CAPITOLUL 1. COMPONENTELE SANGELUI.
CARACTERISTICI.

1.1. RECOLTAREA PROBELOR DE SANGE

Recoltarea probelor de sénge se face prin metode invazive, ceea ce impune respectarea
unui protocol strict, care se refera la toate aspectele acestui procedeu.

Mediul de lucru. Recoltarea se recomanda sa fie facuta in camere sau incinte pregatite
special cu mobilier, luminozitate, temperatura si conditii de igiena corespunzatoare.

Pregatirea personalului. Cadrele medicale trebuie sa fie pregatite profesional pentru
recoltarea probelor de sange, sa aiba echipament adecvat si sa fie instruite pentru a
realiza o buna comunicare cu pacientii.

Pregatirea pacientului:

- Recoltarea probelor de sange se face in conditii de repaus fizic, psihic si de comfort
termic.

- Personalul medical va explica pacientului manoperele necesare, utilitatea si riscurile
pe care le presupun aceste manevre.

- Cadrele medicale trebuie sa obtina acordul pacientului pentru orice manopera inainte
de efectuarea acesteia.

- Cadrele medicale vor obtine, din anamneza pacientului, date pentru identificarea
acestuia si date cu caracter medical (stari fiziologice particulare, menstruatie,
graviditate, starea de hidratare, afectiuni acute, afectiuni cronice, tratamente
efectuate etc.).

Momentul recoltarii probelor de sange.

In urgente, recoltarea probelor de sange se face in orice moment al zilei.

In cazul investigatiilor recomandate, se preferd recoltarea sangelui in conditii bazale:
dimineata, dupa 6-8 ore de post alimentar si repaus fizic. Un numar restrans de parametri
biologici pot fi influentati de alimentele care cresc glicemia, lipemia si potasemia sau de
medicamentele administrate anterior.

In cazul determindrii unor parametrii biologici care au ritm circadian cunoscut se
recomanda recoltarea probelor de sange in conditii identice si in acelasi moment al zilei.

momentul fatd de administratrea de alimente sau lichide, efortul fizic, alte situatji
fiziologice, pot modifica valorile parametrilor determinati in sange de la +5%
pana la +£10 %. in consecinta, recoltarea probelor de sange se poate efectua
fara restricti pentru majoritatea probelor biologice, cu exceptia glicemiei,
lipidelor plasmatice si a potasemiei.

o Observatie! Momentul din zi, pozitia corpului (clinostatism, ortostatism etc.),

Tipul de sé&nge recoltat.

Probele de sange se obtin prin punctionarea unei vene sau a vaselor capilare. Séangele
capilar se recolteaza, la adult, prin inteparea pulpei degetului inelar sau mijlociu, iar la
sugar si copilul mic, prin inteparea fetei plantare a degetului mare de la picior sau a
calcaiului. Tn anumite afectiuni (endocarditd, vasculite) se inteapa lobul urechii pentru a
obtine celule endoteliale din capilare. Sangele capilar se foloseste preferential pentru
examinari calitative si morfologice (frotiuri de sange), dar poate fi utilizat si in teste
chimice, imunologice si hematologice (de exemplu pentru determinarea hematocritului prin
micrometoda).



Séngele venos se recolteaza prin punctionarea venelor (flebotomie) de la plica
antecubitala. La nevoie, la sugari se poate recolta si din vena jugulara, venele de pe fata
dorsala a mainii sau venele epicraniene.

Sangele arterial se foloseste pentru dozarea gazelor (oxigen, dioxid de carbon, gaze rare,
gaze toxice), dozarea bicarbonatului de sodiu, evaluarea echilibrului acido-bazic si pentru
culturi bacteriologice in septicemii.

Materiale necesare recoltarii probelor de sdnge:

- degresarea si dezinfectarea tegumentelor se face cu eter si alcool 70%;

- punctionarea vasului de sange si recoltarea sangelui se fac cu instrumentar steril:
seringi si ace de unica folosinfa sau cu sisteme moderne de tip vacutainer,
microtainer etc.;

- alte materiale: vata, garou;

- anticoagulant:

e EDTA este preferat in tehnicile de leucoconcentrare si de separare a
trombocitelor pentru studii citochimice;

e amestec de oxalati Wintrobe: oxalat de amoniu 1,2 g, oxalat de potasiu 0,8 g,
apa distilata 100 ml,

e heparing;

e citrat trisodic.

Observatie: Tipul de anticoagulant, concentratia anticoagulantului, cantitatea de
anticoagulant si cantitatea de sange sunt dictate de metoda folosita pentru
dozarea fiecarui component investigat in plasma sau sange integral.

Tehnica recoltarii

- Se pune manseta tensiometrului proximal de zona aleasa pentru punctie si se creste
presiunea aerului in manseta, la valori situate intre presiunea sistolica si presiunea
diastolica, cu scopul de a opri circulatia venoasa, permitand circulatia arteriala. in
acelasi scop se poate folosi garoul.

- Se degreseaza si se dezinfecteaza tegumentul.

- Se punctioneaza vena, dupa care se desface manseta tensiometrului sau garoul si
se asteapta reluarea circulatiei venoase. Nu se recolteaza sange imediat dupa staza
venoasa si se recomanda prelevarea primilor 2 ml de sénge si indepartarea acestora
prin schimbarea seringii folosite.

- Pentru testele de coagulare, se recomanda punctionarea venei de la prima incercare,
pentru a evita contactul prelungit cu tromboplastina tisulara. Instrumentarul folosit si
recipientul pentru recoltare trebuie sa fie perfect uscate.

Utilizarea probelor de sénge

- Sangele venos se foloseste pentru teste chimice, imunologice si hematologice. Se
recomanda efectuarea tuturor testelor necesare din proba de sange venos, deoarece
folosirea sangelui capilar pentru o parte dintre aceste teste duce la rezultate
neconcordante.

- Examinarea citomorfologica si functionala a sangelui se realizeaza curent din
sangele venos si din sangele capilar. Nu se recomanda folosirea sangelui venos
recoltat pe anticoagulant, pentru examenul morfologic pe frotiu, deoarece pot aparea:
celule endoteliale, cristale de anticoagulant inglobat in leucocite si modificari ale
elementelor figurate.

Timpul de prelucrare

- Se recomanda efectuarea testelor din sangele proaspat recoltat, in special pentru
testele de explorare a hemostazei.



- Sangele se pastreaza la 4 — 8°C, timp limitat.

- Dupa refrigerare, sangele va fi readus la temperatura camerei pentru efectuarea
probelor. La temperatura camerei (18 — 26°C) poate fi pastrat maximum 6 ore de la
recoltare.

- Se recomanda efectuarea testelor de coagulare si numararea trombocitelor in
interval de 1 ora de la recoltare, a V.S.H.-ului pana la 2 ore, iar pentru alte investigatii
hematologice in maximum 3 ore de la recoltare. Pentru lamele cu frotiuri, se
recomanda evitarea expunerii la umezeala, care produce degradarea celulelor.

Erori de tehnicd. in raport cu metoda folositd, pot aparea rezultate fals pozitive sau fals
negative. Exemple:

- tub defect;

- proba de sange coagulata;

- proba de sénge insuficienta;

- proba de sange hemolizata;

- metode de determinare efectuate la temperaturi extreme;
- instrumentar defect;

- instrumentar si aparatura necalibrata.

/-f> Studiu individual

Consultand cursul ,Fiziologia sangelui”, un dictionar medical si alte materiale recomandate
n bibliografie, raspundeti la urmatoarele cerinte:

1. Definiti termenii: punctie venoasa, flebotomie, garou, proba de sange hemolizata,
hemostaza.

2. Identificati cel putin 4 medicamente care pot influenta valorile unor constante
sanguine.



FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Enumerati si explicati conditiile specifice de mediu si de pregatire a cadrelor medicale
necesare pentru recoltarea probelor de sange.

5. Explicati manevrele de facilitare a punctiei venoase prin aplicarea garoului sau aplicarea
mansetei tensiometrului.

9. Care sunt cele mai frecvente greseli de tehnica intalnite in recoltarea probelor de
sange?

10. Ce modificari au loc intr-un esantion de sange recoltat pe anticoagulant si pastrat timp
indelungat?



1. 2. PROPRIETATILE FIZICO-CHIMICE ALE SANGELUI

Tesutul sanguin este un tesut mezenchimal de origine mezoblastica. Este format din doua
compartimente: sangele periferic si organele hematopoietice (maduva osoasa si organele
limfoide). Sangele periferic este format din plasma, in proporiie de 55-60% si elemente
figurate, in proportie de 40-45%. Elementele figurate ale séngelui sunt eritrocitele,
leucocitele gi trombocitele.

Plasma este mediul fluid care contine, dizolvate sau in suspensie, numeroase molecule
organice, electroliti si elementele figurate.

Apa reprezinta cca. 93% din plasma, restul fiind substante anorganice dizolvate (saruri
minerale, gaze: CO2 si O2), sau substante organice (proteine, lipide, glucide sau combinatii
ale acestora).

Plasma are rol de transportor, atat pentru elementele celulare sanguine, cat si pentru
diversele substante biologic active pe care le contine.

Proprietati fizico-chimice ale sangelui

Culoarea. Culoarea sangelui este rosie, datorita fierului bivalent din molecula de
hemoglobina (Hb), care absoarbe componentele spectrale violet si verde si le reflecta pe
cele rosii. Saturatia Hb cu oxigen determina o culoare rosu aprins, iar Hb redusa
determina o nuanta inchisa de rosu, mergand pana la cianoza in cazul sangelui capilar cu
saturatie foarte redusa de oxigen.

Temperatura. Temperatura sangelui variaza in functie de organ si de intensitatea
activitatii metabolice. De exemplu, in ficat, sdngele are cea mai ridicata temperatura (40-
41°C). Caldura specifica a sangelui (numar de calorii necesare pentru a ridica temperatura
la 1 ml de sédnge cu 1°C) are valoarea 0,9 kcal/l.

Densitatea. Densitatea sangelui si a plasmei permit aprecierea rapida, cu ajutorul
nomogramelor, a hematocritului, a cantitati de Hb si a concentratiei proteinelor
plasmatice. Valorile normale sunt (kg/m?3):

- pentru sange: 1050 — 1070; (barbati: 1057 — 1067, femei 1051-1061);

- pentru plasma: 1024 — 1030;

- pentru eritrocite: 1090 — 1093.
Diferentele de densitate dintre eritrocite si plasma explica tendinta eritrocitelor de a
sedimenta in plasma (VSH).

Vascozitatea. Vascozitatea sangelui depinde, in principal, de concentratia proteinelor gsi
numarul elementelor figurate. Are o valoare de 4 — 5 ori mai mare decat a apei, pentru
care s-a stabilit conventional valoarea 1 (4,3 - 4,7 centipoise pentru sangele integral si
1,86 centipoise, pentru plasma).

Factorii care influenfeaza véascozitatea sangelui sunt: concentratia fibrinogenului in
plasma, hematocritul, diametrul vaselor de sénge, viteza de curgere a sangelui Si
temperatura. Cresterea patologica a vascozitatii sadngelui are drept consecinta obstructia
vaselor si tromboze locale.

Presiunea osmotica. Presiunea osmotica este presiunea care apare intre doua solutii cu
compozitie diferita, separate printr-o membrana semipermeabila. Aceasta permite trecerea
solventului si nu permite trecerea substantelor dizolvate.

Presiunea osmotica depinde exclusiv de numarul particulelor cristaline dizolvate in solutie.
Valoarea presiunii osmotice este practic aceeasi in sange, plasma, lichid extracelular si
mediul intracelular, fiind un factor de baza al homeostaziei organismului. Presiunea
osmotica determina sensul si intensitatea transferurilor de lichide prin membrane. Apa
trece din mediul cu presiune osmotica mica (hipoton), spre cel cu presiune osmotica mai
mare (hiperton), pana la egalizarea presiunilor. Presiunea osmotica modificata determina



alterarea integritatii celulare: in mediu hipoton, celulele se umfla cu apa si se sparg, in
mediu hiperton se deshidrateaza si se zbarcesc.
Valori normale:

- 7,6 —8,1 atm; 5300 mmHg

- 660 kPa

- 280 - 310 mOsm/l
Indirect, valoarea presiunii osmotice se poate determina prin punctul crioscopic
(temperatura de inghet): -0,56 ... -0,58°C.
Presiunea oncotica. Presiunea oncotica sau coloid-osmotica reprezintd o parte din
presiunea osmotica si este determinata de concentratia proteinelor. De exemplu, in
plasma, presiunea oncotica este 25 mmHg, iar in lichidul interstitial este 15 mmHg.

Presiunea hidrostatica. Presiunea hidrostatica este determinata de presiunea sistolica
realizata de contractia ventriculului stdng si depinde de sectorul vascular unde se
masoara. De exemplu: 120 mmHg in artere la plica cotului, 35 - 40 mmHg in capilare si
10-15 mmHg la extremitatea venoasa a capilarului.

pH-ul. pH-ul se exprima sub forma logaritmului zecimal cu semn schimbat din concentratia
ionilor de hidrogen.

Valori normale: 7,38 — 7,42 (38 — 41 nM/I).
Valori extreme ale pH-lui, compatibile cu supravietuirea: 6,8 — 8.

pe Studiu individual

Consultdnd cursul ,Fiziologia sangelui” si materialele recomandate in bibliografie,
raspundeti la urmatoarele cerinte:

1. Definiti: mediul izoton, hipoton, hiperton.

2. ldentificati: o solutie izotona din organismul uman si o solutie izotona produsa
artificial.

3. Comparati valoarea normala a presiunii osmotice a plasmei cu valoarea normala a
presiunii atmosferice.



FISA DE LUCRU iN LABORATOR

1. Care este culoarea sangelui? Explicati modificarea culorii in functie de compartimentul
vascular (artere, vene, capilare).

5. Ce consecinte are cresterea vascozitatii sangelui asupra parametrilor hemodinamici ai
circulatiei sanguine?

9. Membrana celulara este o membrana semipermeabila? Ce semnificatie are acest
concept?



1.3. REACTII DE IDENTIFICARE A SANGELUI

Recunoasterea prezentei sangelui sau a urmelor de sange are o mare importanta, atat in
medicina curativa, pentru evidentierea sangelui din diferite produse biologice, cat si pentru
medicina legala, atunci cand este necesar sa se clarifice daca eventualele pete sunt sau
nu de sange, daca séangele este sau nu de om, precum si carei grupe sanguine ii apartine.

Acest lucru se realizeaza folosind metode care permit identificarea séngelui, specia careia
1i apartine sangele (om sau animal) si grupa sanguina, daca sangele este uman.

Atat in laborator, cat si pentru munca de teren, criminaligtii sunt pusi in situatia de a
analiza pete care par a fi de sange. Acestia trebuie sa raspunda intr-un timp relativ scurt,
daca petele analizate sunt sau nu relevante pentru ancheta in desfasurare.

Majoritatea testelor folosite pentru identificarea sangelui sunt teste chimice, ele fiind mult
mai rapide decat testele biologice de tip antigen-anticorp. Acestea din urma, desi sunt mult
mai specifice, sunt mai greu de executat si necesita un timp mai lung de asteptare.

Determinarea prezentei sangelui se efectueaza prin doua tipuri de teste:

A. Teste de probabilitate, care au o mare sensibilitate, deoarece dau rezultate pozitive
folosind cantitati infime de sénge, dar au o specificitate redusa, in sensul ca multi compusi
oxidanti (ex. peroxidazele din alte surse decat sangele) pot da aceleasi rezultate pozitive.
Din acest motiv, pentru un rezultat sigur, este necesara asocierea mai multor reactii de
probabilitate.

B. Teste de certitudine, cu o mare specificitate, dar care necesita cantitati mai mari de
sange.

dependente de prezenta hemoglobinei in pata analizata si, de aceea, vor

o Toate testele incadrate in reactiile de probabilitate sunt, mai mult sau mai putin,
genera rezultate pozitive la analiza sangelui animal.

A. Teste de probabilitate

Principiul general: unele substante sunt incolore in stare redusa, dar prin oxidare devin
colorate. Oxidarea are loc in prezenta unui peroxid, ca apa oxigenata si a unei
peroxidaze, ca hemoglobina, care are o puternica actiune peroxidazica.

Peroxidazele sunt substante cu structura asemanatoare catalazelor, fiind mai putin
raspandite in regnul animal, dar existente in cantitati mari in lumea vegetala, mai ales in
frunzele plantelor. Aceste enzime catalizeaza reactile de oxidare realizate de apa
oxigenata (peroxid de hidrogen) sau de altli peroxizi, ca de exemplu cei rezultati
din rancezirea oxidativa a uleiurilor si grasimilor, avand un rol important in "arderea" unor
deseuri celulare. Astfel, reactivii utilizati n acest tip de reactii pot da si reacitii fals pozitive
in prezenta peroxidazelor din vegetale sau din lapte, a colorantilor din {esuturi, a anumitor
saruri (de fier, cupru, nichel, cobalt), a compusilor oxidanti (permanganat, bicromat),
precum si in prezenta pamantului sau a ruginei. Din aceste motive, se considera ca aceste
reactii au o specificitate redusa.

- Reacfia Adler - reprezinta una dintre cele mai sensibile reactji de acest gen; in acest

caz, peroxidaza sanguina (hemoglobina) elibereaza oxigen activ din peroxid (apa
oxigenatd) si 1l trece pe benzidina, oxidand-o intr-un derivat colorat. in clinica, proba
ADLER (testul ADLER) reprezinta metoda prin care se permite punerea in evidenta a
prezentei sangelui in materiile fecale - hemoragiile oculte in scaun.
In mod normal nu existd sange in materiile fecale. Prezenta sa indica o afectiune
sangeranda a tubului digestiv: ulcer gastric sau duodenal, polipi intestinali, rectocolita
ulcero-hemoragica, neoplasm, hemoroizi interni. Exista o serie de recomandari
pentru proba ADLER:


http://www.bioterapi.ro/aprofundat/index_aprofundat_index_enciclopedic_alimentarRancezirea_grasimilor.html

e Tnainte de prelevarea probei se va {ine un regim timp de 3 zile: fara carne,
peste, medicamente cu fier, hemoglobina, legume verzi;

e se va controla ca scaunul emis sa nu fie contaminat cu sange provenit din
hemoroizi sangeranzi;

e este recomandat ca testul sa se repete de 2-3 ori la un interval de 2-3 zile,
mentinand regimul indicat;

e proba se preleva intr-un recipient de plastic sau de sticla, curat si uscat.

- Reactia Guarino - este mai putin sensibila, dar are o specificitate mai mare decéat
reactia Adler, motiv pentru care reactia este folosita in benzi comerciale de
determinare a sangerarilor oculte in materiile fecale (teste denumite gFOBT).

- Reactia cu luminol. Cea mai raspandita reactie de catalizare din criminalistica este

cea cu luminol. Luminolul sau 3-aminoftalhidrazina este un compus chimic utilizat de
catre politia criminalista pentru a descoperi urmele de sange si de catre biologi
pentru cercetarea cuprului, fierului si a cianurii. Principalele componente capabile de
a cataliza aceasta reactie sunt hemul, diferite metale si peroxidaza.
Utilizarea luminolului (in solutie alcalina si in prezenta unui agent oxidant) se
bazeaza pe proprietatea sa de a produce o reactie chimio-luminescenta albastruie, la
contactul cu sangele. Dupa reactia de oxidare, o molecula de oxigen suplimentar
paraseste orbita normala si apoi se intoarce pe aceasta, moment in care are loc
emisia de lumina.

Reactia are loc sub o lampa care emite lumina cu lungimea de unda de 441- 452 nm.
Reactia este extrem de sensibila, fiind capabila sa detecteze prezenta séngelui in
dilutii de 1:1.000.000. Luminolul nu reactioneaza si nu produce reactii fals pozitive in
contact cu: plantele, anumite produse chimice de curatare, anumite metale sau
diferiti catalizatori.

- Reactia cu orto-toluidina (banda de hartie HEMASTIX). Banda de hartie
HEMASTIX este impregnata, la unul dintre capete, cu un amestec tamponat de orto-
toluidina si un peroxid organic. Peroxidul organic, in solutia acida a sistemului
tamponat si in prezenta hemoglobinei (dar si a mioglobinei), se descompune cu
eliberare de oxigen, care oxideaza orto-toluidina intr-un compus albastru.

B. Teste de certitudine

a) Testele cu formare de cristale. Toate aceste teste au ca principiu general formarea
cristalelor derivate din hemoglobina aparand cristale de hemina.

- Reactia Takayama. Acest test se face la microscop, pe un frotiu de sange peste
care se adauga agenti de cristalizare, observandu-se aparitia de cristale derivate din
hemoglobina. Probabil cel mai cumoscut test in SUA si, posibil, cel mai larg utilizat
de catre criminaligti, este testul inventat de Takayama acum aproximativ 80 de ani.
Principiul acestui test este simplu: la incalzirea usoara a unui frotiu de sénge peste
care se adauga o solutie alcalina de piridina se poate observa, la microscop,
formarea de cristale roz de piridina feroprotoporfirinica.

- Reactia Teichmann. Alaturi de reactia Takayama, reactia Teichmann este una dintre
cele mai cunoscute; aceasta consta in formarea cristalelor de clorhidrat de hematina
(clorhemina), prin reactia dintre clorura de sodiu si hematina, in prezenta acidului
acetic glacial, la cald. Hemoglobina tratatd cu acid clorhidric va da nastere la
clorhemina care se prezinta sub forma de cristale rombice, brune - cristalele
Teichmann.

- Reactia Stryzowski, reactie analoga ca principiu reactiei Teichmann, se refera la
punerea in evidenta a prezentei sangelui prin formarea cristalelor de iodhidrat de
hematina, care au forma unor prisme mici, romboidale, de culoare rosie, grupate in
diferite forme. Reactivul Stryzowski este format din alcool, apa distilata, acid acetic
glacial si acid iodhidric.



Este general acceptat faptul ca un rezultat pozitiv la testele de cristalizare confirma
prezenta sangelui. Sensibilitatea acestor teste este de aproximativ 0,001 ml de sange sau
0,1 mg de hemoglobina per proba analizata. Un rezultat negativ nu arata neaparat ca
sangele este absent din proba ci, poate indica un defect de tehnica. Interesant este faptul
ca pete de sange de pana la 20 de ani au dat rezultate pozitive la testele de cristalizare.

b) Teste care utilizeaza spectroscopia. Acestea permit identificarea hemoglobinei cu
ajutorul spectrofotometrului, stind ca hemoglobina produce o banda de absorbtie in
intervalul 5893 A— 5269 A.

c) Teste care utilizeaza cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC). Aceasta
tehnica poate fi utilizatda pentru a confirma prezenta de sange. De asemenea, poate fi
folosita pentru a identifica specia de la care provine sangele, stiindu-se variatiile inter-
specii ale lanturilor hemoglobinei. Poate sa faca distinctia intre hemoglobina fetala si
hemoglobina adulta, poate fi folosita pentru a estima varsta unei pete de sange etc.

d) Determinarea speciei de apartenenta a sangelui (umana sau animala). Aceasta se
realizeaza prin mai multe metode dintre care cele mai utilizate sunt cele imunologice.
Reactia de imunoprecipitare Uhlenhuth se bazeaza pe formarea complexului antigen-
anticorp; se manifesta prin aparitia unui inel de culoare alb-laptoasa la zona de contact
dintre serul precipitant anti-om si maceratul obtinut din pata de sange.

e) Determinarea grupei de sange. In medicina legala, determinarea grupei sanguine din
petele de sange se face prin evidentierea aglutininelor alfa si beta (prin metoda Lattes) si a
antigenelor A, B si 0 (prin metoda absorbtie-elutie).

- Prin metoda Lattes se determina aglutininele cu ajutorul eritrocitelor-test A si B, care
pot fi sau nu aglutinate in prezenta sangelui; tehnica este simpla, aglutinarile citindu-
se la microscop.

- Metoda absorbtie-elutie se bazeaza pe proprietatea antigenelor din pete de a
absorbi anticorpii omologi din ser. La ambele metode este bine sa se lucreze in
paralel si cu cate o proba martor, cu sdnge cunoscut.

Lucrari practice efectuate in laborator.
A.Teste de probabilitate
Reactia Adler

Materiale necesare: benzidina; acid acetic glacial; apa oxigenata (3%); material de
cercetat - sange diluat; stativ cu eprubete.

Tehnica de lucru: se prepara, in momentul folosirii, o solutie saturata de benzidina in acid
acetic glacial; la cateva picaturi de reactiv astfel preparat, se adauga cateva picaturi de
apa oxigenata si o picatura de sange. Se va obtine o colorare a reactivului in albastru
intens.

Reactia Guarino

Materiale necesare: reactiv Guarino (dimetil-anilia, acid acetic glacial si apa distilata); apa
oxigenata; material de cercetat - sdnge diluat; eprubeta.

Tehnica de lucru: intr-o eprubeta, la cateva picaturi de reactiv Guarino se adauga cateva
picaturi de apa oxigenata si o picatura de sange; reactivul se va colora in galben.

Reactia cu orto-toluidina
Materiale necesare: banda HEMASTIX; urina necentrifugata.

Tehnica de lucru: se amesteca bine urina necentrifugata si se introduce capatul
impregnat al benzii in urind; se scoate apoi imediat si se citeste in 30 de secunde. Aparitia
culorii albastre, indica prezenta sangelui in urina.

B. Teste de certitudine
Reactia Teichmann.
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Principiul reactiei Teichmann, una dintre cele mai cunoscute reactii de cristalizare, consta
in formarea cristalelor de clorhidrat de hematina (clorhemina), prin reactia dintre clorura de
sodiu si hematina, in prezenta acidului acetic glacial, la cald. Hemoglobina tratata cu acid
clorhidric va da nastere la clorhemina, care se prezinta sub forma de cristale rombice,
brune - cristalele Teichmann.

Materiale necesare: sange; acid acetic glacial cu NaCl 1%; lama; lamela; bec de gaz;
microscop.

Tehnica de lucru: se pune o picatura de sange pe o lama si se intinde un frotiu mai gros.
Se usuca la caldura, pana la 40 - 45°C (se controleaza prin punerea lamei pe méana). Se
adauga acid acetic glacial cu NaCl si se acopera cu lamela. Se incalzeste pana la fierbere.
Culoarea preparatului devine maron-bruna datorita formarii clorheminei. Racirea se va
face lent, obtinandu-se astfel cristale mari de clorhemina. La microscop, cristalele apar
galben-rogcate sau brune, cu forme de prisme alungite sau romboidale, cu unghiuri
ascutite, izolate sau asezate in cruce ori in stea (figura 1.1.).

{—f/\

Figura 1.1. Cristale Teichmann.

pe Studiu individual

1. Folosind un dictionar medical sau alte materiale didactice, explicati urmatorii
termeni: hemoragie oculta, peroxid, cristalizare, antigen, anticorp, elutie.

2. Folosind un motor de cautare explicati abrevierea: gFOBT.
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FISA DE LUCRU iN LABORATOR
1. Cate tipuri de teste de identificare a sangelui cunoasteti?

2. Enuntati principiul general al testelor de probabilitate, folosite pentru identificarea
sangelui.

4. Ce culoare se obtine in cazul unei reactii Adler pozitive si cum interpretam acest
rezultat?

11. Cét de veche poate fi o0 pata de sange pentru ca aceasta sa nu mai fie identificata prin
spectroscopie?

12



1.4. PLASMA SANGUINA

Definitia plasmei. Plasma sanguind desemneaza fractiunea lichida a sangelui. in plasma
se afla in suspensie celulele sanguine: hematii, leucocite si trombocite. Este formata din
apa (90%), substante anorganice dizolvate - saruri minerale (aproximativ 1%) si diverse
substante organice (aproximativ 9%): proteine, lipide, glucide sau combinatii ale acestora
etc. Plasma serveste ca vehicul atat pentru elementele celulare sanguine, cat si pentru
diversele substante biologic active (hormoni, anticorpi, factori ai coagularii etc.). Volumul
plasmatic reprezinta 4-5% din greutatea corpului, adica 41 ml/kg corp, ceea ce pentru un
adult de 70 kg Thseamna aproximativ 3500 ml.

Obtinerea plasmei. Plasma sanguina se obtine prin centrifugarea sangelui proaspat
recoltat pe un anticoagulant pana la aparitia a doua fractiuni distincte: sedimentul, format
din elementele figurate si supernatantul, care reprezinta plasma sanguina (figura 1.2.).

Serul sanguin se obtine prin centrifugarea energica a sangelui recoltat fara anticoagulant
sau prin decantare, dupa ce sangele integral a fost lasat sa coaguleze la temperatura
camerei, timp de 30-60 minute (figura 1.3.). Dupa acest timp, se obtine o portiune
inferioara - cheagul (contine fibrina si elemente figurante) si supernatantul limpede, care
reprezinta serul. Serul are o compozitie asemanatoare cu a plasmei, cu exceptia factorilor
coagularii — fibrinogen, FlI, FV, FVIII, care au fost folositi pentru formarea coagulului. Tn
plus, serul contine cantitati mari de serotonina rezultata din degranularea trombocitelor in
procesul coagularii.

Sange integral

100 T
Plasma -
— — Granulocite si trombocite
Procent 45 -
Hematocrit - - Eritrocite
=45%
oLl 4}

Figura 1.2. Plasma sanguina obtinuta dupa centrifugarea sangelui.
http://blood-histology.blogspot.com/
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——>
sar
- _ .

Figura 1.3. Serul sanguin
obtinut dupa coagulare.
http://blood-
histology.blogspot.com/

cheag

Plasma si serul au aceeasi compozitie, cu exceptia fibrinogenului si a altor
factori ai coagularii pe care serul nu-i mai contine, deoarece s-au consumat in
procesul de coagulare.

Proprietatile fizico-chimice ale plasmei
Culoarea - plasma este un lichid clar sau usor galbui.

Densitatea este conferita mai ales de proteine. Valorile normale variaza intre 1024-1030
kg/m3. In plasma deproteinizatd, densitatea se reduce la 1006. Densitatea sangelui
integral depinde atat de concentratia proteinelor, cat si de numarul elementelor figurate.

Presiunea osmotica - presiunea osmotica este presiunea care apare intre doua solutii cu
compozitie diferita, separate printr-o membrana semipermeabila. Aceasta permite trecerea
solventului si nu permite trecerea substantelor dizolvate (figura 1.4.). Presiunea osmotica
depinde exclusiv de numarul particulelor cristaline dizolvate in plasma, fiind data in
proportie de 80% de NaCl. Valoarea presiunii osmotice este practic aceeasi in sange,
plasma, lichid extracelular si mediul intracelular, fiind un factor de baza al homeostaziei
organismului. Presiunea osmotica determina sensul si intensitatea transferurilor de lichide
prin membrane. Apa trece din mediul cu presiune osmotica mica (hipoton), spre cel cu
presiune osmotica mai mare (hiperton), pana la egalizarea presiunilor si diluarea mediului
concentrat.

Valori normale: 280-310 mOsm/l; 7,6 — 8,1 atm.; 5300 mmHg; 660 - 770 kPa sau,
exprimata sub forma de temperatura de inghet (= punct crioscopic), valoarea este de: -
0,56 ... -0,58°C.

0,9%), cea cu osmolaritate mai mica hipotona, iar cea cu osmolaritate mai mare
hipertona.

o O solutie cu osmolaritate egala cu a plasmei se numeste izotonica (ex. NaCl

Presiunea coloid-osmotica sau oncotica este atribuita proteinelor plasmatice. Efectele
acestei presiuni sunt de a mentine apa si electroliti in vase si de a influenta activ
schimburile hidro-electrolitice la nivel de capilar, atat la nivelul capilarelor din circulatia
sistemica, cat si a capilarelor renale. Valori normale: 25 mmHg.

Reactia sangelui (si plasmei) - data de concentratia ionilor de H*. Valori normale: 7,38 -
7,42. pH-ul sanguin este unul dintre parametrii care caracterizeaza constanta mediului
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intern, mentinerea Iui in limite normale realizandu-se prin mecanisme biologice
(aparatele: respirator, renal; ficatul; pielea) si mecanisme chimice (sistemele tampon).

Presiunea osmotica - demonstratie

Solutia nu mai creste cand
Sol salina 3% presiunile osmotice se egaleaza

Cresterea

nivelului solutiei

__saline
B

Membrana
semipermeabila

Distilata

Figura 1.4.

Lucrari practice efectuate in laborator.
Determinarea densitatii sangelui si plasmei - Metoda Phillips - Van Slyke

Principiul determinarii. Determinarea densitatii sangelui sau plasmei se face comparativ,
fata de o serie de solutii de sulfat de cupru ale caror densitati ne sunt cunoscute. Picatura
de plasma sau sange se acopera cu o pelicula de proteinat de cupru care-i permite
plutirea, pentru cateva secunde, in interiorul lichidului, in momentul cand densitatile celor
doua lichide sunt egale.

Materiale necesare.
- sange si plasma;
- flacoane cu solutji de sulfat de cupru cu densitati diferite;
- pipete.

Tehnica de lucru.

Se iau dopurile de la flacoanele cu sulfat de cupru si se lasa catva timp la temperatura
camerei. Din eprubeta cu sange integral, se iau 2 ml cu o pipeta si se lasa sa cada in
fiecare flacon cate o picatura de sange de la o inaltime de maximum 1cm de la suprafata
lichidului.

Pot exista trei situatii:

- picatura de sange se ridica la suprafata lichidului, ceea ce inseamna ca densitatea
picaturii e mai mica decat densitatea solutiei;

- picatura de sange coboara spre partea inferioara a flaconului, fiind, deci, cu densitate
mai mare decéat a solutiei din flacon;

- picatura de sange pluteste in interiorul solutiei timp de cateva secunde pana la %
min, deci densitatea sangelui este aceeasi cu densitatea solutiei din flaconul
respectiv.

15



La fel se procedeaza si pentru determinarea densitatii plasmei. Seria de solutii de sulfat de
cupru cu densitati cunoscute poate fi folosita la mai multe determinari (dupa un timp, atat
picaturile de plasma cat si cele de sange integral se vor strange in partea inferioara a
flacoanelor). In general, solutiile se vor schimba cand depozitul de sange sau plasma
depaseste 1/4 din volumul total al solutjei.

Rezultate. Prin aceasta metoda, obtinem doua valori: densitatea séngelui integral (DS) si
densitatea plasmei (DP).
R.A. Phillips si Van Slyke au construit o nomograma cu ajutorul careia, cunoscand
densitatea unei probe de sange si a plasmei, se pot obtine valorile hematocritului (Ht) n
%, a hemoglobinei (Hb) in g% si a proteinelor totale din plasma in g% (vezi nomograma,
figural.5.). Metoda permite determinarea proteinemiei si a Hb cu erori foarte mici.
Valori de referinta (kg/m3):

- Plasma: 1027 cu limite intre 1024-1030.

- Sange integral: 1055-1067 -barbati; 1051-1061 -femei;
Variafiile densitafii plasmei si sdngelui
Cresteri fiziologice:

¢ |a altitudine, prin splenocontractie, creste numarul de eritrocite;

e in efort, prin acelasi mecanism;

e in deshidratari, prin transpiratie.

Cresteri patologice:

e deshidratari - prin diaree, voma, arsuri - se pierde apa;

e poliglobulii primare sau secundare;

e soc - In care se produce o concentrare a eritrocitelor, ca urmare a cresterii
permeabilitatii capilare si trecerii lichidului circulant Tn interstitii.

Scaderi fiziologice:

e |a gravide, prin cresterea fractiunii plasmatice, ca urmare a atragerii apei in vas,
sub actiunea progesteronului si a estrogenilor;

e ingerare masiva de lichide.

Scaderi patologice:

e anemii;

e posthemoragie, la cateva ore de la producerea acesteia, cand lichidul interstitial
este atras in vase, pentru compensarea pierderii de volum si mentinerea
presiunii arteriale.

Importanta determinarii.

- determinarea densitatii sédngelui integral si a plasmei permit aprecierea rapida, prin
nomograme, a hematocritului, a cantitati de Hb si a concentratiei proteinelor
plasmatice;

- metoda Van Slyke permite diagnosticul de soc postoperator, soc datorat arsurilor
intinse si soc posthemoragic. De asemenea, ajuta la stadializarea socului si
orientarea tratamentului in soc, anemii, deshidratari etc.

pe studiu individual

1. Consultand un dictionar medical, definiti urmatorii termeni: hormon, anticoagulant,
ser, fibrinogen, coagulare, hematocrit, sistem tampon.

2. Consultand un tratat medical, determinati situatiile patologice in care presiunile
osmotica si coloid-osmotica intervin in patologia umana.

3. Consultdnd un tratat medical, determinati situatile patologice in care exista
modificari ale pH-ului sanguin.
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Plasma Sange
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Figura 1.5. Graficul Van Slyke si colab. (Hb - hemoglobina; Ht - hematocrit)

Punctul in care linia care uneste scala | cu scala a lll-a si intersecteaza scala a ll-a, arata
valoarea hemoglobinei si hematocritului
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FISA DE LUCRU iIN LABORATOR
1. Notati valorile obtinute pentru densitatea plasmei si a séngelui integral.

4. Indicati cum poate fi densitatea sangelui la o gravida, in ultimul trimestru de sarcina.
Cum numiti situatia respectiva si de ce apare la gravide?

10. Analizati densitatile plasmei la doua persoane care au valori diferite ale proteinemiel,
de exemplu 5 g/dl si 7,5 g/dI.
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1.5. DETERMINAREA VOLUMULUI SANGUIN

Definitie. Volumul sanguin total este cantitatea totala a sangelui circulant care ocupa, la
un moment dat, toate compartimentele aparatului cardiovascular (cavitatile cordului,
artere, vene, capilare) si organele care depoziteaza sangele (ficat, splina, plexuri
subpapilare).

Volumul sanguin total = Volumul plasmatic + Volumul hematiilor

Metode de determinare

Metode directe. Exanghinare experimentala la animale — metoda preconizata de Welcker.
Metoda consta in recoltarea intregii cantitati de sange, urmata apoi de spalarea intregului
arbore circulator cu solutie izotonica. Se dozeaza apoi colorimetric cantitatea de Hb din
lichidul de spalare si din sdnge, permitand astfel calcularea cantitatii totale de sange.

Metode indirecte.

- Metoda dilutiei. Aceasta metoda se bazeaza pe principiul dilutiei. Se introduc in
sange substante marker, in cantitate cunoscuta; se asteapta omogenizarea lor in
sange si se recolteaza o proba de sange marcat, in care se determina concentratia
substantei marker. Substanta marker fie se dilueaza in plasma, fie se fixeaza pe
hematii. Daca intr-un volum V se dizolva o cantitate Q, concentratia C, a ei, este:

C:Q

V
Aceste substante si metode sunt prezentate in tabelul 1.1.

- Ecuatii si nomograme in care valorile normale ale volumului de sange sunt
calculate in functie de: varsta, sex, greutate, talie.
- Relatia dintre volumul de sange, volumul plasmei si hematocrit este:

Volum plasma
1- Hematocrit
Determinarea volumului plasmatic prin metoda cu colorant Albastru Evans

Principiul: Se injecteaza intravenos o cantitate mica (cunoscuta) de solutie albastru
Evans 0,5%, cantitate care, practic, nu se modifica in cursul investigatiei, deoarece nu
difuzeaza in tesuturi si se elimina foarte lent. Cunoscand concentratia ei in plasma, dupa
ce s-a omogenizat in tot séngele, inainte de a incepe sa fie eliminata, se poate afla
volumul plasmei in care s-a diluat substanta respectiva.

Materiale necesare:

- anticoagulant: amestec Wintrobe sau heparing;
- albastru Evans 0,5% in apa distilata sterila, conservat la intuneric si temperatura
scazuta.
Conditii de determinare a volumului plasmatic. Subiectul este supus in prealabil unei
diete fara grasimi, timp de 24 de ore inaintea probei, pentru a evita o eventuala lipemie
crescuta care modifica rezultatele fotometrice.

Cu 12 ore inainte de proba, subiectul nu se alimenteaza si nu bea lichide. De asemenea,
va sta in repaus pe tot acest interval si in timpul determinarii experimentale si i se va
asigura o stare de echilibru termic. Cantitatea de colorant sa nu satureze complet
albumina plasmatica (1 ml colorant la 30 ml albumina).

Tehnica de lucru. Se determina in prealabil o curba de etalonare, folosind o scara de
diluti a colorantului albastru Evans 0,5% in plasma umana proaspata recoltata pe
anticoagulant. Se folosesc dilutiile: 0,002 mg/ml; 0,004 mg/ml; 0,006 mg/ml; 0,008 mg/ml;
0,01 mg/ml si se citesc aceste dilutii la spectrofotometru la lungimea de unda A=640nm.
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Se reprezinta grafic astfel incat pe abscisa sa avem concentratiile de solutie Albastru
Evans, iar pe ordonata corespunzator acestora, extinctia lor, trasandu-se astfel o curba
(vezi figura 1.6).

Tabelul 1.1. Substante si metode utilizate pentru determinarea volumului sanguin

- Albastru Evans (T 1824)
) - Rosu de Congo
Coloranti $ ) g
Substante folosite - Rosu de Chicago
| | pentru determinarea - Albastru Geigy
volumului plasmatic ["|zotopi radioactivi | - RISA cu 133 saucu 123
Substante - Polivinil — pirolidon
macromoleculare | - Dextran
CO
Substante folosite ~ Fe% Fe%
| | pentru determinarea . st
volumului |zotopi radioactivi
.. _ p32
hematiilor
_ K42
- Constau n determinarea
impedantei electrice inainte si dupa
Metode fizice injectarea unei substante rau
Determinarea conduqatoa;e de electricitate, care
Il | volumului sanguin creste impedanta.
total - Marcarea simultana a plasmei cu
Metoda dublei RISA si a hematiilor cu Cr°Z.
marcari

Inainte de administrarea substantei marker se recolteazd pacientului 10 ml sange pe
anticoagulant si se centrifugheaza pentru obtinerea hematocritului, iar supernatantul se
centrifugheaza intr-o alta eprubeta, pentru a obtine plasma martor. Pe acelasi ac se
injecteaza 3 ml colorant 0,5%. La sfarsitul injectarii se aspira in seringa sange si se
reinjecteaza cu scopul de a spala seringa. La 3 minute din momentul in care s-a injectat
tot colorantul, se recolteaza prima proba de sange, 10 ml pe anticoagulant, de la celalalt
brat. Se centrifugheaza. Se citeste la spectrofotometru densitatea optica (extinctia) a
plasmei colorate, folosind pentru cuva de compensatie sau plasma martor, plasma
obtinuta prin recoltarea sangelui inainte de injectarea colorantului. Din extinctia citita, se
poate afla pe curba de etalonare concentratia substantei in sdnge. Se recomanda citirea la
fotometru imediat dupa centrifugare intrucat densitatea optica a plasmei colorate scade
rapid.
Tehnica experimentala de determinare a volumului plasmatic cu Albastru Evans
- Se cantareste animalul de experienta (céaine).
- Se fixeaza pe o masa de contentie in decubit dorsal, legandu-i-se membrele. Se face
anestezie generala cu cloraloza 1% (1 ml/kg corp) inj. i.v., dupa care se incizeaza si
se descopera vena femurala de la plica inghinala de la ambele membre.
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Figura 1.6. Curba de etalonare pentru determinarea volumului plasmatic
prin metoda albastru Evans.

Se preleveaza proba martor de sange prin punctie pe vena femurala in care s-a
introdus un cateter adaptabil la o seringa. Se centrifugheaza sangele recoltat pentru
aflarea hematocritului si pentru a avea plasma normala, martor.

Se injecteaza prin cateter o solutie de ser fiziologic heparinat pentru a preveni
coagularea sangelui in vas, in cursul experimentului.

Se injecteaza rapid colorantul intravenos pe cateter, sol. 0,5% in cantitate de 0,1-0,2
mg/kg.

Se recolteaza probe de sange de pe cateter, de la vena femurala a celuilalt membru
la 5, 10 si 15 minute si se citesc extinctiile lor la spectrofotometru in A = 640 nm. Se
plaseaza valorile extinctiilor de la 5, 10 si 15 minute pe un grafic pe care, punctat,
aducem curba acestor concentratii la zero (practic, ar coincide cu momentul injectarii,
cand colorantul are cea mai mare concentratie in sange).

Se citeste extinctia probei martor (cuva de compensatie) inainte de injectarea
colorantului.

Pentru a afla concentratia probei martor si a probei de cercetare folosim curba de
etalonare, facuta in prealabil, la care pentru fiecare extinctie corespunde o anumita
concentratie. Se determina volumul plasmatic cu ajutorul raportului:

Concentrafa probei standard

VP =
Concentrafa probei de cercetat

Pentru calcularea volumului sanguin total VS folosim relatia:

VP

S=—x100
100-0.87Ht
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Valori normale si variatii patologice ale volemiei
Valorile normale si variatiile patologice sunt redate in tabelele 1.2. si 1.3.

Tabelul 1.2. Valori normale si variatii fiziologice ale volumului sanguin

Graviditatea

Barbati Femei
: 76 ml/kgc 66 ml/kgc
valorl 3000 ?/ 2 2500 ?/ 2
normale miim _ m m - 6-8% din greutatea
4-51 de sange 1/12 din 1/15 din greutatea corpului
in total greutatea corpului
corpului
nou-nascut: 88 ml/kgc;
scade spre adolescenta: 70 ml/kgc;
Varsta L P t . 9 y
dupa pubertate este mai mare la barbat;
scade la varsta inaintata;
la obezi volumul sanguin este mai mic;
Greutatea . .
cor : volumul sanguin este proportional cu masa
pului M .
musculara a individului;
volum scazut in ortostatism, cu 300 ml; dupa
30 min. volumul scade cu 15% fata de
Pozitia corpului decubit;
o volum crescut in clinostatism; in repaus
_\_/arla;_u patologic prelungit scade cu 500 ml;
fiziologice

in sarcina, volumul creste cu 30-50%,
incepand din luna a lll-a si este maxim in luna
a I1X-a, interesand volumul plasmatic;

primavara, vara — volumul sanguin creste cu

Anotimp 15-20% (in legatura cu termoreglarea);
toamna, iarna — volumul sanguin scade;
Presiunea scaderea presiunii atmosferice creste volumul
"y de sdnge pe seama volumului globular (la
barometrica

altitudine);

Activitatea fizica

creste in efort la sportivi, prin cresterea masei
corporale active si mobilizarea sangelui din
rezervoare.
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Tabelul 1.3.

Variatji patologice ale volumului de sénge

NORMOVOLEMIE

Volum normal de
sange

normocitemica

Ht = 45%

- situatie fiziologica

oligocitemica

Ht < 35%

- sindrom posthemoragic faza Il

policitemica

Ht > 58%

- leucemie

HIPERVOLEMIE

Volum crescut de sange

normocitemica

Ht = 45%

- hipertensiune arteriala
- stari postransfuzie cu sange
integral
- hipertiroidism

oligocitemica

- ciroze hepatice

HIPOVOLEMIE

Volum scéazut de sénge

Ht < 35% - nefrite
policitemica - boala Vaquez
Ht > 58% - leucemii
normocitemica - hemoragie — faza acuta
- mixedem
Ht = 45% - oObezitate
. . . - anemii toxice grave
oligocitemica .
- casexie
Ht < 35% - TBC
- anemii pernicioase
- deshidratari masive
. . - soc
policitemica .
- arsuri
Ht > 58% - transpwa’gu excesive
- diaree
- varsaturi

pe studiu individual

Consultand cursul ,Fiziologia sangelui” si materialele recomandate in bibliografie,

raspundeti la urmatoarele cerinte:

1. Definiti urmatorii termeni: hipovolemie, hipervolemie, oligocitemie, policitemie,

substanta marker.

2. Comentati utilitatea metodelor de determinare a volumului sanguin in practica

medicala.
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FISA DE LUCRU iN LABORATOR
1. Enumerati componentele volumului sanguin total.

5. Explicati modalitatea prin care hematocritul influenfeaza vascozitatea sangelui in
normovolemii, hipovolemii si hipervolemii.

6. Completati valorile corespunzatoare hematocritului in tabelul urmator:

normocitemica

NORMOVOLEMIE oligocitemica

Volum normal de sange Ht<..........

HIPERVOLEMIE oligocitemica

Volum crescut de sénge

HIPOVOLEMIE oIigocitemicé

Volum scazut de sédnge
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