексное исследование глюкозы крови, мочи и гликозилированного (гликированного) гемоглобина (НвА1с) используется для диагностики сахарного диабета и гипо- или гипергликемической комы, а также для уточнения характера умирания - нормальная концентрация глюкозы наблюдается при скоропостижной смерти, отсутствие глюкозы в крови свидетельствует о длительной агонии (3,12,14). 
Нормальное содержание глюкозы в крови составляет 3.5-5.8 ммоль/л, в моче 0.06-0.083 ммоль/л (21). Увеличение концентрации глюкозы в отсутствие диабета обнаруживается при травматическом раздражении ЦНС, опухоли мозга, отравлении окисью углерода, барбитуратами, эфиром, сильном эмоциональном возбуждении, алиментарной гипергликемии. Снижение содержания глюкозы наблюдается при длительной агонии, передозировке инсулина, злокачественных новообразованиях, пневмонии, перитоните, хранении крови дольше 3-5 дней (14,18,19,21). 
По концентрации глюкозы возможно установление факта механической асфиксии - описана закономерность изменения концентрации глюкозы в крови из синусов твердой мозговой оболочки (ТМО) и в крови из бедренной вены при наличии асфиксии. Поскольку углеводный запас мозга невелик, концентрация  глюкозы в крови из синусов ТМО в таком случае будет низкой или нулевой; в крови из бедренной вены концентрация глюкозы будет повышена (реакция организма на стресс). Таким образом, для доказательства асфиксии требуется присылать на биохимическое исследование кровь из синусов ТМО и бедренной вены (20).
Для диагностики смерти от сердечно-сосудистых заболеваний желательно исследовать концентрацию глюкозы в крови из бедренной вены, из полостей сердца (правого и левого желудочков), а также перикардиальную жидкость. Глюкоза в жидкости из полости перикарда наблюдается в той же концентрации, что и крови. При смерти от сердечно-сосудистых заболеваний, концентрация глюкозы в крови из полостей сердца и в перикардиальной жидкости значительно увеличивается (5).
Показания к исследованию. Диагностика сахарного диабета, диабетической комы, передозировки инсулина, оценка быстроты наступления смерти, стрессовых состояний. Диагностика асфиксии в трудных случаях. Диагностика смерти от сердечно-сосудистых заболеваний.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Определение количества глюкозы крови и мочи глюкозооксидазным методом.

 Определение количества глюкозы крови и мочи производится энзиматическим колориметрическим методом с депротеинизацией (набор реагентов ГЛЮКОЗА-04/14/34-витал, VITAL DIAGNOSTICS SPb). При окислении (-D-глюкозы кислородом воздуха при каталитическом действии глюкозооксидазы образуется эквимолярное количество перекиси водорода. Под действием пероксидазы перекись водорода окисляет 4-аминоантипирин в присутствии фенола в окрашенное соединение розово-малинового цвета, определяемое спектрофотометрически. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации глюкозы в крови.

Эффективность использования. Глюкозооксидазный метод чувствителен, прост, не содержит особо опасных реактивов, специфичен к глюкозе, в отличие от метода с орто-толуидином (канцероген), который определяет не только глюкозу, но и другие альдосахара.

Материал для исследования.  В чистую стеклянную посуду 3-10 мл

· кровь из бедренной вены

· кровь из полости правого желудочка сердца

· кровь из полости левого желудочка сердца

· перикардиальная жидкость

· моча

3.Определение гликозилированного гемоглобина в крови.

Введение. По уровню глюкозы и гликозилированного  гемоглобина (HbA1C) возможна посмертная диагностика сахарного диабета, который иногда остается нераспознанным при жизни, а также гипо- и гипергликемической  комы. 
Уровень глюкозы крови изменяется в течение суток и зависит от места взятия крови, скорости умирания, приема пищи, что не позволяет диагностировать диабет. Но повышение глюкозы крови способствует неферментативному гликозилированию белков, которое пропорционально концентрации глюкозы и продолжительности жизни циркулирующих белков. Поскольку  среднее время полу-жизни эритроцитов 60 дней, измеряемый гликозилированный (гликированный) гемоглобин отражает лучше, чем просто определение глюкозы, среднюю концентрацию глюкозы в крови и степень нарушения углеводного баланса за два предшествующих месяца. Содержание гликозилированного гемоглобина по одним литературным данным в норме составляет 4.2-6.2% от общего гемоглобина (4,7,9,12,14, 30-34), по другим данным 5.5-8.0% от общего (11). 

Тем не менее, обнаружение гликогемоглобина в крови в указанных пределах соответствует уровню хорошей регуляции углеводного обмена. В таблице 1 представлены данные по предлагаемой интерпретации результатов определения концентрации НвА1с для трупной крови.

Таблица 1. Предлагаемая интерпретация результатов для трупной крови (4).

	НвА1с, %
	Степень контроля глюкозы

	(12%
	возможна кома* (сопоставить показатели глюкозы крови и мочи, ацетон в моче, оценить функцию почек)

	9-12%
	плохая 

	8-9%
	посредственная

	7-8%
	удовлетворительная

	6-7%
	близкая к норме гликемия

	<6%
	недиабетический уровень


* гипергликемическая кома возможна при любой концентрации гликогемоглобина при условии наличия сахарного диабета; необходимо комплексное биохимическое исследование.
Показания к исследованию. Диагностика сахарного диабета, диабетической комы.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов. В образцах крови новорожденных, некоторых детей в возрасте до 1 года, у беременных женщин, больных (-талассемией, людей с наследственной устойчивостью фетального гемоглобина (HbF) будут высокие цифры HbA1C, т.к. фетальный гемоглобин элюируется совместно с гликированным.

Принцип метода. Спектрофотометрическое определение относительного содержания гликозилированного  гемоглобина (НвА1с) в цельной крови с использованием метода ионообменной микроколоночной хроматографии.

Исследование производится с применением диагностического набора «Biosystems», Испания. 

Гемолизат цельной крови, нанесенный на хроматографическую микроколонку, элюируется фосфатным буфером с низкой ионной силой. При этом НвА1с задерживается катионобменной смолой, а НвА1А и  НвА1В  и липиды вымываются. Последующее элюирование буфером с более высокой ионной силой позволяет собрать фракцию, содержащую НвА1с  и измерить интенсивность ее окраски на КФК-3 при длине волны 415 нм. Параллельное измерение оптической плотности неэлюированного гемолизата, величина которой соответствует общему содержанию гемоглобина, позволяет рассчитать уровень НвА1с в % от общего содержания гемоглобина.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.

· Кровь из бедренной вены 3-10 мл
4. Определение мочевины  в крови.

Введение. Биохимическое определение мочевины и креатинина может оказать существенную помощь для выявления почечной недостаточности при неполном клиническом обследовании, отсутствии клинических данных, признаков поражения почек как основного заболевания или конкурирующего заболевания в пожилом возрасте.
 Результаты биохимических исследований крови должны сочетаться с клинико-анатомическим синдромом, т.к. повышение концентрации азотистых веществ возможно не только при почечной недостаточности, но и при пневмонии, перитоните, кишечной непроходимости, черепно-мозговой травме. Особенно перспективны эти исследования у детей грудного возраста, у которых картина острой почечной недостаточности бывает нечеткой. Наличие глубоких дистрофических изменений почек и высокие показатели мочевины и креатинина позволяют диагностировать диабетическую кому и азотемическую кому, обусловленную почечной недостаточностью  в случаях смерти в коматозном состоянии неясной этиологии. 
Нормальные значения мочевины в крови варьируют от 2.5 до 8.3 ммоль/л. Синтез мочевины происходит в печени из аммиака, который образуется при дезаминировании аминокислот, и аспартата при участии СО2 и АТФ. Повышение показателя имеет место: при почечной недостаточности, при обструкции мочевыводящих путей; при дегидратации (любой этиологии), при уменьшении почечного кровотока, при интоксикации. Снижение показателя имеет место при поражении печени, нефрозе,  кахексии (7,11,14,17,18).
Показания к исследованию. Диагностика почечно-печеночной недостаточности, интоксикации.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Определение мочевины в крови с использованием набора МОЧЕВИНА 450 (Lachema).
Мочевина образует с диацетилмонооксимом в сильнокислой среде  в присутствии тиосемикарбазида и ионов трехвалентного железа красный комплекс.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.

· Кровь из бедренной вены 3-10 мл

5. Определение креатинина в крови.

Введение. Креатинин  представляет собой ангидрид креатина, который содержится в мозге, мышцах, крови. Суточное выделение креатинина с мочой у каждого индивидуума постоянно и пропорционально мышечной массе, норма составляет 0.15-0.22 ммоль/л (14). 
Повышение показателя имеет место при нарушении функции почек, резко-выраженном нарушении функции печени, закупорке мочевыводящих путей, приеме нефротоксичных препаратов, голодании, распаде мышечной ткани, сахарном диабете и т.д. 
Снижение показателя возможно при голодании, беременности, при длительном приеме кортикостероидных препаратов (3,7,11,14,17,18). 

Показания к исследованию. Диагностика нарушения функции печени и почек, интоксикации.

Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Определение креатинина в крови с использованием набора КРЕАТИНИН 100 (Lachema) (по Яффе).
В щелочной среде пикриновая кислота взаимодействует с креатинином с образованием оранжево-красной окраски, которую измеряют фотометрически. Определение в сыворотке производят после депротеинизации крови. 
Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.

· Кровь из бедренной вены 3-10 мл
6. Определение активности холинэстеразы в крови.

 Введение. Посмертная экспертиза отравления веществами антихолинэстеразного действия (в частности фосфорорганическими соединениями или ФОС) представляет значительные трудности, т.к. морфологические признаки отравления неспецифичны. Судебно-химические методы определения антихолинэстеразных веществ ограничены малым количеством вещества, вызвавшего смерть, биохимическое определение активности холинэстеразы крови (АХЭ) является наиболее чувствительным, специфичным и быстрым способом выявления отравления веществами антихолинэстеразного действия. Гнилостные изменения крови практически не влияют на АХЭ крови. Кроме диагностики отравлений ФОС, активность холинэстеразы снижается при анемиях, раке, ревматизме, туберкулезе, некоторых инфекционных заболеваниях (7,11,14,16,23, 24,28).
Показания к исследованию. Диагностика отравлений ФОС.

Противопоказания к исследованию. Отсутствие эритроцитарной массы в крови.
Принцип метода. Определение активности холинэстеразы в крови методом Хистрина в модификации Эйдельмана. 

Метод основан на определении концентрации ацетилхолина в растворе после его инкубации с холинэстеразой. При взаимодействии ацетилхолина с щелочным раствором гидроксиламина образуется ацетилгидроксамовая кислота, которая в кислом растворе дает цветную реакцию с хлорным железом. Интенсивность окраски зависит от концентрации ацетилхолина.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении. 
Материал для исследования.

· Кровь из бедренной вены 3-10 мл

7. Определение концентрации метгемоглобина крови.

Введение. Необходимость определения метгемоглобина крови возникает в ряде случаев отравления   метгемоглобинобразующими веществами (феррицианиды, бертолетова соль, перманганаты, галогены, перекись водорода, нитрит натрия, гидроксиламин, гемины, многие органические вещества и некоторые другие факторы). 

Данные по содержанию метгемоглобина в крови разноречивы. Известно, что обычное содержание метгемоглобина в крови 0.5-1% от общего гемоглобина. Также имеются  сведения о том, что в трупной крови содержится от 13 до 15% метгемоглобина. Признаки интоксикации при отравлении метгемоглобинобразующими веществами проявляются при концентрации более 3%. По данным других авторов признаки отравления появляются при концентрации метгемоглобина свыше 15% (7,11,14,15,16, 23,26,29). 

Эмпирическим путем выявлено, что наступление смертельного исхода индивидуально и может наблюдаться при различных концентрациях. При использовании данной методики мы считаем нормой концентрацию метгемоглобина  в крови 0.5-1%.

Показания к исследованию. Диагностика отравлений метгемоглобинобразующими веществами.

Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Цианидный метод определения содержания метгемоглобина в крови (непрямой метод Evellyn и  Malloy в модификации Кушаковского).

Метгемоглобин образует с ацетонциангидрином гемигемоглобинцианид. Весь кровяной пигмент   при взаимодействии с красной кровяной солью (феррицианид калия) окисляется в цианметгемоглобин. Поглощение цианметгемоглобина при длине волны 530-550 нм пропорционально концентрации гемоглобина в крови.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен.

Материал для исследования.

· кровь из бедренной вены 3-10 мл

8. Определение давности образования 
субдуральной гематомы.
Введение. В сгустках крови внутричерепных гематом  создаются условия для увеличения количества невосстановленного метгемоглобина. Установлено, что между содержанием метгемоглобина в  гематоме и давностью травмы существует прямая зависимость с реальностью определения сроков: до 3-х ч, до 6-и ч, до 24 ч, 2-10 суток, свыше 10-и суток. Для правильной оценки содержания метгемоглобина в гематоме необходимо провести определение его также в крови из синусов твердой мозговой оболочки. Давность образования гематомы определяется экспертом–биохимиком по таблице 2 (1). 
Методика определения метгемоглобина достаточно специфична. Однако, табличные данные, используемые для определения давности образования гематомы, требуют дополнительного изучения.

Показания к исследованию. Определение давности образования субдуральной гематомы.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Цианидный метод определения содержания метгемоглобина в крови (непрямой метод Evellyn и  Malloy в модификации Кушаковского) (метод аналогичен методу, описанному в разделе «Определение концентрации метгемоглобина крови»).
1. Определяем концентрацию метгемоглобина в растертой гематоме (см. раздел «Определение концентрации метгемоглобина крови»),

2. Определяем концентрацию метгемоглобина в крови из синусов ТМО.

3. Находим разность в концентрациях.

4. С помощью таблицы 2 определяем давность образования гематомы.

Таблица 2. Зависимость давности образования субдуральной гематомы от концентрации метгемоглобина (по Авраменко Е.П., 1990).

	Давность образования гематомы
	Концентрация метгемоглобина 
(% от общего)

	до 3-х часов
	1.5(0.1

	до 6-и часов
	4.9(0.3

	7-24 часа
	9.2(1.0

	2-10 суток
	15.3(2.0

	свыше 10 суток
	47.5(3.9


Эффективность использования. Метод малоспецифичен, малочувствителен, требует дополнительных исследований в этой области. 

Материал для исследования.

· фрагмент субдуральной гематомы

· кровь из синусов ТМО

9. Определение миоглобина в крови, 
перикардиальной жидкости и  моче.
Введение. Миоглобин является внутриклеточным белком, локализованным в поперечно-полосатых мышцах. В норме этот белок в крови и в моче отсутствует или встречается в следовых количествах, однако при повреждении мышц миоглобин попадает в кровь и мочу и развивается миоглобинемия и миоглобинурия. 
В судебно-медицинской практике тест на определение повышенной концентрации миоглобина в сыворотке и моче целесообразно проводить при подозрении на инфаркт миокарда, для подтверждения диагноза электротравмы, при синдроме позиционного сдавления, краш-синдроме, токсических поражениях (отравления, укусы змей и т.д.).
 Считают нормой содержание миоглобина в сыворотке и моче до 80 нг/мл, повышенное содержание - от 160 нг/мл и выше (у живых лиц); в трупной крови 6-10 тыс нг/мл (3,7,11,14,17,22,25,27). 

Следует отметить, что при подозрении на сердечную смерть целесообразно исследовать не только кровь из бедренной вены, а также кровь из полостей сердца, перикардиальную жидкость. Отмечено повышение концентрации миоглобина в крови из полостей сердца до 900 тыс нг/мл и более и в перикардиальной жидкости до 19.2 млн нг/мл и более при нарушении структуры миокарда. 

Исследование должно проводиться в комплексе с исследованием крови и перикард/жидкости  на наличие тропонина и глюкозы.
Показания к исследованию. Диагностика смерти от сердечно-сосудистых заболеваний, травматических повреждений, интоксикации.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Определение миоглобина  в моче, сыворотке крови производится с применением эритроцитарного диагностикума «ДС-ЭРИТРОМИОГЛОБИН», разработанного НПП «Диагностические системы», который представляет собой лиофилизированную 1% взвесь формалинизированных эритроцитов, сенсибилизированных иммуноглобулинами против миоглобина, в реакции пассивной гемагглютинации.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.  В чистую стеклянную посуду 3-10 мл

· кровь из бедренной вены

· кровь из полости правого желудочка сердца

· кровь из полости левого желудочка сердца

· перикардиальная жидкость

· моча

10. Определение активности лактатдегидрогеназы.

Введение. Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) – гликолитический фермент, участвующий в процессе гликолиза на последнем этапе -  превращение пировиноградной кислоты в молочную. ЛДГ состоит из четырех субъединиц двух разных типов Н и М, соответственно существует пять изоферментов ЛДГ. Является внутриклеточным ферментом, находящимся во всех тканях организма. Самая высокая активность ЛДГ отмечена в почках, печени, миокарде, скелетных мышцах и эритроцитах. 

Активность ЛДГ изменяется при некоторых патологических состояниях – ишемия миокарда, переохлаждение организма, отравление этанолом. 
По данным судебно-медицинской литературы ориентировочные нормы активности ЛДГ в тканях и органах: миокард левый желудочек – 1356мг%; миокард правый желудочек – 1282 мг%; скелетная мышца – 1095 мг%; печень 787 мг% (14). 
В таблице 2 приведены данные по использовании значений активности ЛДГ для правильной постановки диагноза (7,11,13,14).  

Таблица 2.  Интерпретация активности ЛДГ в тканях (по А.Ф. Кинле).

	Предполагаемый диагноз
	Печень
	Миокард
	Скелетная мышца

	Ишемия миокарда
	норма
	Резкое падение активности ЛДГ
	норма

	Отравление этанолом
	Резкое падение активности ЛДГ
	Незначительное падение активности ЛДГ

	Общее переохлаждение
	Резкое падение активности фермента


Показания к исследованию. Диагностика смерти от сердечно-сосудистых заболеваний, алкогольной интоксикации, переохлаждения.

Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей и органов.

Принцип метода. Определение активности лактатдегидрогеназы производилось по методу Sevela, Tovarek   в модификации Б.Ф. Коровкина.                                                             
L-лактат в щелочной среде в присутствии ЛДГ-гомогената и при добавлении НАД+ окисляется в пируват. По количеству образовавшегося пирувата судят об активности фермента.
 Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен.

Материал для исследования: ~ по 1-2 г
· миокард - часть стенки левого желудочка по средней линии между коронарной бороздой и верхушкой сердца;

· миокард - часть стенки правого желудочка сердца по средней линии;

· скелетная мышца - часть большой грудной мышцы;

· печень - участок правой доли печени около круглой связки;

· миокард  - ткань из зоны ишемии (при подозрении на смерть от ИБС);

· миокард  - ткань из околоишемической зоны;

11. Определение ацетона, билирубин, уробилиногена в моче.

Введение. Показатели мочевины и креатинина, билирубина и уробилиногена характеризуют состояние печени и почек. Отсутствие мочевины в крови, наличие билирубина в моче может свидетельствовать о нарушении функции печени. Наличие уробилиногена в моче при отсутствии билирубина может свидетельствовать о наличии гемолитической желтухи, пернициозной анемии, инфекции желчевыводящих путей. Наличие ацетона в крови может указывать на наличие сахарного диабета и развитие гипергликемической кетоацидотической комы (3,17). 
Показания к исследованию. Диагностика почечно-печеночной недостаточности, интоксикации, сахарного диабета, диабетической комы.
Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения биологического материала.
Принцип метода. Определение производится с использованием диагностических тест-полосок PHAN фирмы PLIVA-Lachema, которые предназначены для полуколичественного анализа мочи.

КЕТОФАН – тест основан на реакции Легала. Проба значительно чувствительнее к ацетоуксусной кислоте, чем к ацетону. С бета-гидроксимасляной кислотой реакции нет. Цветная шкала на флаконе отражает концентрацию ацетоуксусной кислоты в моче.
ИКТОФАН – тест на билирубин основан на реакции азосочетания билирубина  со стабилизированным реактивом. На реакцию не влияет рН мочи. Тест на уробилиноген основан на  реакции азосочетания уробилиногена со стабилизированным реактивом. Проба специфична для уро- и стеркобилиногена  и нечувствительна к интерферирующим факторам, выявляемым тестом Эрлиха.

Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.

· моча , 1-3 мл

12. Определение наличия сердечного тропонина I (сTnI)  

в крови и перикардиальной жидкости.
Введение. Сердечный тропонин I (сTnI) является специфическим маркером повреждения структуры миокардиоцитов. Сердечный Тропонин I - это протеин сердечной мускулатуры с молекулярным весом 22.5 кило дальтона. Вместе с Тропонином Т (ТпТ) и Тропонином С (ТпС), Тропонин I формирует так называемый тропониновый комплекс в сердце, который играет главную роль в переносе внутриклеточного кальция при взаимодействии актина с миозином. 
В норме у здоровых людей уровень сердечного тропонина в среднем ниже 0.06 нг/мл. Через 4-6 часов после приступа и появления первых симптомов инфаркта миокарда концентрация сTnI достигает верхней границы нормы. Через 12-24 часов концентрация сTnI становится максимальной и сохраняется в течение 6-10 дней. Наличие сTnI в крови, перикардиальной жидкости указывает на повреждение структуры миокарда (6,8,10,11). 
Наиболее точно провести диагностику повреждения миокарда можно, исследуя кровь из полости правого и левого желудочков сердца, перикардиальную жидкость. В случае мгновенной остановки сердца сердечный тропонин, по-видимому, не попадает в кровяное русло и не определяется в крови из бедренной вены.

Показания к исследованию. Диагностика смерти от сердечно-сосудистых заболеваний.

Противопоказания к исследованию. Резко выраженные гнилостные изменения тканей, сгущение крови. 
Принцип метода. Тест iSCREEN-TroponinI – одностадийный иммунохроматографический тест для определения сердечного тропонина I в цельной крови, сыворотке, плазме человека. Тест дает положительный результат при анализе образца с содержанием сердечного тропонина сTnI 0.5нг/мл и выше. После добавления исследуемого образца в окошко для образца, образец начинает продвигаться по пластине и смешивается с «анти-сТп1 золотым коньюгатом», который нанесен на коньюгатную пластину. Смесь с помощью капиллярных сил продвигается по мембране и реагирует с анти-сТп1 антителами, нанесенными на мембрану в тестовой зоне. При наличии сТп1, в тестовой зоне формируется окрашенная полоса. Если образец не содержит сТп1 в концентрации выше пороговой, тестовая зона останется бесцветной. Образец продолжает  продвигаться  до   контрольной  зоны   и   формирует   окрашенную  в   розовый   цвет  контрольную   полосу. 
Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.  В чистую стеклянную посуду 3-10 мл

· кровь из бедренной вены

· кровь из полости правого желудочка сердца

· кровь из полости левого желудочка сердца

· перикардиальная жидкость

13. Определение наркотических веществ в крови и моче методом иммуноферментного анализа.
Введение. Метод иммуноферментного анализа (ИФА) относится к иммунологическим методам. С помощью ИФА  и  наборов для определения наркотических веществ – диагностикумов – можно быстро (до 1 суток) провести исследование крови и мочи на наличие наркотических веществ. 
В биохимическом отделении Бюро отработана методика определения опиатов с помощью метода ИФА в крови, моче (5).
 ИФА обладает высокой чувствительностью и специфичностью, однако, надо отметить, что ИФА может давать ложноположительные результаты, которые могут быть обусловлены загрязнением образцов, некачественной промывкой, свойством некоторых образцов неспецифически «залипать» на подложку, загрязнением раствора субстрата или стоп-реагента. Также на  результаты ИФА может влиять качество дистиллированной воды.

Результаты, полученные методом иммуноферментного анализа, должны быть в обязательном порядке подтверждены результатами стандартных химических исследований (ТСХ, ГХ/СМ, ВЭЖХ) (5).

Показания к исследованию. Выявление наркотических веществ в крови и моче.
Противопоказания к исследованию. Отсутствуют. 

Примечание. Гнилостное изменение ткани в сроки до 6 мес существенно не влияют на определение опиатов методом ИФА (5).
Принцип метода. Иммуноферментный анализ основан на принципе связывания антител с меченым антигеном, возможно, адсорбированным на твердой «подложке». Учет результатов производится спектрофотометрически при длине волны 492 нм.  Реакцию считают положительной, если оптическая плотность (ОП) исследуемого образца равна или ниже ОП стандартного раствора, рекомендованного для набора, что соответствует содержанию веществ группы опиатов в опытном образце не менее 300 нг/мл.
Эффективность использования. Метод специфичен, чувствителен, прост в применении.

Материал для исследования.  
· кровь из бедренной вены 3-10 мл

· моча 1-3 мл

Приложение 1. 
Направление на судебно-биохимическое исследование.

	

	морг   №                                                          НАПРАВЛЕНИЕ

В биохимическое отделение БСМЭ ДЗМ

	Ф.И.О. трупа


	пол

	Дата рождения (возраст)


	Давность смерти

	Обстоятельства дела


	

	ДИАГНОЗ


	

	Цель исследования


	

	№№ флакона
	№№ флакона

	1
	Кровь бедр/в
	7
	печень миокард лев/ж скелетная мышца

	2
	Кровь из прав/жел сердца
	8
	миокард правый жел

	3
	Кровь из лев/жел сердца
	9
	зона ишемии миокард

	4
	Перикард/жидкость
	10
	околоишемическая зона миокард

	5
	моча
	11
	

	6
	кровь из синусов ТМО
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	№ заключения 


	Дата вскрытия и взятия материала

	СМЭ 



Примечание. 

· В направлении представлен перечень объектов, которые можно направлять на исследование в биохимическое отделение. 
· Для исследования всеми применяемыми в биохимическом отделении Бюро СМЭ методами достаточно 3-10 мл биологической жидкости каждого вида.

· Фрагменты тканей для исследования на гликоген можно использовать и для определения активности ЛДГ. 
Приложение 2.

Таблица 3. Биохимические методы исследования в практике Бюро СМЭ ДЗМ.

	биохимическое исследование
	объекты

исследования
	применение
	нормальные 

значения
	примечание

	гликоген 

тканей
	· печень

· миокард 

· скелетная 

мышца
	· общее переохлаждение организма
· травматический шок
· оценка быстроты 
     наступления смерти
	· гликоген печени 

3-10% сырого веса в-ва 

· ск. мышцы -
 0.6-4%
· миокарда  -
     0.4-0.9%
	для проведения более точного и полного исследования необходимо производить комплексное исследование тканей на гликоген и крови и мочи на глюкозу.

	глюкоза 
	· кровь

· моча

· для подтверждения асфиксии кровь из синусов ТМО и бедр/вены


	· оценка быстроты наступления смерти

· диагностика гипо- и гипергликемической комы

диагностика асфиксии в трудных случаях *
	· в крови

3.5-5.8 ммоль/л;

· в моче 

     до 0.08 ммоль/л
	для посмертной диагностики диабета проводится комплексное исследование крови и мочи на глюкозу, крови  на гликозилированный гемоглобин, 

	гликозилирова-нный гемоглобин
	· кровь
	· посмертная диагностика диабета
· подтверждение диабетической комы 
	· 4.2-6.2% от общего гемоглобина
	мочи на ацетон; определение мочевины и креатинина в крови

	мочевина
	· кровь
	· диагностика почечной недостаточности
	· 2.5-8.3 ммоль/л
	проводится при подозрении на миоглобинурию, 

	креатинин
	· кровь
	· диагностика почечной недостаточности
	· 0.15-0.22 ммоль/л
	отравление гемолитическими ядами, сахарный диабет

	определение активности холинэстеразы
	· кровь
	· диагностика отравлений ФОС
	· 1.9-2.6 мкмоль ацетилхолина (АХ)
	

	метгемоглобин
	· кровь из бедренной вены

· фрагмент 

гематомы

· кровь из синусов ТМО
	· отравление метгемоглобинобразующими 

в-вами

· определение давности образования внутричерепных гематом
	· 0.5-1.5% от общего гемоглобина

· давность образования гематомы определяется экспертом-биохимиком
	

	миоглобин
	· кровь 

· моча 

· перикардиальная жидкость
	· инфаркт миокарда
· синдром позиционного сдавления
· краш-синдром
· электротравма 
· обширные ожоги
· маршевая 
миоглобинурия
· токсические поражения (отравления наркотиками, барбитуратами, укусы змей)
	· в крови 

6-10 тыс нг/мл;

· в моче 

до 160 нг/мл


	возможно повышение концентрации миоглобина при тяжелых физических нагрузках, гипотиреозе, мышечной дистрофии, первичной миоглобинурии

	Активность ЛДГ
	· печень

· скелетная мышца

· миокард лев/ жел

· миокард прав/жел

· миокард зона ишемии

· миокард околоишемическая зона
	· переохлаждение

· острое отравление этанолом

· ишемическая болезнь сердца
	ориентрировочные нормы:

· печень 787 мг%

· миокард лев/жел 1356 мг%

· миокард прав/жел 1282 мг%

· скелетная мышца 1095 мг%
	Для полноты исследования желательно направлять все объекты (печень, скелетная мышца, миокард - 4 фрагмента).



	Ацетон

билирубин уробилиноген
	· моча
	Отсутствие мочевины в крови, наличие билирубина в моче может свидетельствовать о нарушении функции печени. Наличие уробилиногена в моче при отсутствии билирубина может свидетельствовать о наличии гемолитической желтухи, пернициозной анемии, инфекции желчевыводящих путей. 

Ацетон в моче может быть при диабете

	Сердечный тропонин TnI
	· кровь из полостей сердца (левый и правый желудочки

· кровь из бедренной вены

· перикард/жидкость
	сTnI является специфическим маркером повреждения структуры миокардиоцитов. Тест iSCREEN-TroponinI дает положительный результат при анализе образца с содержанием сердечного тропонина сTnI 0.5нг/мл и выше.  В норме уровень сердечного тропонина в крови в среднем ниже 0.06 нг/мл. В перикард. жидкости должен отсутствовать. Через 4-6 часов после приступа и появления первых симптомов инфаркта миокарда концентрация сTnI достигает верхней границы нормы. Через 12-24 часов концентрация сTnI становится максимальной и сохраняется в течение 6-10 дней. Наличие сTnI в крови, перикардиальной жидкости указывает на повреждение структуры миокарда.



Список литературы.

1. Авраменко Е.П. Информационное письмо №3 «Судебно-медицинская оценка содержания метгемоглобина в крови и гематомах трупов».-1990.

2. Асатиани В.С. Методы биохимических исследований. - Москва: «Медгиз», 1956, с 255-259.
3. Асташкина О.Г. «Исследование биохимических показателей трупного материала при наркотической интоксикации» // «Проблемы экспертизы в медицине», Ижевск, 2004, Т 4, № 3, с.15-17.
4. Асташкина О.Г. «Определение гликозилированного гемоглобина для посмертной диагностики сахарного диабета методом ионообменной хроматографии» // «Естественные и технические науки», Москва, №4 (13), 2004, с.261-264.

5. Асташкина О.Г. Выявление наркотических веществ группы опиатов методом иммуноферментного анализа при гнилостной трансформации трупа: Дис. к.м.н/ МГМСУ, Москва.- 2004, 25 с.
6. Асташкина О.Г., Власова Н.В. Значение и возможности судебно-биохимических исследований при дифференциальной диагностике различных видов патологических состояний // Проблемы экспертизы в медицине – 2006. - № 4. - С.17-19.

7. Дежинова Т.А., Краевский Е.В., Попов В.Л. с соавт. Биохимические методы исследования в практике судебно-медицинской экспертизы.- Санкт-Петербург. – 2001. -60 с.

8. Дзик Н.В. Берестовская В.С. Сердечные маркеры в перикардиальной жидкости при скорпотсижной смерти от ИБС // Альманах судебной медицины (материалы 2-ой Всероссийской научно-практической конференции «Актуальные вопросы судебной биохимии»), Санкт-Петербург, №6, 2003, с. 50-51.

9. Жаров В.В., Пашинян Г.А., Асташкина О.Г. «Определение гликозилированного гемоглобина для посмертной диагностики нарушений углеводного обмена». Альманах судебной медицины (материалы 2-ой Всероссийской научно-практической конференции «Актуальные вопросы судебной биохимии»), Санкт-Петербург, №6, 2003, с. 56-58.

10. Зимина Л.А. Лелюх Т.Д., Маслаускайте Л.С. Перспективы использования биохимических диагностических констант в судебно-медицинской экспертизе при инфаркте миокарда //Актуальные вопросы судебной медицины и экспертной практики на современном этапе (материалы Всероссийской научно-практической конференции с международным участием, посвященной 75-летию РЦСМЭ.- Москва.-2006. – С.252-254.

11. Камышников В.С. Клинические лабораторные тесты от А до Я и их диагностическое значение.-Москва. – 2007. -313 с.

12. Качина Н.Н. Посмертная оценка гликемии по уровню глюкозы и гликозилированного гемоглобина крови // Суд- Мед. Экспертиза. - 1991. - №4. - с. 7-10.

13. Кинле А.Ф. Лактатдегидрогеназа и ее изоферменты в дифференциальной диагностике скоропостижной смерти от ишемической болезни сердца и острого отравления алкоголем: Дис. к.м.н./2-й МОЛГМИ им. Н.И. Пирогова, Москва. -1981.-17 с.

14. Кинле А.Ф. Правила забора, хранения, доставки биоматериала для биохимического исследования и трактовки биохимических показателей в судебно-медицинской практике: Методические реком. - Москва, 2002. -35 с.
15. Кушаковский М.С. Клинические формы повреждения гемоглобина. - Ленинградское отд.: «Медицина», 1968. - С. 49.
16. Лужников Е.А., Костомарова Л.Г. Острые отравления: Руководство для врачей. - Москва.: “Медицина”, 2000. - 434 с.

17. Марри Р., Греннер Д., Мейес П., Родуелл В. Биохимия человека в 2-х т. / Пер с англ. яз; под ред. д-ра хим. наук Л.М.Гинодмана. - Москва: “Мир”, 1993. Т. 1, 384 с, Т 2. 415 с.

18. Маршалл В.Дж. Клиническая биохимия. / Пер с англ. яз.; Под ред. д-ра мед. наук Н.И. Новикова. - Москва. - СПб.: «Издательство БИНОМ» - «Невский Диалект», 2002. - 384 с.
19. Михайлова Г.В., Асташкина О.Г., Павленко Е.Ю., Зимина Л.Н., Баринова М.В. «Значение биохимических исследований в комплексной диагностике острых отравлений опиатами». Альманах судебной медицины (материалы 2-ой Всероссийской научно-практической конференции «Актуальные вопросы судебной биохимии»), Санкт-Петербург, №6, 2003, с. 88-91.

20. Молин Ю.А. Судебно-медицинская экспертиза повешения. -Санкт-Петербург: НПО «Мир и семья», 1996. - С. 151.

21. Морозова В.Т., Миронов И.М., Марцишевская  Р.Л. // Исследование мочи. – М.:РМАПО.- 1996.- 84 с.

22. Назаров Г.Н., Николенко Л.П. Судебно-медицинское исследование электротравмы. -Москва. -1992. - с. 105-117.

23. Руководство по судебно-медицинской экспертизе отравлений (Под ред. Я.С. Смусина, Р.В. Бережного, В.В. Томилина, П.П. Ширинского. – М. ; Медицина.-1980.-424 с.

24. Смусин Я.С. Судебно-медицинская экспертиза отравлений антихолинэстеразными веществами. - Москва: «Медицина», 1968. -191 с.

25. Титов В.Н., Коткина Т.И., Волкова Е.И., Миоглобин крови: диагностическое значение и методы исследования (обзор литературы) // Клиническая лабораторная диагностика. - 1993. - № 3. - С.  3-10.

26. Туманов А.К.  Судебно-медицинское исследование вещественных доказательств.- М.-1961. 

27.  Шевченко Н.Г., Клинико-диагностическое значение определения миоглобина // Клиническая лабораторная диагностика. - 1993. - №1. - С. 43-46.

28. Эйдельман М.М. Модификация колориметрического метода определения активности ацетилхолинэстеразы в крови // Лабораторное дело. - 1963. -№10. - С. 29-34. 

29. Юлдашев А.А. Судебно-медицинское определение давности субдуральных кровоизлияний в остром периоде летальной черепно-мозговой травмы // Судебно-медицинская экспертиза. – 1992. – с.16-18.

30. Baynes J.W., Bunn H.F., Goldstein D.E., et al., «National Diabetes Data Group: Report of the Expert Committee on Glycosylated Hemoglobin», Diabetes Care, 7,6: 602-606 (1984)

31. Compagnucci P., Cartechina M.G., et al «The Importance of Determining Irreverisibly Glycosylated Hemoglobin in Diabetics», Diabetes, 30: 607-612, 7 (1981)

32. Goldstein D.E., Peth S.B., England J.D., et al., « Effects of Acute Changes in Blood Glucose on HbA1c», Diabetes, 29: 623-628?8 (1980)

33. Koenig R.J., Peterson C.M., Kilo C., et al., «Hemoglobin A1c As an indicator of the Degree of Glucose intolerance in Diabetes», Diabetes, 25, 3: 230-232 (1976)

34. Nathan D.M., Singer D.T., et al, «The Clinical Information Value of the Glycosylated Hemoglobin Assay», N. Eng. J. Med., 310: 341-6 (1984)
Асташкина Ольга Генриховна, 8(495)684-30-11
А.М. Наумова








PAGE  
7

