CAPITOLUL 2. EXPLORAREA SERIEI ERITROCITARE

2.1. NUMARATOAREA ERITROCITELOR

Eritrocitul sau hematia este elementul final al seriei rosii. Denumirea eritrocitului vine de la
cuvintele grecesti ,erithros” - rosu si de la ,kytos” - celula, denumire care a fost contestata
de-a lungul timpului, datorita absentei nucleului. Metodele moderne de histochimie,
citochimie si microscopie electronica, impreuna cu argumente de filo si ontogenie au
consacrat recunoasterea eritrocitului ca o celula de sine statatoare, dar cu o activitate
metabolica restransa si o durata de viata limitata.
Rolul principal este transportul Oz de la plaméani la tesuturi si a unei parti din CO2 de la
tesuturi la plamani. in plus, prin sistemele tampon pe care le contine, eritrocitele participa
la mentinerea echilibrului acido-bazic.
Numararea eritrocitelor se poate realiza prin:

- metode clasice, folosind camere de numarat;

- metode moderne, folosind analizoare automate.

Numararea eritrocitelor prin metode moderne

- Numaréatorul automat bazat pe variatiile de impedanta electrica.

Principiul metodei consta in trecerea unui volum definit de sange, foarte diluat cu solutie
NaCl 0,9% (1/20 000), printr-un orificiu avand diametrul de ordinul zecilor de microni.
Dilutia mare si orificiul mic, nu permit trecerea a doud hematii in acelasi timp. Intre cele
doua compartimente se stabileste un circuit electric prin doi electrozi si se masoara
impedanta. Trecerea hematiilor prin microorificiu determina cresterea brusca a impedantei;
variatiile de tensiune aparute sunt amplificare si numarate de un numarator de particule si
sunt afisate digital. Pentru trasarea curbei Price-Jones aparatul este prevazut cu un
analizator multicanal care numara separat hematiile de diferite marimi (diametre), retine
datele in memorie si traseaza curba pe un tub catodic.

- Numaratorul automat bazat pe principiul reflectarii luminii de catre masa de hematii.

- Numaratorul automat cu sistem optic bazat pe scintilatiile fiecarei hematii.
Hematiile aflate intr-o solutie foarte diluata trec printr-un tub subtire, puternic luminat
lateral. Scintilatiile particulelor sunt detectate de un fotomultiplicator, amplificate, numarate
si afisate digital.

Lucrari practice de efectuat in laborator

Numaratoarea eritrocitelor prin metoda clasica
Principiul metodei: Se numara eritrocitele direct la microscop, cu ajutorul camerei de
numarat, care permite evidentierea eritrocitelor dintr-un volum si o dilutie cunoscute.

Materiale necesare

- Alcool pentru dezinfectarea pielii, vata, instrumentar de unica folosinta, steril, pentru
punctie venoasa sau capilara.

- Lichid de dilutie: Hayem sau lichid Withby. Tn lipsa acestora se foloseste ser
fiziologic. Pe langa rolul de dilutie, acest reactiv lizeaza leucocitele si trombocitele,
pentru ca in camera sa nu apara decat eritrocite.

- Pipeta Potain pentru eritrocite (figura 2.1.). Aceasta pipeta este un tub capilar
prevazut cu o bula de dilutie in care se gaseste o perla rosie, pentru omogenizarea
solutiei. Pe pipetd se observa trei gradatii: 0,5; 1; 101. In momentul folosirii se
ataseaza un tub de cauciuc pentru aspiratie.

- Camere de numarat. Orice camera de numarat (figura 2.2.) are gravate inal{imea
camerei (1/10 mm) si doua cifre (1/400 si 1/25) care indica a cata parte dintr-un
milimetru patrat reprezinta patratul mic si, respectiv, patratul mare. Se folosesc
urmatoarele tipuri de camere:
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prin linii triple in 16 patrate mari, cu suprafata de 1/25 mm?; la
randul lor, acestea sunt divizate prin linii simple, in 16 patrate
mici cu suprafata de 1/400 mm2. Aceasta camera este
destinata numaratorii eritrocitelor.

l e Camera Thoma (figura 2.3): are o suprafatd de 1 mm? divizata
74

(i A\ e Camera Burker (figura 2.4): are o suprafatd de 9 mm? divizata
|| j) prin linii triple in 9 patrate cu suprafata de 1 mm?, la randul lor
< /1 fiind divizate prin linii duble, Tn 16 patrate cu suprafata de 1/25
i mm?Z.
0,10 mm Lamela

| 05

—
: / M A \

Figura 2.2. Profilul unei camere de numarat.

Fiaura 2.1. Pineta Potain

La intersectia liniilor duble se delimiteaza patrate cu suprafata de 1/400 mm?, care pot fi
folosite pentru numaratoarea eritrocitelor. Aceasta camera este destinata, in principal,
numaratorii leucocitelor.

< Pétrat mic 1/400

Patrat mare 1/25

Figura 2.3. Reteaua camerei Thoma.

Figura 2.4. Reteaua camerei Blrker.
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e Camera Burker-Tirck (figura 2.5.): are o suprafatd de 9 mm? divizata prin linii
triple in 9 patrate cu suprafata de 1 mm?2. Patratul din mijloc are un caroiaj tip
camera Thoma si este destinat numaratorii eritrocitelor. Restul patratelor au un
caroiaj tip camera Burker si sunt destinate numaratorii leucocitelor.

e Camera Goreaev (figura 2.6.): prezinta o alternanta de 16 patrate cu suprafata
de 1/400 mm?, destinate numaratorii eritrocitelor, cu patrate de 1/25 mm?,
destinate numaratorii leucocitelor.

- Lamela care acopera camera trebuie sa fie perfect plana si slefuita, cu o grosime de
aproximativ 0,3 — 0,5 mm.
- Microscop. Se folosesc obiectivul 40 uscat, ocularul 10 sau 7 si lumina slaba.

Figura 2.5. Reteaua camerei Blrker-Turck.

Figura 2.6. Reteaua camerei Goreaev.

Tehnica de lucru. Metoda a fost conceputa pentru numararea eritrocitelor in sangele
capilar. Se recomanda ca recoltarea séngelui sa se faca prin punctionarea degetului
mediu de la mana sau a lobului urechii la adult, sau punctionarea regiunii calcaneene la
copil, numai in situatia in care exista pipeta Potain sterila sau de unica folosinta. Este
preferabil sa se recolteze sange venos prin punctie venoasa, cu instrumentar steril, iar
pipeta Potain sa se incarce din esantionul de sdnge venos recoltat.
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Dupa dezinfectarea pielii, se inteapa cu acul steril, suficient de profund ca sangele sa
apara spontan la suprafata, fara a comprima zona punctionata. Se indeparteaza prima
picatura de sange si se aspira in pipeta Potain a doua picatura de sange pana la
diviziunea 0,5 (pentru dilutia de 1/200) sau pana la diviziunea 1 (pentru dilutia 1/100). Se
aspira lichidul de dilutie pana la diviziunea 101 si se agita 2 — 3 minute cu pipeta in pozitie
orizontala, pentru omogenizare.

Umplerea camerei: se agseaza lamela peste camera cu atentie, pentru a obtine o buna
aderenta intre lamela si marginile camerei (figura 2.2). Lamela este corect fixata cand apar
inelele Newton (inele colorate de refractie). Se agita din nou pipeta Potain, se lasa sa cada
primele 2 — 3 picaturi, dupa care se apropie varful pipetei de marginea lamelei si se umple
camera prin capilaritate. Se asteapta cateva zeci de secunde pentru sedimentarea
hematiilor. Se va evita: excesul de lichid, formarea bulelor de aer in camera, patrunderea
lichidului in santurile laterale sau deplasarea lamelei; in aceste conditii se va repeta
operatia.

Numaratoarea eritrocitelor: se numara eritrocitele aflate pe suprafata a cinci patrate mari
(1/25 mm? ) adica un total de 80 patrate mici (1/400 mm?); pentru a nu se numara de doua
ori elementele situate pe liniile ce delimiteaza patratele mici, se vor numara hematiile
aflate numai pe doua din laturile patratului, de exemplu sus si stanga.

Calcul: numarul de eritrocite gasite pe cele cinci patrate mari se imparte la 80 (numarul de
patrate mici din cele 5 patrate mari) si astfel se afla media pentru un patrat mic (1/400
mm?). Media se inmulteste cu numarul total de patrate mici cuprinse intr-un milimetru
patrat (400), cu inversul dilutiei folosite (respectiv 100 sau 200) si cu inversul inaltimii
camerei (10).

Eritrocite numarate

= x 400x10x100(sau  200)

Numar eritrocite/ mm? =

Surse de eroare:

- etalonare gresita a pipetelor de dilutie, a camerei de numarat sau lamela care nu are
suprafata plana;

- spalare defectuoasa a materialelor;

- ntepatura superficiala, afectiuni vasculare ale degetelor (edem, cianoza etc.);

- apasarea degetului pentru obtinerea sangelui (sangele se dilueaza cu limfa);

- evaporarea, coagularea sau sedimentarea probei de sange;

- intrarea bulelor de aer in pipeta;

- suspensie neomogena datorata agitarii insuficiente sau aglutinarii patologice a
elementelor celulare (autoanticorpi);

- introducerea in camera de numarat a unei cantitati prea mici sau prea mari din proba;

- existenta unor leucocitoze mari, care altereaza precizia numaratorii;

- metoda folosita (numaratoarea la microscop) poate produce cresteri sau diminuari
false ale numarului de eritrocite.

Factorii care pot modifica numarul de eritrocite

- Temperatura crescuta a mediului determina deshidratarea subiectului urmata de
scaderea volemiei si hemoconcentratie.

- Recoltarea sangelui venos imediat dupa staza venoasa, realizata prin aplicarea
garoului, ofera un esantion de sange cu hemoconcentratie.

- Pozitia corpului:

e Ortostatism prelungit: prin cresterea presiunii hidrostatice in teritoriile situate
sub nivelul inimii este favorizata trecerea apei din vase in intersti{iu. Scaderea
volemiei determina aparitia hemoconcentratiei.

e Clinostatism prelungit - favorizeaza mentinerea sau cresgterea volemiei si, in
consecinta, determina un numar scazut de hematii.
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- Stresul produce vasoconstrictie, mobilizarea sangelui din organele rezervor de
sange, ceea ce determina hemoconcentratje.
- Stari patologice care modifica volemia:
e Scaderea volemiei (varsaturi, diaree, transpiratii, administrarea unor
medicamente etc.) produce hemoconcentratie.
e Cresterea volemiei (hiperhidratarea organismului prin ingestie excesiva de
lichide, perfuzii etc.) produce hemodilutie.
- Tratamente cu medicamente care modifica numarul de hematii sau volemia.
Valori normale si variatii fiziologice ale numarului de eritrocite (tabelul 2.1.)

Prin metoda clasica, valorile fiziologice sunt cuprinse intre 4 000 000 — 6 000 000 /mm?,
Exista variatii fiziologice in functie de varsta, sex, altitudine, anumite perioade fiziologice
(digestie, efort fizic) si temperatura mediului.

Persoanele care traiesc la altitudine mare au valori mai mari ale numarului de eritrocite
(poliglobulie fiziologica de altitudine) decat restul populatiei, datorita presiunii partiale mai
mici a oxigenului.

Variatiile zilnice ale numarului de hematii in legatura cu digestia, efortul fizic si
termoreglarea, sunt de +10 —15%. In efortul fizic, datoritd splenocontractiei si trecerii
crescute de lichide in interstitiu, creste numarul de hematii (poliglobulie de repartitie).

Valoarea normala a numarului de hematii este stabilita prin metode statistice, pe loturi de
populatie, in functie de: altitudinea la care traiesc, specificul morfofiziologic al unor etnii,
expunerea prelungita la unele noxe etc.

Variatii patologice

Cresterea numarului de eritrocite, in paralel cu cresterea concentratiei de hemoglobina
si a hematocritului, poarta numele de poliglobulie; vascozitatea sangelui este crescuta.
Poliglobuliile (eritrozele) se clasifica in:

- relative - poliglobulii prin hemoconcentratie datorita pierderii de apa (deshidratari prin
transpiratie, varsaturi, febra, soc, tratament cu diuretice etc.);

- primare — eritremia (policitemia vera sau boala Vaquez);

- secundare — apar prin cresterea secretiei de eritropoetind, ca raspuns la hipoxia
tisulara cronica, in cazul fumatorilor care au o concentratie de CO crescuta in sange,
in boli pulmonare obstructive, insuficienta cardiaca, tumori secretoare de
eritropoetina.

Scaderea numarului de eritrocite, in paralel cu scaderea hemoglobinei si hematocritului,
poarta numele de anemie. Anemiile se clasifica in:

- anemii prin pierderi de masa eritrocitara — este grupul anemiilor posthemoragice
acute si cronice;
- anemii prin tulburari de productie eritrocitara (disfunctie eritropoetica, mitotica
sau de maturatie si diferentiere):
e anemii carentiale — apar in absenta sau aportul redus al unor factori necesari
hematopoezei.

» Carenta de fier, vitamina B6, vitamina C etc., determina producerea
unor hematii mici (microcite), slab colorate (hipocrome), cu incarcare
redusa de hemoglobina (VEM, HEM, CHEM scazute). Aceste anemii se
numesc si anemii hipocrome, microcitare.

= Carenta vitaminei B12 si/sau a acidului folic determina producerea unor
hematii cu diametru si volum crescut. Aceste hematii se numesc
macrocite sau megalocite si par mai intens colorate (hipercrome), din
cauza redistribuirii uniforme a hemoglobinei. Indicii eritrocitari VEM si
HEM cresc, iar CHEM raméne normal. Aceste anemii se numesc anemii
megaloblastice. in aceastd categorie se incadreazd si anemia
pernicioasa Addison-Biermer.
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= Pot aparea anemii si prin carente de cupru si cobalt. Frecvent, exista
carente complexe, intricate (Fe, vitamina B12, acid folic, proteine, alte
vitamine), acestea fiind intélnite la pacientii neoplazici, gastrectomizatj,
denutriti, in boli cronice consumptive etc.;
e anemii aplastice — apar in hipoplazii sau aplazii medulare.
anemii prin distructie eritrocitara crescuta (hipersplenism) sau prin scaderea
duratei de viata a eritrocitelor (anemii hemolitice).

Tabelul 2.1. Variatiile fiziologice ale numarului de eritrocite, in functie de varsta si sex

Varsta

Zile Luni Ani

Eritrocite (mil / mm?3)

2-3 5,1
4-8 5,1
9-13 5,0

14 - 60 4,7 +0,9

1 5,1+1

3-5 4,5+0,7
6-15 4,6

4,5
4,6
4,5
4,6 £0,6
4,6
6-10 4,7
11-15 4,8

GabhwWwN -

barbati 4,9+0,7
Adulti

femei 4,3+0,6

pe Studiu individual

Consultédnd un dictionar medical si materialele didactice recomandate, va rugam sa
explicati semnificatia termenilor: volemie, dilutie, deshidratare, poliurie, pubertate,
climacteriu, hemoconcentratie, hemodilutie, anemie, poliglobulie, gastrectomie.

1.

2.
3.

N

Asociati termenii: hemoconcentratie si hemodilutie, cu termenii: deshidratare,
varsaturi, transpiratii, poliurie, ingestie de lichide in exces, volemie crescuta.

Ce efecte au anemia si poliglobulia asupra vascozitatii sdngelui?

Explicati de ce sexul idividului influenteaza numarul fiziologic de hematii. Aplicati
aceasta explicatie la perioada prepubertara si postclimacteriu.

Explicati variatiile numarului de hematii la nou nascut si sugar.

Explicati modificarea numarului de hematii la persoanele care se deplaseaza de la
ses la altitudini de peste 2000 m, comparativ cu persoanele care traiesc permanent
la altitudini mari.

De ce sportivii de performanta se deplaseaza la munte pentru antrenamente?
Explicati modificarea numarului de hematii in conditii de stres.
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FIS[\ DE LUCRU IN LABORATOR
1. Prezentati principiul metodei de numarare a hematiilor folosind camera de numarat.

3. Marcati patratele cu suprafata 1/25 mm2 si 1/400 mm? pe desenul reprezentand
reteaua camerei Thoma.

4. Marcati patratele cu suprafata de 1 mm?, 1/25 mm? si 1/400 mm? in reteaua
corespunzatoare camerei Burker-Turck.

5. Ce inaltime au camerele de numarat Thoma si Burker-Turck?

7. Numarati hematiile (reprezentate prin cercuri) pe suprafata patratului 1/25 mm? al
camerei Thoma prezentat mai jos.
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8. Enumerati solutiile indicate ca lichid de dilutie. Ce proprietati trebuie sa aiba lichidul de
dilutie?

9. Care este formula de calcul a numarului de eritrocite? Explicati fiecare termen din
formula.

10. Prin numararea hematiilor pe suprafata a 5 patrate de 1/25 mm? ale camerei Thoma s-
au obtinut urmatoarele rezultate: P1 = 180 hematii; P2 = 215 hematii; Pz = 190 hematii; P4
= 220 hematii; Ps = 195 hematii. Dilutia sangelui a fost 1/100. Calculati numarul de
hematii/mm? si comentati rezultatul.

11. Prin numararea hematiilor pe suprafata a 5 patrate de 1/25 mm? ale camerei Thoma
s-au obtinut urmatoarele rezultate: P1 = 58 hematii; P2 = 60 hematii; P3 = 57 hematii; P4
= 63 hematii; P5 = 62 hematii. Dilutia sangelui a fost 1/200. Calculati numarul de
hematii/mm? si comentati rezultatul.

12. Prin numararea hematiilor pe suprafata a 5 patrate de 1/25 mm? ale camerei Thoma s-
au obtinut urmatoarele rezultate: P1 = 150 hematii; P2 = 165 hematii; P3 = 170 hematii; P4
= 143 hematii; Ps = 172 hematii. Dilutia sangelui a fost 1/200. Calculati numarul de
hematii/mm? si comentati rezultatul.
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2.2. NUMARATOAREA RETICULOCITELOR

Reticulocitul este o celula-precursor eritrocitar, situata intre stadiul de eritroblast oxifil gi
eritrocitul adult. Denumirea provine de la reteaua granulo-flamentoasa formata din
ribonucleo-proteine si organite celulare, care precipita in citoplasma sub actiunea
colorantului, in coloratiile supravitale. Organitele celulare (mitocondrii, ribozomi etc.) si
ribonucleoproteinele permit reticulocitului sa aiba activitate metabolica intensa (sinteze,
degradari) si sa continue sinteza hemoglobinei de la aproximativ 90-95%
(corespunzatoare momentului trecerii reticulocitului in sangele circulant) pana la
incarcarea completa a celulei cu hemoglobina. Odata cu maturarea celulei, aceasta retea
dispare si reticulocitul devine hematie.

In functie de aspectul si abundenta retelei, existd patru grade de maturare: gradul | -
elemente tinere, cu retea foarte evidenta, gradele Il, Ill, la care refeaua scade progresiv gi
gradul IV, la care exista doar urme din reteaua granulo-filamentoasa.

Reticulocitul are o durata de viata de 2 — 4 zile in maduva si 1 — 2 zile in sangele circulant.
Trecerea reticulocitului din maduva in sange (eritrodiabaza) se face prin migcari active de
diapedeza, pe care reticulocitul le pastreaza in sangele periferic si, din acest motiv, pot
aparea celule cu diferite forme: ovalara, cu pseudopode, trefla, policiclica.

Transformarea reticulocitului in eritrocit este urmata de pierderea miscarilor si a
organitelor, completarea sintezei moleculelor de hemoglobina si disparitia antigenelor
celulare HLA.

Criterii morfologice de recunoastere a reticulocitelor: celule mai mari decat eritrocitele cu
diametrul 8 — 9 microni, volum de 150 microni cubi, fara nucleu, cu citoplasma de culoare
roz si policromatofilie difuza sau zonala in cazul coloratiei panoptice. Din acest motiv,
diferentierea reticulocitelor de eritrocite este dificila in coloratiile uzuale, fiind necesara
folosirea coloratiilor supravitale.

Se folosesc coloratiile: albastru briliant de crezil, verde Janus, rosu neutru, albastru de
metilen, care evidenfiaza in citoplasma organite care lipsesc la eritrocitul adult
(mitocondrii, ribozomi, mici mase de feritina, vacuole etc.), care se coloreaza
metacromatic si ribonucleoproteine, care precipita in timpul colorarii.

Metode de evidentiere si numarare. Numarul de reticulocite se poate determina folosind:

- Numaratoarea la microscop, pe frotiuri cu coloratie supravitala, din sdnge proaspat.
- Numaratoarea automata: analizor automat, pe principiul citometriei in flux cu
fluorescenta si laser.

A. Metoda cu solutie alcoolica de albastru briliant de crezil

Materiale necesare

- albastru briliant de crezil, solutie 1% in alcool absolut;

- camera umeda (cutie Petri cu hartie de filtru umezita);

- microscop cu obiectiv cu imersie;

- instrumentar sterilizat pentru recoltat sange;

- lama pentru efectuarea frotiului.
Tehnica de lucru Pe lama se intinde un strat subtire din solutia albastru briliant de crezil
si se lasa la uscat. Se intinde apoi un frotiu de sange proaspat recoltat peste stratul de
colorant. Se plaseaza lama in camera umeda un minut, dupa care se usuca la aer. Se
examineaza la obiectivul cu imersie, numarandu-se reticulocitele intalnite la o mie de
eritrocite.

B. Metoda cu albastru briliant de crezil in ser fiziologic

Materiale necesare
- albastru briliant de crezil, solutie 1% in ser fiziologic;
- oxalat de sodiu, solutie 1% in ser fiziologic;
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- eprubete de centrifuga, eventual parafinate;
- microscop cu obiectiv cu imersie;

- Iinstrumentar sterilizat pentru recoltat sange;
- lama pentru efectuarea frotiului.

Tehnica de lucru. Intr-o eprubetd se pun trei picaturi de colorant, doudsprezece picéturi
de oxalat de sodiu 1% (sau orice anticoagulant) si doua picaturi de sange proaspat. Dupa
30 de minute amestecul se centrifugheaza timp de 3 minute, iar din sediment se intind pe
lama frotiuri foarte subfiri. Metoda este mult mai sensibila decat metoda anterioara,
permitand decelarea reticulocitelor pana la gradul IV. Numaratoarea reticulocitelor se face
cu obiectivul de imersie numarand reticulocitele intalnite la 1000 de eritrocite.

Valori normale ale numarului de reticulocite. Numarul normal de reticulocite, la adult,
este cuprins intre 0,5 — 1,5 % de eritrocite, maximum 2 % eritrocite. In cifre absolute,
valorile normale sunt 20 000 — 80 000/mm? (in medie 50 000 — 60 000 /mm?3).

In practica medicald este necesara corectarea numarului de reticulocite in functie de
hematocrit. Numarul de reticulocite calculate procentual dintr-un numar scazut de hematii
(anemii) ofera un rezultat fals crescut.

%Reticulocite corectat = (%Reticulocite determinat) x (Hematocrit pacient/Hematocrit normal).

Indicele de productie reticulocitara

Indicele de productie reticulocitara (IPR) este un indicator al capacitatii regenerative a
maduvei hematogene, cu o buna semnificatie clinica.

Indicele de productie reticulocitara (IPR) se calculeaza folosind:

- % Reticulocite corectat;
- Timpul de maturatie a carui valoare este functie de hematocrit (tabelul 2.2.).

Tabelul 2.2. Relatia hematocrit — timp de maturatie a
reticulocitelor
Hematocrit Timp de maturatie [zile]
45 % 1
35 % 1,5
25 % 2
15 % 2,5

IPR =(%Reticulocite corectat) /( Timp de maturatie)

Valori normale:

- IPR=2-3

- IPR > 2 corespunde anemiilor hiperregenerative

- IPR < 2 corespunde anemiilor hiporegenerative
Variatii fiziologice
La copil, in prima zi de viata, valorile se situeaza la 6 % (300 000 /mm?3) si reprezinta
reticulocitoza fiziologicad a nou-ndscutului. Din prima saptamana de viata, valorile scad
rapid, pentru ca la 3 luni sa ajunga la o valoare de 0,5 %. Existenta unor valori mai mari in
aceasta perioada de varsta, pledeaza pentru o pierdere eritrocitara (hemoragie sau
hemoliza crescuta).
Variatii patologice
Determinarea numarului de reticulocite are o valoare practica mare, fiind indispensabila in
toate formele de anemii. Numarul reticulocitelor reflecta activitatea proliferativa a
maduvei hematogene. in interpretarea cifrelor trebuie avut in vedere raportul existent
intre numarul de reticulocite si numarul de hematii si durata de viata a acestora. Un numar
normal de reticulocite intr-o anemie arata o productie medulara nesatisfacatoare. Durata
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de viata a hematiilor este scazuta in anemiile hemolitice si, in acest caz, un numar normal
de reticulocite indica, de asemenea, o productie medulara scazuta.

Scaderea numarului de reticulocite (reticulopenie) indica o productie medulara
scazuta. Se intélneste in:
e Hipoplazie sau aplazie medulara de diverse cauze (iradiere, administrare de
substante citotoxice, transformarea sau invazia maligna a maduvei, hemopatii).
e Carenta unor factori necesari hematopoezei (Fe, vitamina B12, acid folic,
proteine, alte vitamine). In acest tip de anemii, administrarea elementului
carential duce la cresterea reticulocitelor in sangele periferic, fenomen numit
criza reticulocitara, spre deosebire de tipul anterior de anemii, la care acelasi
tratament determina cresteri nesemnificative ale reticulocitelor (maduva
hiporeactiva, areactiva). Aparitia crizei reticulocitare arata existenta maduvei
reactive cu potential hematoformator bun (cauza anemiei este extra medulara)
si eficienta tratamentului antianemic.
e Anemiile din unele boli cronice.
e Anemiile feriprive din infectiile prelungite.
Cresterea numarului de reticulocite (reticulocitoza) indica o activitate hematogena
crescuta. Un numar marit de reticulocite in sangele periferic apare:
¢ in anemiile hemolitice;
in stari posthemoragii acute sau in hemoragii cronice;
dupa tratamentul anemiilor carentiale;
la femeile gravide izoimunizate prin sarcing;
in hipersplenism;
dupa tratamentul cu eritropoetina.

Importanta determinarii numarului de reticulocite in practica medicala. Aceasta
investigatie hematologica se recomanda in urmatoarele situatii:

Evaluarea capacitatii regenerative a maduvei hematogene in anemii hemolitice,
anemii posthemoragie, anemii carentiale etc.

Evidentierea raspunsului maduvei hematogene la tratament, in anemii carentiale prin
fenomenul “criza reticulocitara”.

Evaluarea eritropoezei dupa transplant medular.

Evaluarea eritropoezei dupa transplant renal.

Evaluarea eritropoezei in tratamentele cu eritropoetina.

Monitorizarea eritropoezei in cursul administrarii medicamentelor toxice medulare.
Monitorizarea hipoplaziilor si aplaziilor medulare.

Stabilirea momentului optim pentru recoltarea celulelor stem dupa tratament cu factor
de crestere sau chimioterapie.

Diagnosticarea hemoragiilor oculte si anemiilor hemolitice corpusculare.

pe studiu individual

akrwbd

1. Consultand un dictionar medical, cursul ,Fiziologia sangelui” si materialele indicate

in bibliografie, va rugam sa definiti urmatorii termeni: ARN, ribozom, coloratie
supravitala, eozinofil, bazofil, antigene celulare HLA.

Care sunt coloratjile supravitale? Prin ce mecanism actioneaza acesti coloranti?

Ce este reticulocitul? Ce modificari sufera reticulocitul in cursul maturizarii sale?
Care sunt valorile normale ale numarului de reticulocite la copil si adult?

Ce semnificatie au termenii: reticulocitoza, criza reticulocitara, reticulopenie?
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Ce este reticulocitul?

2. Descrieti aspectul morfologic al reticulocitului pe care il vedeti pe frotiul colorat cu
albastru de metilen.

3. In care compartimente ale sistemului hematologic se gaseste reticulocitul si care este
durata vietii acestuia?

5. Prezentati comparativ aspectul reticulocitului si al eritrocitului pe frotiul efectuat din
sangele periferic si colorat M.G.G.?

6. Care sunt componentele retelei reticulare evidentiata prin coloratii supravitale? Ce
semnificatie are disparitia acestora din citoplasma reticulocitului, in cursul transformarii in
eritrocit?

10. Analizati si interpretati urmatoarele seturi de explorari hematologice la pacientii P1, P2
si P3. Calculati numarul de reticulocite exprimat ca numar reticulocite/mm3 si apreciati
existenta reticulocitozei sau a reticulopeniei.

P1: Nr. hematii = 5 mil/mm3, Hb = 12 g %, Ht = 40 %, Nr reticulocite = 1 % hematii
P2: Nr. hematii = 3 mil/mm3, Hb = 9 g %, Ht = 30 %, Nr. reticulocite = 0,2 % hematii

P3: Nr. hematii = 4 mil/mm3, Hb = 10 g %, Ht = 36 %, Nr. reticulocite = 3 % hematii
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2.3. DETERMINAREA HEMATOCRITULUI

Definitie. Etimologic, hematocrit inseamna volumul hematiilor. Hematocritul este
fractiunea din volumul total al sangelui, ocupata de hematii, exprimata procentual. Mai
poate fi definit ca raportul dintre plasma si elementele figurate ale sangelui, exprimat
procentual, tindnd cont ca, in mod normal, volumul leucocitelor si trombocitelor nu
depaseste 1 %. Germanii exprima acest parametru si in litri de eritrocite /litri snge.

Este un triaj obligatoriu pentru investigatia incipienta a oricarui bolnav impreuna cu
determinarea hemoglobinei si a numarului de hematii. Este o determinare de urgenta in
starile de soc.

Hematocritul depinde de numarul total de eritrocite (masa eritrocitara), de volumul
eritrocitar mediu si volumul plasmatic.

Principiul metodei. Prin centrifugarea sangelui recoltat pe anticoagulant se separa
hematiile de plasma si apoi se evalueaza valoarea procentuala a masei de hematii.

T

~—] Citirea rezultatelor. In tubul cu sange centrifugat se
observa (figura 2.7.):

- un strat inferior: masa eritrocitara;

Plasmi - un strat mediu: leucocite si trombocite (se
observa numai in patologie);

. - un strat superior: plasma.
/Leucomte P P

/ > Uneori, intre stratul de leucocite si
H

~—]

eritrocite, se poate observa un strat

N\ negru — stratul Bramberger, format din

. eritrocite modificate de catre enzimele

Hematii leucocitare.

/ > h In anemiile hipocrome, limita dintre leucocite si

eritrocite este stearsa, putin evidenta, pentru ca

eritrocitele hipocrome au greutate specifica mai mica

p, decat cele normocrome si apropiata de cea a

leucocitelor.

Fig. 2.7. Tub Pentru calcularea hematocritului, se maésoard

inalfimea totala a coloanei de lichid si se noteaza cu

H, apoi se masoara inaltimea coloanei de eritrocite si se noteaza cu h. Hematocritul se
calculeaza cu ajutorul relatiei:

Hematocrit= %100 [%0]

Lucrari practice efectuate in laborator.

Determinarea hematocritului prin micrometoda. Se foloseste echipamentul Janetzki
(sau alte echipamente similare).

Materiale necesare:

- instrumentar steril de unica folosinta pentru punctie venoasa sau punciie capilara;

- centrifuga (model TH-11 Janetzki sau similara) cu un rotor special pentru a putea
cuprinde un mare numar de tuburi;

- tuburi de hematocrit (diametrul de 1 mm si lungime de 50 mm) din sticla subtire,
negradate, heparinate in interior;

- suport pentru pastrarea tuburilor de hematocrit intre momentul recoltarii si al
centrifugarii;

- rigla pentru citirea rapida a hematocritului.
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Tehnica de lucru

Se recolteaza sange capilar prin punctionarea pulpei degetului sau sange venos. Dupa
umplerea tubului, capetele se inchid la flacara sau cu plastilina si se aseaza in suportul de
pastrare pana in momentul centrifugarii. Dupa terminarea recoltarilor, tuburile sunt asezate
radiar pe suportul special amenajat, fixat pe rotorul centrifugii. Se centrifugheaza timp de
30 de secunde la 3000 rot/min, dupa care tuburile se scot si se citesc cu ajutorul riglei ce
insoteste aparatul (figura 2.8.).

Tubul de hematocrit se pune in ghidajul A al riglei de citire si se potriveste cu ajutorul
butonului B, astfel ca limita inferioara a coloanei de hematii sa coincida cu linia de zero a
riglei, iar limita superioara a plasmei sa coincida cu linia de 100.

Se citeste limita superioara a coloanei de hematii, gradatia corespunzatoare reprezentand
valoarea hematocritului exprimata in procente.

o)
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80 ? T —] /:/ 40
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B

Figura. 2.8. Rigla pentru citirea hematocritului

Corectarea rezultatelor. Corectarea rezultatelor este necesara deoarece:

- dupa centrifugare, printre hematii ramane un volum de plasma reprezentand 5% din
volumul eritrocitar;
- 1n cazul unui numar crescut de leucocite si/sau trombocite este necesara scaderea
grosimii acestui strat din valoarea hematocritului;
- hematiile din sangele venos au volum mai mare decat hematiile din sédngele arterial;
- utilizarea unui alt anticoagulant (in afara heparinei si amestecului Wintrobe) poate
produce ratatinarea hematiilor.
Pentru calculul hematocritului sangelui total se va corecta hematocritul venos gasit,
conform formulei:
Ht somatic = Ht venos x 0,96 x 0,91 x 1,09  in care:

- 0,96 — factor de corectie pentru plasma aflata printre hematii dupa centrifugare;
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- 0,91 - factor de corectie pentru volumul hematiei din sangele arterial fata de hematia

din sangele venos;

- 1,09 — factor de corectie pentru anticoagulantele care ratatineaza hematiile (are

valoarea 1 pentru heparina si amestecul Wintrobe).

- Tn cazul tehnicii prezentate de noi, factorul global de corectie este 0,87.
Determinarea hematocritului se poate realiza si prin metode moderne, cu un
analizor automat. Se determina numarul de eritrocite/litru de sange prin masurarea
intensitatii luminii reflectate de masa de eritrocite aflate intr-un volum de sénge predefinit
si se calculeaza folosind formula hematocritului.

Erori de determinare a hematocritului. Determinarea hematocritului poate fi afectata de:

- exces de anticoagulant;
- tipul de anticoagulant;
- sangele arterial are un Ht cu 2% mai mic decat Ht din sangele venos;
- analizoarele automate pot da valori fals crescute;
- situatii patologice care cresc (in mod fals) valoarea hematocritului: reticulocitoza,
leucocitoza mare, prezenta de crioglobuline, macrotrombocite;
- situatii patologice care scad (in mod fals) valoarea hematocritului: hemoliza in vitro,
autoaglutinare, microcitoza.
Valorile normale si variatiile fiziologice ale hematocritului. Aceste valori sunt
prezentate in tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Valorile normale si variatiile fiziologice ale hematocritului
Sex Varsta T_erltonul E_fqrt Emotii, Altitudine Sarcina
circulator fizic stres
Nou
nascut:
56 %
Sange
1 luna: arterial:
Barbati: | 44,6 % 45 %
0
461 5% 6 luni: Ht Ht crescut
36,2 % | Sange venos: Ht cre;cut prin Ht scazut prin
prin scaderea L
47 % crescut , - hemodilutie
1 an: contr_ac’ga sz m_aerul
Femei: | 32 % splinei inspirat
40+ 5% Sange
4 ani: splenic:
37 % 70 - 80 %
12 ani:
40 %

Variatii patologice ale hematocritului
- Scaderea hematocritului apare in anemii si in situatile in care creste volumul
plasmatic (hemodilutie).
- Cresterea hematocritului apare in poliglobulii si n situatiile in care scade volumul
plasmatic.
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o Valorile extreme ale hematocritului se asociaza cu stari patologice cu risc
vital:
- Ht < 20% : se asociaza cu hipoxie severa care determina insuficienta
cardiaca si deces;

- Ht > 60%: se asociaza cu cresterea accentuata a vascozitatii sangelui,
tromboze locale si coagularea spontana a sangelui.

Importanta clinica a determinarii hematocritului. Determinarea hematocritului se
recomanda in:

- Stari patologice in care se modifica numarul de hematii (anemii, poliglobulii).

- Stari patologice in care se modifica volemia.

- Stari post hemoragie.

- Stari de soc.

pe Studiu individual

1. Consultdnd un dictionar medical, cursul “Fiziologia sangelui” si materialele
recomandate in bibliografie, va rugam sa definiti urmatorii termeni: volemie,
hipovolemie, hipervolemie, normocitemie, oligocitemie, policitemie, factor de
corectie, coeficient, indice, raport, exprimare procentuala.

2. Ce variatii fiziologice ale hematocritului cunoasteti? Cum se explica?
3. Cum influenteaza numarul de hematii valoarea hematocritului?
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR
1. Prezentati principiul metodei de determinare a hematocritului.

2. Prezentati succesiunea etapelor corespunzatoare modului de lucru pentru determinarea
hematocritului prin micrometoda.

12. Cum explicati importanta procedurii ,de luare de sange” pacientului, aplicata foarte
frecvent in trecutul medicinei?

41



2.4. DOZAREA HEMOGLOBINEI

Hemoglobina (Hb) reprezinta elementul esential pentru principala functie fiziologica a
eritrocitului — functia respiratorie, reprezentand aproximativ 95% din proteinele solubile ale
hematiei, si aproximativ 35% din greutatea totala a acesteia. Hb este sintetizata in celulele
nucleate ale seriei eritrocitare din maduva osoasa, in cursul celor 6 - 8 zile de maturare ale
acestora; o mica cantitate se sintetizeaza si in reticulocit.

Hemoglobina este o cromoproteina cu greutate moleculara de 64.458 daltoni, formata
dintr-o componenta proteica - globina si o grupare prostetica - hemul, o metaloporfirina
ce contine fier bivalent (Fe?*), de culoare rosie.

Incepand din viata embrionaré si pana la adult se intalnesc diferite tipuri de Hb (tabelul nr.
2.4.), care se deosebesc intre ele prin structura lanturilor polipeptidice ce alcatuiesc
monomerii, grupul prostetic fiind identic.

Tabel nr. 2.4. Tipuri de hemoglobina
Structura Proportia (%)
moleculara
Tipul de Varsta la
hemoglobina| (lanturile de |care apare| Nou Adul
globina nascuti
caracteristice)
Portland Cova B 0 0
Numai in
Gower | Cren viata 0 0
embrionara
Gower I el 0 0
Fetala (F) o2Y2 _ 80 <1
Sila nou
Al a2 nascutsila| 20 97
adult
A2 202 <05 | ~25

- HbA1 reprezinta aproximativ 95 - 98% din Hb adultului, este formata din 2 lanfuri o a
cate 141 aminoacizi (aa) si din 2 lanturi B a cate 146 aa.

- HbA2 este prezenta la adult in proportie de 1 - 3% din totalul Hb si este formata din 2
lanturi o si 2 lanturi 8, ultimile diferind de cele B prin ultimii 10 aa din secventa de
146.

- HbF persista la populatia de culoare (20 - 30% din totalul Hb), la polpulatia greaca
(11 - 19% din totalul Hb) si la tipul elvetian (1 - 6%). Persistenta ei nu este asociata
cu tulburari clinice. Lanturile y difera de cele p prin secventa de 39 de aminoacizi de
la capatul lantului de 146.

- HbGL1 are 4 lanturi (2¢ si 2¢) si a fost evidentiata la embrionul foarte tanar (in primele
25 - 30 zile); HbG2 este alcatuita din 2 lanturi o si 2 lanturi € si persista in primele 3
luni de viata embrionara. Cantitatea de HbG scade odata cu cresterea fatului; cand
acesta atinge 10 cm lungime, Hb embrionara dispare.

Molecula de Hb are o structura cuaternara, care rezulta din aranjarea a 4 monomeri,
fiecare alcatuit dintr-o grupare hem, legata la un lant polipeptidic, astfel incat formeaza o
structura globulara compacta. Spre suprafata externa prezinta 4 cavitati, numite pliurile
sau pungile hemului, care adapostesc cate o grupare hem.
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Hemul este gruparea prostetica a Hb si reprezinta 4% din greutatea moleculara a Hb. Este
alcatuit dintr-o protoporfirina (inel tetrapiloric) la care se leaga un atom de Fe?*, in centrul
inelului tetrapiloric.

Prezenta si structura Hb in eritrocit confera acestuia o serie de proprietati fiziologice,
printre care cea mai importantd este transportul O2. in mod normal, sangele contine in
medie 15 g Hb/100 ml sange. Capacitatea de fixare a Oz de catre Hb (in conditii de
completa oxigenare) este de 1,34-1,35 ml Oz pentru 1 g de Hb, deci cele 15 g% de Hb vor
transporta 20,9 ml Oz, din care numai 4,5 ml vor fi cedati tesuturilor.

Hb libera in plasma, rezultata din liza hematiilor, este transportata de haptoglobina (o a2
glucoproteina sintetizata in ficat).

Metode de dozare a hemoglobinei
Metodele de masurare a concentratiei Hb in sénge sunt:
- metode colorimetrice directe - metoda Sahli, de colorometrie vizual3;
- metode prin colorimetrie fotoelectrica - prin masurarea culorii in functie de puterea de
absorbtie a luminii de catre o solutie, intr-o regiune specifica a spectrului vizibil.
- metode computerizate
Dozarea spectofotometrica a hemoglobinei
Principiul metodei: Fericianura de potasiu transforma fierul feros al hemoglobinei in fier feric, formand
methemoglobina, care in combinatie cu cianura de K formeaza cianmethemoglobina, a carei extinctie este
citita la spectrofotometru.
Materiale necesare:
- instrumentar steril pentru recoltarea sangelui;
- pipeta pentru Hb cu gradatia 20 mms;
- pipeta Pasteur gradata;
- eprubete, stativ;
- spectrofotometru de tip spekol sau hemoglobinometru electronic;
- solutie etalon standard de Hb - solutie de cianmethemoglobina 0,06 g%, conform etalonului
international si livrata de Centrul de Hematologie Bucuresti;
- solutie Drabkin compusa din: fericianura de potasiu 0,2 g/l, cianura de potasiu 0,05 g/l si bicarbonat de
sodiu 1 g/l.
Tehnica de lucru: Cu pipeta speciala de Hb se recolteaza sange 0,02 ml (20 mm?3) pe anticoagulat sau din
pulpa degetului si apoi se adauga peste 5 ml solutie Drabkin, pipetat in prealabil intr-o eprubeta. Se lasa 30
minute la temperatura camerei pentru obtinerea compusului de cianmethemoglobina.
Citirea si exprimarea rezultatelor. La un spectrofotometru se citeste extinctia standardului (preparat din
hemoglobina umana) la lungimea de unda A = 540 nm sau se citeste dupa echilibrare cu apa distilata la
hemoglobinometru electronic.
Concentratia solutiei din eprubeta standard este cunoscuta, fiind scrisa pe eticheta eprubetei. Se citeste
extinctia probei si se introduce in formula:
Hb (g%) = (Ex. probei x Conc. std) / Ex. std.

Metodele computerizate de determinare a Hb se bazeaza pe determinari colorimetrice, cu dilutie de 1/400 cu
un diluent special. Agentul de lizare distruge hematiile si intra Tn reactie cu Hb, formand
cianmethemoglobina, care are absorbtie maxima la 540 nm. Timpul de lizare pentru Hb este dependent de
agentul de lizare.

Lucrari practice de efectuat in laborator
1. Metoda colorimetrica SAHLI
Principiul metodei: Se compara colorimetric o solutie de clorhidrat de hemina, preparata
din sangele de cercetat, cu un etalon de culoare al aparatului, stabilit dintr-o cantitate
normala de Hb (16 g Hb/100 ml sange).
Materiale necesare:

- materiale pentru punctia capilara: ace sterile, vata, alcool - eter,

- solutie HCI N/10;

- pipeta capilara pentru Hb, cu un singur reper la 20 mm?;

- apa distilata;
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- hemoglobinometrul Sahli (figura 2.9.). Hemoglobinometrul Sahli este alcatuit dintr-
un stativ dedicat, cu 3 eprubete:

e 2 eprubete laterale care contin substanta etalon (clorhemina in glicerina) de culoare
bruna sau 2 baghete de sticla de aceeasi culoare;

e eprubeta centrala in care se lucreaza proba si care este gradata de jos in sus de la
10 la 140 (unitati Sahli). Diviziunea 100 corespunde, conform etalonarii cu o
concentratie de 16 g Hb%. Deseori eprubeta prezinta si o a doua scara de diviziuni,
in g Hb%. Stativul de sustinere al eprubetelor are un perete posterior de sticla
mata, facilitdnd compararea solutiilor. Aparatului ii sunt atasate pe langa pipeta de
Hb si o pipeta pentru apa distilata si o bagheta pentru omogenizare.
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Figura 2.9. Hemoglobinometrul Sahli

Tehnica de lucru:

In eprubeta centrald se pipeteaza solutie de HCI N/10 pana la prima diviziune, notata cu
10. Cu pipeta capilara de Hb se adauga 20 mm? sange recoltat prin punctie capilara.

Se introduce pipeta la fundul tubului gradat si se da drumul sangelui in HCI N/10. Se
curata capilarul pipetei de sange prin aspirare si golire succesiva.

Se agita eprubeta pentru o buna omogenizare a amestecului. Dupa 5 minute amestecul
devine de culoare bruna, datorita formarii clorhidratului de hemina.

Se dilueaza treptat cu apa distilata, picatura cu picatura, omogenizand cu bagheta sau
prin rasturnare, dupa adaugarea apei distilate, pana in momentul cand culoarea probei de
cercetat este identica cu cea a etalonului. Se citeste gradatia de pe tub.

Citirea si exprimarea rezultatelor:

Citirea se face Intotdeauna pe tub la nivelul meniscului inferior. Pentru eprubetele care nu
au scara de diviziune in g%, calculul se face astfel: daca diviziunea 100 corespunde
conform etalonarii cu 16 g Hb%, atunci cifra gasita (85 de exemplu) va corespunde la x g
Hb.

x =85 x16g /100 =13,6 g Hb% ml sénge.
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Metoda poate prezenta o eroare de + 15%, datorata:
- materialului deteriorat sau erori de etalonare ale aparatului;
- tehnicii deficitare;
- dilutiei incorecte prin cantitate mai mare de apa distilata;
- citirii la lumina artificiala;
- acuitatii vizuale a examinatorului.
2. Dozarea hemoglobinei cu analizorul fotometric HemoCue

Analizorul fotometric HemoCue este un dispozitiv mic, “de buzunar”, folosit in conditii de
urgenta, in ambulatoriu sau la domiciliu, care permite obfinerea rapida si corecta a
concentratiei de hemoglobina. Foloseste cantitati mici de sange (10 uL) capilar, arterial
sau venos, care se introduce intr-o microcuva din plastic, de unica folosinta.

Principiul metodei. Este comun tuturor determinarilor fotometrice. In urma reactiei dintre
hemoglobina si reactivul uscat din microcuva se formeaza un derivat al hemoglobinei
(azid-methemoglobina), care absorbe lumina cu lungime de unda de 537 nm.

Metoda de lucru este simpla si rapida. (figura nr. 2.10.). Dupa obtinerea unei picaturi de
sange, se aplica microcuva pe picatura, aceasta umplandu-se prin capilaritate, la nivelul
unei cavitati mici a acesteia. Aceasta cavitate, de dimensiuni foarte mici (um) contine un
reactiv care se dizolva la contactul cu séngele. Se sterge orice exces de sange din partile
laterale ale microcuvei, dupa care se introduce in suportul special din analizor. Rezultatul
apare pe ecranul aparatului in aproximativ un minut.

Figura nr.2.10.
Sursa: http://www.hemocue.com

Folosind aceasta tehnica se poate masura nu numai concentratia hemoglobinei, dar si
valoarea concentratiei altor substante dizolvate in mediu lichidian (glucoza, lipide
sanguine, albumina urinara).

Valori normale ale concentratiei de Hb:
- Femei: 12 - 15 g/dl (121 - 151 g/l, sau 7.5 - 9.3 mmol/l)
- Barbati: 13,8 — 18 g/dl (138 - 182 g/I, sau 8.5 - 10.6 mmol/l)
- Hb libera (in plasma): 1 - 5 mg/dl (0,01 - 0,05 g/l)
Variatii fiziologice:
Exista variatii fiziologice in functie de varsta, sex, altitudine, anumite perioade fiziologice
(digestie, efort fizic, sarcina) si temperatura mediului.
- in functie de sex: mai mare la barbati, dupa pubertate datorita hormonilor androgeni,
care stimuleaza eritropoieza (estrogenii deprima eritropoieza);
- in functie de varsta: nou-nascutul are un numar mai mare de eritrocite datorita
poliglobuliei fiziologice (transfuzia de sange matern prin cordonul ombilical), dupa 6 —
12 saptamani scade péana la valori de anemie, datorita inlocuirii HbF cu HbA, iar
dupa 6 luni creste, atingand valoarea de la adult la 12 ani. La batrani scade (chiar la
valori de anemie) prin scaderea productiei de eritropoietina, reducerea maduvei
osoase hematogene etc.;
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- in sarcina scade, prin hemodilutie, pana la valori de 11 - 14 g/dl (110 -120 g/I, sau 6.8
- 7.4 mmol/l);

- persoanele care traiesc la altitudine mare au valori mai mari ale concentratiei
hemoglobinei (prin poliglobulie fiziologica de altitudine, datorata presiunii partiale mai
mici a oxigenului);

- In efortul fizic moderat, concentratia Hb creste, datorita cresterii numarului de
hematii, prin pierderea de apa in interstitiu si hemoconcentratie, splenocontractie
(hematocritul splenic este de 70 — 80%) si stimularea citodiabazei; in efortul fizic
intens concentratia Hb scade datorita scaderii numarului de hematii, prin eritroliza
(hemoglobinuria paroxistica de efort, cunoscuta si ca hemoglobinuria de mars);

- activitatea intelectuala, stresul, emotiile cresc temporar numarul de hematii, deci si
concentratia Hb, ca urmare a secretiei crescute de adrenalina si cortisol;

- cresterea temperaturii determina cresterea concentratiei de Hb, consecutiva cresterii
numarului de eritrocite, prin splenocontractie

- variatiile zilnice ale numarului de hematii in legatura cu digestia, starea de repaus si
postura sunt de maximum 10%.

Variatii patologice
- Cresterea concentratiei de hemoglobina si a hematocritului, in paralel cu a
numarului de eritrocite, poartd numele de poliglobulie.
- Scaderea concentratiei de hemoglobina si hematocritului, in paralel cu scaderea
numarului de eritrocite, poarta numele de anemie.

/-f> Studiu individual

1. Consultdnd un dictionar medical, cursul “Fiziologia sangelui” si materialele
recomandate in bibliografie, va rugam sa definiti urmatorii termeni: cromoproteina,
grupare prostetica, protoporfirina, legatura covalenta, legatura coordinativa,
methemoglobina, extintie, maduva osoasa hematogena.

2. Cum influenteaza numarul de hematii valoarea concentratiei hemoglobinei?

3. Care sunt parametrii sanguini care se modifica in anemii, si care este sensul
acestei modificari?

4. Care este concentratia hemoglobinei la o fetita de 9 ani, comparativ cu un baiat de
aceesi varsta?

5. Precizati in termeni de comparatie, concentratia hemoglobinei la un barbat de 80 de
ani, comparativ cu unul de 30 de ani.
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Prezentati principiul metodei de dozare a hemoglobinei prin metoda colorimetrica Sahli.

9. in ce situatii concrete recomandati determinarea concentratiei hemoglobinei la un

pacient?

10. Ce modificari temporare ale parametrilor eritrocitari credeti ca au loc in orele care

urmeza dupa ce ati donat o unitate (500 ml) de sénge?
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2.5. DETERMINAREA VITEZEI DE SEDIMENTARE A HEMATIILOR

Definitie. Viteza de sedimentare a hematiilor (VSH) este reprezentata de lungimea
coloanei de cadere a hematiilor prin plasma, intr-un anumit interval de timp. V.S.H. este
influentat de factori eritrocitari, plasmatici, fizici si chimici, care sunt prezentati in tabelul
2.5.

Tabelul 2.5. Factorii care influenteaza V.S.H.
cresc V.S.H. - cr§§terea vquSnqu_l hematulo[
- scaderea numarului de hematii
A. Factori
eritrocitari - cresterea suprafetei relative a hematiilor
(platicite)
scad V.S.H. - cresterea numarului de hematii (poliglobulii)
- forma hematiilor (poikilocitoze)
cresc V.S.H. - cresterea cantitatii de globulllrje Si flbrlgogen
- cresterea colesterolului in plasma
B. Factori
plasmatici - cresterea cantitatii de albumine
scad V.S.H. - cresterea acizilor si sarurilor biliare in plasma
- cresterea lecitinei in plasma
cresc V.S H. - Inclinarea tubului ]
- temperatura crescuta
C. Alti factori
scad V.S H. - citrat trisodic in cantitate mare pvroduce dilutie
- temperatura scazuta

Lucrari practice efectuate in laborator.
Metoda Westergreen

Principiul metodei: se apreciaza lungimea de cadere a hematiilor prin plasma, ntr-un
interval de timp de 1 ora si la 2 ore.

Materiale necesare:

- instrumentar de punctie venoasa: ac si seringa sterila de unica folosinta, garou, vata,
alcool;

- eprubete, capsule de portelan;

- pipete Westergreen (divizate de la 0 — 200 mm, cu diametrul de 2,5 — 3 mm);

- stativ pentru pipetele Westergreen (figura 2.11.), cu fir de plumb pentru verticalitatj;

- pipete gradate de 1 si 2 mi;

- solutie anticoagulanta de citrat trisodic 3,8%.
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Tehnica de lucru

intr-o eprubetd cu 0,4 ml citrat trisodic 3,8% se adauga 1,6 ml sange recoltat prin
punctie venoasa (fara staza realizata de garou).

Se amesteca bine continutul si se aspira in pipeta Westergreen, pana la diviziunea
zero. Se inchide cu indexul partea superioara a pipetei. Capatul inferior al pipetei se
pune pe dopuri de cauciuc aflate la partea inferioara a stativului, iar capatul superior
se fixeaza in dispozitivul de strangere.

Se controleaza verticalitatea stativului si se noteaza ora la care s-au fixat pipetele.
Stativul va fi mentinut la o temperatura constanta de 22°C.
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Figura 2.11. Dispozitivul Westergreen

Citirea rezultatelor

Se face la 1 ora si la 2 ore, urmarind limita de separare dintre hematiile sedimentate si
plasma. Se masoara inaltimea coloanei de plasma.

Surse de eroare in determinarea V.S.H.

Cresterea temperaturii determina cresterea V.S.H. intre 20 — 27°C, variatiile sunt de
mica importania si determinarea se poate face la temperatura camerei. La
temperaturi in afara acestor limite se recomanda ca stativul sa fie introdus la
termostat, la temperatura de 22°C.

Inclinarea tubului fatd de verticald, la metoda Westergreen, poate modifica valorile
reale.

In cazul pacientilor cu crioglobulinemie, temperatura camerei prea mica induce erori
determinate de gelificarea plasmei, ceea ce impiedica sedimentarea hematiilor. Se
recomanda efectuarea V.S.H.-lui la termostat, la 37°C.

Pastrarea sangelui mai mult timp, determina modificari care se reflecta in valoarea
V.S.H. Se recomanda efectuarea testului imediat dupa recoltarea sangelui.

Proportia dintre anticoagulant si sange trebuie respectata, pentru a nu dilua
suplimentar proba.
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Valorile normale si variatiile fiziologice ale V.S.H. Datele sunt prezentate in tabelul 2.6.

Tabelul 2.6. Valorile normale si variatiile fiziologice ale V.S.H.

valori la 1 ora la 2 ore
normale barbati: 7 — 9 mm barbati: 10 — 12 mm
femei: 8 — 10 mm femei: 12 - 16 mm
nou nascut: 1 —2 mm datorita numarului crescut de hematii
0-5ani:9-12 mm -
4 — 15 ani: 0 — 20 mm -
Variatji R - o o o D .
fizi ; varstnici: usoara crestere datorita numarului scazut de hematii si
iziologice . o :
concentratiei crescute a fibrinogenului
menstra:VSH crescut pana -
la 35 mm
sarcina:VSH crescut datorita scaderii hematocritului si
cresterii fibrinogenului si a-globulinelor
vagotonici: VSH scazut -

Modificarile patologice ale V.S.H. sunt prezentate in tabelul 2.7.

Tabelul 2.7. Modificarile patologice ale V.S.H.

- stari infectioase acute (infectii acute localizate,
septicemii)
- stari infectioase cronice (reumatism, TBC)
- stari inflamatorii acute
- necroze (infarct miocardic) si distructii tisulare
- anemii
- stari post-iradiere
- colica renala
- boli maligne (tumori, boala Hodgkin etc.)
- policitemie
- staza cardiaca
Scaderi ale - stari alergice
V.S.H. - stari casectice grave
- anemie drepanocitara
- _icter prin hepatita, hiperbilirubinemii

Cresteri ale
V.S.H.

Variatii
patologice

Semnificatia biologica a vitezei de sedimentare a hematiilor (V.S.H.)

- V.S.H. este 0 metoda cu sensibilitate si fidelitate relative, fiind un indicator clinic
nespecific. Este un semnalizator al starii patologice, in mod special al proceselor
inflamatorii si are semnificatie in contextul clinic.

- Organismul raspunde la o afectiune acuta (infectie, traumatism etc.) sau la
acutizarea unei afectini cornice prin eliberarea rapida, in cateva ore, a citokinelor
inflamatorii. Sub influenta acestora, ficatul sintetizeaza si secreta proteine suport
pentru raspunsul organismului la trauma. V.S.H.-ul este modificat predominant de
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structura proteica a plasmei (exemplu: cresterea c% fibrinogenului ) si secundar de
numarul, forma si suprafata hematiilor.

Ca element de urmarire in dinamica a unui proces patologic, cresterea V.S.H.
semnifica acutizarea bolii, iar scaderea sa semnifica regresiunea bolii.

In bolile acute, cresterea V.S.H. are valoarea unei evolutii favorabile a reactiei
imunologice, iar absenta cresterii sale se coreleaza cu un sistem imunitar areactiv.

In bolile cronice, cresterea V.S.H. aratad ca procesul inflamator este activ. In bolile
casectice, scaderea sa poate indica epuizarea mecanismelor reactive.

Prin urmare, V.S.H. nu evidentiaza prezenta infectiei, a inflamatiei sau a altor stari
patologice, ci modul in care organismul raspunde la acestea, fiind un test
nespecific.

Cresterea V.S.H. reprezinta raspunsul nespecific al organismului si indica:

o Importanta determinarii V.S.H. in practica medicala.

e Raspunsul organismului in prezenta unui proces inflamator.
e Severitatea inflamatiei.

e Acutizarea unei afectiuni cronice.

e Evolutia in dinamica a raspunsului organismului la o trauma.

pe Studiu individual

B wn

Consultdnd un dictionar medical si materialele didactice, va rugam sa definifi
urmatorii termeni: sedimentare, hematie, eritrocit, globula rogie, inflamatie, infectie,
infestare, citokine, boala maligna, casexie.

Caracterizati marimile fizice: viteza si densitate.

De ce sedimenteaza hematiile?

Cum influenteaza numarul de hematii valoarea VSH-ului?
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Prezentati principiul metodei Westergreen pentru determinarea vitezei de sedimentare a
hematiilor si modul de lucru.

8. Explicati de ce temperaturile scazute pot modifica unele componente ale plasmei cu
repercusiuni asupra valorii V.S.H. si vascozitatii sangelui.

9. Explicati cum se modifica valoarea V.S.H. si valoarea hematocritului in cazul expunerii
organismului la temperaturi crescute.
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2.6. DETERMINAREA DIAMETRULUI ERITROCITAR.
CURBA PRICE - JONES

Majoritatea eritrocitelor (2/3) au diametrul de aproximativ 7,2 um, restul prezinta o usoara
deviere peste si sub aceasta valoare (intre 6,6 - 7,7 um). Se pot observa unele hematii cu
un diametru mai mare de 9 um (macrocite) sau mai mic de 6 um (microcite); fenomenul
este numit anizocitoza fiziologica.

Diametrul eritrocitar poate fi apreciat de catre un examinator experimentat printr-o simpla
inspectie a frotiului; determinarea cu exactitate se face, insa, cu ajutorul micrometrelor
(ocular si obiectiv).

- Micrometrul ocular (figura nr. 2.12.) este o lentila de sticla care are inscriptionata o
scala gradata si care poate fi plasata in ocularul microscopului. Se utilizeaza pentru a
masura dimensiunile obiectelor marite de catre microscop. Marimea fizica a
diviziunilor de pe scala depinde de gradul de marire al microscopului.

- Micrometrul obiectiv (figura nr. 2.13.) este utilizat pentru etalonarea celui ocular (se
plaseaza pe masuta microscopului si se suprapun cele doua scale) (figura. 2.14.).
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Figura 2.12. Micrometrul ocular

Figura 2.13. Micrometrul obiectiv

Figura 2.14. Suprapunerea celor doua scale
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Figura 2.15. Etalonarea micrometrului ocular
(sursa Creative Commons)

Utilitatea practica a determinarii diametrului eritrocitar

Determinarea diametrului eritrocitar are utilitate practica pentru ca numeroase anemii sunt
insotite de modificarea diametrului si, in consecinta, a volumului eritrocitar.

Alaturi de dozarea hemoglobinei, a numarului de eritrocite, leucocite, trombocite gi
dozarea hematocritului (volumul total al hematiilor), determinarea diametrului eritrocitar
face parte din examinarea sanguina completa, care furnizeaza informatii despre
celularitatea sanguina a pacientilor.

Lucrari practice efectuate in laborator.
1. Determinarea diametrului eritrocitar
Principiul determinarii

Cu ajutorul unui micrometru ocular se masoara diametrul unui numar cunoscut de
eritrocite (cel putin 100), pe un frotiu colorat prin tehnica May-Griinvald-Giemsa.

Materiale necesare:
- micrometru ocular;
- micrometru obiectiv sau o camera de numarat cu caroiaj Thoma,
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- frotiu de sange colorat;
- microscop cu obiectiv cu imersie.

Tehnica de lucru:
Etalonarea micrometrului ocular se poate face in doua feluri:

- cu ajutorul micrometrului obiectiv, pe care il agsezam pe platina microscopului.

- Se introduce micrometrul ocular Tn ocularul microscopului; se observa céate diviziuni
de pe micrometrul ocular se suprapun peste diviziunile micrometrului obiectiv,
avandu-se in vedere ca o diviziune de pe micrometrul obiectiv are 10 yum. Valoarea
unei diviziuni de pe micrometrul ocular se afla aplicand regula de trei simpla.

- cu ajutorul camerei Thoma - se foloseste acelasi procedeu, avandu-se in vedere ca
o latura a unui patrat mic are 50 de ym.

Masurarea diametrului eritrocitar. Se pastreaza micrometrul ocular, etalonat, in ocularul
microscopului; pe platina microscopului se pune frotiul de cercetat; se examineaza cu
obiectivul cu imersie, punand ulei de cedru si schimband campurile in sens vertical; se
masoara diametrul a cel putin 100 de hematii.

Rezultate si interpretare:

Se transforma diviziunile oculare in ym. Diametrul eritrocitar mediu (DEM) se calculeaza
facand media aritmetica a diametrelor gasite.
Valoarea normala a mediei este de 7,2 um, cu limite intre 6,6 — 7,7 um.

2. Curba Price-Jones

Cecil Price-Jones (1863 — 1943), hematolog britanic, a dezvoltat in 1910 o metoda pentru
masurarea directd a diametrelor eritocitare pe un frotiu de sange periferic si redarea
rezultatelor sub forma unui grafic care exprimé distributia acestora. In 1924 a raportat
prezenta anizocitozei in anemia pernicioasd, iar in 1933 a publicat un studiu despre
diametrul eritrocitar.

Curba reprezintd un grafic obtinut din variatiile de mdarime ale eritrocitelor sanguine.
Actualmente, curba este realizata automat de catre analizorul de hematologie.

Inscrierea curbei se face cu ajutorul unui sistem de coordonate: pe abscisd notdm
diametrul, cu diviziuni din 0,5 in 0,5 pm, iar pe ordonata notam numarul procentual de
eritrocite corespunzator fiecarui diametru. Este recomandabil sa se determine diametrul
unui numar mai mare de 100 de eritrocite (figura nr. 2.16.).

Baza curbei se intinde, in mod normal, intre 5 si 9 um, curba avand aspectul unui turn
central a carui arie reprezinta 60 — 70% din totalitatea eritrocitelor, flancat de doua zone
laterale care reprezinta 30 — 40% din totalitatea eritrocitelor (15—-20% pentru fiecare zona).
Varful turnului central se situeaza la 7,2 ym si corespunde diametrului eritrocitar mediu
(DEM).

Variatii fiziologice ale diametrului eritrocitar

La nou-nascut, in primele doua saptamani, majoritatea eritrocitelor au diametrul de 8 — 8,2
pm. La un an, diametrul eritrocitelor scade la 7 um, pentru a atinge valorile adultului intre 2
si 9 ani. Curba Price-Jones este, deci, deviata la dreapta la nou-nascut (macrocitoza
fiziologica a nou-néascutului).

Variatii patologice ale diametrului eritrocitar

Scaderea diametrului eritrocitar mediu, cu devierea curbei Price-Jones la stanga si cu
varful n jurul valorii de 6 ym, se intalneste in microcitozele din: anemia cu sferocite
(microsferocitoza ereditara sau boala Minkowski-Chauffard), anemia feripriva etc.

Cresterea diametrului eritrocitar mediu, cu devierea curbei Price-Jones la dreapta, cu
varful in jurul valorii de 9 ym, se intalneste in macrocitozele si megalocitozele din: anemiile
megaloblastice cum ar fi anemia Biermer, anemiile din nefropatii cronice, anemia
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aplastica, anemia gravidica, intoxicatii cu benzen sau aur (in urma tratamentelor cu saruri
de aur), expunere la radiatii.
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Figura 2.16. Curba Price-Jones

Curba Price-Jones cu doua varfuri, unul la stanga si altul in zona normala, intalnita n
microcitoze transfuzate (adica la care s-au facut transfuzii cu sange normal), sau unul la
dreapta si altul Tn zona normala, intalnita in macrocitoze sau megalocitoze transfuzate.

Curba Price-Jones cu implantare larga — apare in anizocitozele secundare anemiilor
grave, in care diametrul eritrocitar poate varia intre 5 si 10 um sau mai mult, de ex. in
thalasemia majora, anemia Biermer, anemia hemolitica congenitala.

/O Studiu individual

1. Consultédnd un dictionar medical sau materialele didactice, va rugam sa definiti
urmatorii termeni: macrocit, microcit, anizocitoza, micrometru, etalonare,

anemie pernicioasa, anemie aplastica, anemie hemolitica.
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FISA DE LUCRU iN LABORATOR

1. La etalonarea micrometrului ocular, presupunem ca 20 de diviziuni ale acestuia se
suprapun peste o diviziune a celui obiectiv. Ce diametru are o hematie la care s-au
masurat 15 diviziuni oculare?

2. Se determina diametrul eritrocitar la 45 de hematii si se defecteaza microscopul. Pentru
a realiza o curba Price-Jones vrem sa determinam diametrul a 100 hematii. Este suficient
sa mutam frotiul de sénge periferic la un alt microscop si sa continuam masurarea
diametrelor?

3. Se masoara diametrul a 100 hematii si se obtin urmatoarele valori:
e 10 hematii - 7,3 pm

e 5 hematii - 6,7 pm

e 3 hematii - 5,8 um

e 1 hematie - 5 um

e 1 hematie - 5,6 um

e 25 hematii - 7,8 um

e 30 hematii - 8 pm

e 20 hematii - 8,9 um

e 5 hematii - 9,5 pm
In spatiul liber din dreapta schitati curba Price-Jones.
Este o curba fiziologica?

6. Cu ce alte constante eritrocitare directe putefi corela diametrul eritrocitar, pentru un
eventual diagnostic?

7. Care este constanta eritrocitara directa cu care se coreleaza perfect diametrul
eritrocitar? Dar cea indirecta?



2.7. INDICII ERITROCITARI INDIRECTI

Dupa modul de determinare, indicii sau constantele eritrocitare pot fi directe (masurabile
prin metode specifice): diametrul hematiei, hematocritul, numarul de hematii, concentratia
de hemoglobina etc., sau indirecte (derivate), cum ar fi volumul eritrocitar mediu,
hemoglobina eritrocitara medie etc., obtinute prin calcul matematic, pe baza constantelor
eritrocitare directe.

Indicii eritrocitari reprezinta o forma de exprimare a constantelor eritrocitare prin raportarea
valorii gasite la valoarea considerata normala. Valorile anormale indica prezenta anemiei
si 1i pot identifica tipul morfologic.

Constantele si indicii eritrocitari dau informatii utile asupra tipul morfologic si cromic al
unei anemii. In practica sunt folositi numai o parte dintre ei, restul fiind utilizati doar in
cercetarea stiintifica.

Deoarece se calculeaza pe baza valorilor obtinute la numaratoarea eritrocitelor, la
determinarea hematocritului si a hemoglobinei, rezulta ca gradul de exactitate al lor
depinde de preciziile determinarilor anterioare.

Indicii eritrocitari indirecti sau derivati

a) Volumul eritrocitar mediu (VEM) — reprezinta volumul ocupat de un singur eritrocit. Se
obtine dupa formula:

Ht x 10

VEM =
E

Unde Ht = hematocritul %, E = numarul de eritrocite/mm?2 (in milioane);

Prin metoda automata, VEM este determinat prin impartirea sumei volumelor eritrocitare la
numarul de eritrocite.

- Rezultatele se exprima in microni cubi (u®) sau femtolitri (fl).
- La adult, valorile normale sunt cuprinse intre 80 — 100 fl (valori mai mari la nou-
nascuti, precum si la varstnici; valori mai mici la copii si adolescenti pana la 18 ani).
Valori patologice se intalnesc in:
- macrocitoza (peste 100 p): sarcina, alaptare, copii in perioada de crestere etc.);
- megalocitoza (120 — 140 p3): deficit de vitamina B12 sau de acid folic;
- microcitoza (valori sub 80 p®): anemia feriprivd hipocroma, anemia din infectiile
cronice etc.
Dezavantajul calcularii VEM consta in folosirea numarului de eritrocite, a carui determinare
implica eroarea inerenta metodei (x 11%).
b) Hemoglobina eritrocitara medie (HEM) reprezinta incarcarea medie cu hemoglobina
a unui eritrocit. Se exprima in micro-micrograme (ppg) sau picograme (pg). Se calculeaza
dupa formula:

Hb x 10
HEM =
E
- Unde Hb = hemoglobina in g % ml sange, E = numarul de eritrocite/mm3 (in

milioane).
Valori normale: 30 pug (pg), cu variatii intre 26 — 34 pug.
Valori patologice se intalnesc in:

- megalocitoza, anemia regenerativa (observata, de exemplu, in timpul tratamentului
cu fier a anemiei feriprive), la nou-nascut - HEM peste 34 pyug = ,hipercromie” (vezi
explicatia de la pagina 59);
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- anemii microcitare - HEM sub 26 pug = hipocromie;

- anemii normocitare - sunt, de obicei, normocrome.
Aceasta constanta este mai putin exacta, fiindca se calculeaza din hemoglobina si numar
de eritrocite, a caror determinare este supusa erorilor.
c) Concentratia de hemoglobina eritrocitara medie (CHEM) reprezinta concentratia
medie a hemoglobinei in procente, sau grame de hemoglobina continute in 100 ml masa
eritrocitara. Se calculeaza dupa formula:

Hb x 100
CHEM = ——
Ht

Valori normale: 34 % (34 g la 100 ml masa eritrocitara cu variatii intre 32 — 36 %), sau se
pot exprima n g/dL (32 — 36 g/dL sau 320-360 g/L).

Semnificatie clinica — VEM este un indice extrem de valoros in clasificarea anemiilor, dar
HEM si CHEM, de obicei, nu aduc in plus informatii relevante clinic. Totusi, au un rol
important in controlul de calitate al laboratorului, deoarece acesti indici variaza foarte putin
de la o zi la alta pentru un specimen dat, daca pacientul nu este transfuzat.

Datorita comportamentului similar al volumului eritrocitar si continutului in Hb al fiecarui
eritrocit in parte, CHEM ramane constant in multe afectiuni hematopoietice.

In practicd se prefera utilizarea acestei constante, la al carei calcul se foloseste
hematocritul.

Valori patologice se intalnesc in:

- anemiile microcitare, hipocrome (anemia feripriva, unele talasemii) in care CHEM
scade sub 32 %, ceea ce exprima o incarcare redusa a eritrocitului cu hemoglobina;

- cregteri peste 36 % nu se pot intalni, eritrocitul avand, in mod normal, o saturatie
maxima cu hemoglobina (cresterea in continuare a concentratiei de Hb ar duce la
precipitarea acesteia). In plus, cresterea volumului eritrocitului influenteaza si
cresterea hematocritului, valoarea raportului ramanand constanta. Rezulta ca
notiunea de ,hipercromie”, prin prisma acestei constante, este falsa.

d) Grosimea eritrocitara medie (GEM):

Valorile normale sunt: 1,7 — 2,5 y. Valori patologice se intalnesc in sferocitoza (peste 2,5
M) si in platicitoza (sub 1,7 p). Are valoare practica redusa.

e) Suprafata eritrocitara medie (SEM):

Valori patologice: scade in microcitoza, creste in macrocitoza. Este utilizata in cercetarea
stiintifica.

f) Largimea distributiei eritrocitare (RDW — red blood cell distribution width) este un
indice eritrocitar care cuantifica heterogenitatea volumului celular (gradul de anizocitoza).
RDW este calculat de analizorul automat, atunci cand exista doua sau mai multe “peak’-
uri (varfuri) si largime de distributie anormala pe curba de distributie eritrocitara. Distributia
VEM intr-o proba este prezentata sub forma unui grafic in care pe abscisa se proiecteaza
volumul eritrocitar, iar pe ordonata frecventa relativa.

Deviatia standard a marimii eritrocitelor x 100

RDW =
VEM
Valori normale: 11,5-14,5 % coeficient de variatie (CV) a volumului eritrocitar.

RDW este util in caracterizarea initiala a anemiilor, in particular a anemiei microcitare.

- RDW este util in diferentierea beta-talasemiei minore necomplicate, in care VEM este scazut, iar RDW
normal, de anemia feripriva, in care VEM este scazut, iar RDW crescut (cresterea RDW este un semn
precoce in deficitul de fier).
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- RDW este usor crescut in beta-talasemia minora cu anemie usoara .
- RDW permite diferentierea intre anemia din bolile cronice (VEM normal/scazut, RDW normal) si
anemia feripriva incipienta (VEM normal/scazut, RDW crescut).
RDW crescut: anemia feripriva, anemia megaloblastica, diferite hemoglobinopatii (ex. p-talasemia), anemia
hemolitica imuna, reticulocitoza marcata, prezenta de fragmente eritrocitare, aglutinare, dimorfism eritrocitar
(inclusiv pacientii transfuzati sau cei tratati recent pentru deficiente nutritionale).

RDW normal: anemia din bolile cronice, B-talasemia heterozigota, anemia hemoragica acuta, anemia
aplastica, sferocitoza ereditara, boala cu Hb E, siclemia.

Nu exista o cauza cunoscuta pentru RDW scazut.

g) Indicele de culoare (IC) este cunoscut si sub denumirea de valoare globulara.
Reprezinta continutul mediu in hemoglobina al unui eritrocit in comparatie cu continutul in
hemoglobina al unui eritrocit normal.

- Valorile normale: 0.85 - 1,15.

- Valori patologice: sub 0,85 indica o hipocromie, peste 1,15 indica o hipercromie (notiune falsa: o
incarcare suplimentara cu hemoglobina are loc odata cu cresterea volumului eritrocitar, concentratia
ramanand, insa, aceeasi).

h) Indicele de sfericitate (IS) este raportul dintre DEM si GEM.

- Valori normale: 3,1 — 3,7.
- Valori patologice: peste 3,7 indica o platicitoza; sub 3,1 indica o sferocitoza.

Alti indici folositi in cercetarea stiintifica: indicele de volum, indicele de saturatie, indicele
de elipticitate etc.

Importanta practica a indicilor eritrocitari

Permit precizarea tipului morfologic si cromic al unei anemii, atat prin valorile gasite, cat si
prin confruntarea acestor valori cu aspectul eritrocitelor pe frotiul de sange.

Intrucat determinarea hematocritului si a hemoglobinei comportd cele mai mici erori,
putem considera CHEM ca cea mai precisa dintre constantele eritrocitare.

pe Studiu individual

Consultand un dictionar medical sau materialele didactice, va rugam sa definiti
urmatorii termeni: cromie, morfologie, sferocitoza, platicitoza, a cuantifica,
analizor automat, deviatie standard, talasemie, aglutinare, dismorfism, deficienta
nutritionala.

60



FISA DE LUCRU iN LABORATOR

1. Care este cea mai precisa dintre constantele eritrocitare? De ce?

3. Copil in varsta de 10 ani, prezintd Ht = 43%, E = 4,2 mil/mm?3, VEM = 102,3 p3. Valorile
sunt fiziologice? Va ganditi sa-i recomandati si alte teste hematologice?

5. Ce constante si indici eritrocitari ar fi utili pentru a diferentia o anemie post-hemoragica
de una feripriva?

6. Sugar in varsta de 11 luni, alimentat exclusiv lactat (diversificarea alimentatiei se face,
normal, intre 4 si 6 luni de viata), prezinta discreta paloare. Ce teste hematologice
recomandati? Dar regim alimentar?

8. Tanar motociclist, fara probleme de sanatate in antecedente, in urma unui accident
rutier pierde aproximativ 1litru de sénge; este transfuzat imediat, conform grupei si Rh-ului.
La 2 zile dupa transfuzie i se recolteaza sange pentru teste sanguine uzuale. Cum credeti
ca vor fi rezultatele testelor?

10. Daca la un pacient gasiti valori ale : HEM = 24 pyug si CHEM = 33%, cum le
interpretati?

11. Pacienta cu varsta de 65 ani, prezinta valori ale Hb = 10 g%, Ht = 33%, E = 3,3
mil/mm?3. Sunt valori fiziologice? Recomandati si alte analize de laborator? Este cazul sa
instituiti vreun tratament?



2.8. DETERMINAREA REZISTENTEI OSMOTICE A HEMATIILOR

Definitie. Hemoliza reprezinta distrugerea eritrocitelor si eliberarea consecutiva a
continutului (hemoglobina) in fluidul de dispersie (plasma). Termenul provine din cuvintele
grecesti “aima” (aima, haema, hemo), care inseamna sange si “lusis” (lusis, lysis, liza)
care inseamna a elibera, termen acceptat si ca distrugere.

Hemoliza fiziologica este un proces fiziologic prin care hematiile imbatranite sunt
fagocitate si dezintegrate de sistemul monocit-macrofag, iar constituentii eritrocitari
eliberati sunt metabolizati si eliminati sau refolositi. Pe parcursul vietii intravasculare,
solicitarile permanente la care sunt supuse eritrocitele (fizice sau chimice) determina
modificari structurale si functionale care permit recunoasterea lor de catre fagocite printr-
un fenomen de chimiotactism pozitiv. Apar:

- modificari de forma (tendinta la sfericitate, scaderea ATP);
- scaderea deformabilitatii, care nu-i mai permite eritrocitului sa reziste trecerii prin
capilar, in special cel splenic;
- scaderea rezistentei osmotice si mecanice;
- alterari biochimice care intereseaza structura si functionalitatea membranei sau
metabolismului celular.
Mecanismele exacte prin care sunt recunoscute eritrocitele imbatranite sunt inca incerte.
Distrugerea hematiilor imbatranite are loc preponderent extravascular (90%), in special la
nivelul capilarelor maduvei osoase hematogene si, in proportie mai mica la nivelul splinei
si ficatului (datorita particularitatilor anatomice — diametrul mic al capilarelor si traseu
sinuos). Elementele eritrocitare eliberate urmeaza cai diferite de metabolizare: globina se
transforma in aminoacizii constituenti care intra in fondul comun metabolic, iar hemul este
convertit in pigmenti biliari (bilirubind neconjugata).
Hemoliza patologica reprezinta liza prematura a hematiilor cu defecte. Consecinta
distructiei eritrocitare premature este anemia hemolitica, aceasta avand multiple cauze:

Anemii hemolitice de cauza eritrocitara (intracorpusculara) pot fi cauzate de:

- alterarii structurale ale membranei eritrocitare;

- unor defecte enzimatice;

- alterarii hemoglobinei (hemoglobine patologice).
Anemii hemolitice de cauza extraeritrocitara (extracorpusculare) pot fi cauzate de:

- unor agenti infectiosi (malaria);

- administrarii unor medicamente (sulfonamide, penicilinad);

- factori traumatici (proteze valvulare);

- alterarii endoteliului vascular (vasculite);

- alterarii mediului de suspensie prin substante chimice (toxine animale si vegetale);

- hipersplenism;

- anticorpi antieritrocitari (anemii hemolitice autoimune, erori transfuzionale).
Evaluarea hemolizei.
Dezintegrarea experimentala a eritrocitelor a fost efectuata in vitro, prin procedee dintre
cele mai diverse:

- agenti fizici: agitare mecanica, ultrasunete, incalzirea sangelui la 48°C;

- agenti fizico-chimici: scaderea presiunii osmotice a mediului de suspensie;

- agenti chimici: acizi, baze, sapunuri, cloroform, alcool;

- agenti biologici: anticorpii antieritrocitari.
Dintre metodele folosite la ora actuala, pentru evaluarea hemolizei, cele mai utilizate sunt:
determinarea rezistentei mecanice, a rezistentei acide (testul Ham), teste care pun in
evidenta prezenta anticorpilor antieritrocitari precum si determinarea rezistentei osmotice.
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Lucrari practice de efectuat in laborator.
Determinarea rezistentei osmotice a hematiilor

Eritrocitele isi mentin forma de disc biconcav si integritatea ntr-o solutie izoosmotica
(izotonica), care are aceeasi presiune osmotica cu a plasmei (figura. 2.17.). Suspendarea
eritrocitelor intr-o solutie hipotona (presiune osmotica mai mica decéat a plasmei) este
urmata de hemoliza, deoarece mediul fiind hipotonic, iar continutul eritrocitar hipertonic,
egalizarea presiunii osmotice se face prin patrunderea apei in eritrocite (gradient de apa).
Ca urmare, acestea se umfla, devin sferice, membrana se rupe si hemoglobina este
eliminata in solutie. Suspendarea eritrocitelor intr-o solutie hipertona (presiune osmotica
mai mare decat a plasmei) este urmata de iesirea apei din hematii, care se ratatineaza (se
zbarcesc).

Hiperton Izoton Hipoton

- Yete

2 P
HO |
5

Figura. 2.17. Comportamentul unor celule (eritrocite),
in functie de presiunea osmotica a mediului in care sunt suspendate

Principiul determinarii. Hemoglobina iese prin membrana lezata a hematiilor, cand
acestea sunt puse intr-un mediu hipoton. Determinarea rezistentei osmotice a hematiilor
inseamna identificarea concentratiei unei solutii de NaCl (grame %) la care hemoglobina
incepe sa paraseasca hematiile mai putin rezistente (rezistenta minima) si concentratiei
unei solutii de NaCl (grame %) la care toate hematiile sunt hemolizate (rezistenta
maxima).

In acest scop se folosesc soluti de NaCl de concentratii descrescande (cu 0,05%)
cuprinse intre 0,9 gr NaCl% si 0,05 gr NaCl%.

Materiale necesare: stativ cu eprubete de hemoliza, pipete gradate, sange defibrinat,
solutie de NaCl 0,9%, apa distilata.

Tehnica de lucru

- se iau 18 eprubete mici de hemoliza, se numeroteaza de la 1 la 18 si se aseaza in
stativul de eprubete;
- in fiecare eprubeta se pune un amestec de solutie de NaCl 0,9 grame % si apa
distilata, dupa protocolul din tabelul 2.7.;
- Se omogenizeaza prin agitare;
- se lasa eprubetele in repaus absolut timp de 1 ora la temperatura camerei.
Citirea rezultatelor:

- In primele eprubete hematiile sedimenteaza (zona rosie opaca la fundul eprubetei),
iar supernatantul este incolor, transparent, datorita faptului ca ele rezista la o usoara
scadere a presiunii osmotice.
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- Prima eprubeta in care supernatantul este usor colorat in roz, indica hemoliza
primelor hematii, cele mai putin rezistente; este identificata astfel rezistenta minima,
exprimata in concentratia in gr% a solutiei de NaCl din eprubeta respectiva.

- Se cauta in continuare eprubeta care nu mai prezinta sediment, in care tot continutul
este intens colorat in rosu, ceea ce indica hemoliza tuturor hematiilor, chiar si a celor
mai rezistente; este identificata astfel rezistenta maxima, exprimata in concentratia
in gr% a solutiei de NaCl din eprubeta respectiva.

Tabelul 2.7. Protocolul de dilutie a solutiei de NaCl 0,9 grame %

Nr. Eprubeta E1 E2 Es Es Es | ... Ei7 Eis
0,
NaCl099% | 15 | 17| 16 | 25 | 14 | . 02 | 01
(ml)
Apadistilata | | o1 | 95 | 03 | 04 | . 16 | 17
(ml)
Sange 2-3 picaturi in fiecare eprubeta

Interpretarea rezultatelor
Valori normale:

- Hemoliza incepe la concentratia de 0,45 gr% NaCl (0,40 - 0,50 gr% NacCl), cand
hemolizeaza hematiile cele mai putin rezistente (hematiile imbatranite), reprezentand
Rm (rezistenta minima).
- Hemoliza se termina la o concentratie de 0,35 gr% NaCl (0,30 - 0,40 gr% NacCl),
cand toate hematiile sunt hemolizate, reprezentand RM (rezistenta maxima). intre
Rm si RM se intinde campul rezistentei globulare.
Valori patologice:

Rezistenta osmotica scazuta (fragilitate eritrocitara crescuta) o intalnim in:
- anemiile hemolitice congenitale (anemia Minkowski-Chauffard sau sferocitoza
ereditara);
- anemiile hemolitice dobandite (din hepatita epidemica, intoxicatii cu benzen, stari de
acidoza).
Rezistenta osmotica crescuta (fragilitate eritrocitara scazuta) se intalneste in:
- platicitoza (anemia Cooley);
- anemia feripriva;
- mai rar, iIn anemia pernicioasa, dupa transfuzii de sange, dupa splenectomie, in
icterul obstructiv, in afectiuni hepatice.

Stabilirea unei curbe de hemoliza

Se face prin dozarea spectrofotometrica a hemoglobinei din fiecare eprubeta, considerand
martor negativ eprubeta in care nu exista hemoglobina in supernatant, iar martor pozitiv
eprubeta cu hemoliza completa. Se determina extinctia si se stabileste cantitatea de
hemoglobina existenta in fiecare supernatant, in intervalul martor negativ — martor pozitiv.
Pe ordonata se inscriu concentratiile in hemoglobina, iar pe abscisa concentratia in gr%o
NaCl (figura 2.18.).
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Figura nr. 2.18. Curba de hemoliza normala si patologica
pe Studiu individual

1. Consultand un dictionar medical sau materialele didactice, indiferent de disciplina
de la care provin, va rugam sa definiti urmatorii termeni: chimiotactism, presiune
osmotica, malarie, hipersplenism, splenectomie, spectrofotometrie, supernatant,
fragilitate eritrocitara, fragilitate capilara, anticorpi antieritrocitari.

2. Calculati concentratia de NaCl in gr% din fiecare eprubeta (1-18) folosita.

3. Asociati urmatorii termeni: rezistenfa osmotica crescuta, rezistenta osmotica
scazuta, fragilitate eritrocitara crescuta, fragilitate eritrocitara scazuta.
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Ce reprezinta hemoliza fiziologica? Dar cea patologica?

9. Ce valori ale rezistentei osmotice minime si maxime asociati cu: rezistenta osmotica
crescuta, rezistenta osmotica scazuta, fragilitate eritrocitara crescuta, fragilitate eritrocitara
scazuta?

10. Interpretati urmatorul buletin de analiza: VEM = 80 p3, HEM = 27 pug, Rm = 0,70 gr%
NaCl si RM = 0,50 gr% NacCl.
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2.9. GRUPELE SANGUINE.

Definitie. Societatea Internationala de Transfuzie (International Society of Blood
Transfusion —ISBT) defineste un sistem de grup sanguin prin prezenta unuia sau mai
multor antigene, codificate de o gena situata intr-un singur locus, sau pe mai multe gene
omologe, strans legate intre ele.

SISTEMUL 0AB si Rh

La om au fost identificate, pana acum, 30 de sisteme de grup sanguin si au fost descrise
peste 600 de antigene. Dintre acestea, cele mai importante sunt sistemele 0AB si Rh.
Importanta lor deriva din puterea antigenica mare, care se poate exprima prin accidente
posttransfuzionale, Tn cazul sistemului OAB, sau incompatibilitate materno-fetala, in cazul
sistemului Rh.

In anul 1901, Landsteiner descopera ca aglutinarea si hemoliza hematiilor in accidentele
transfuzionale se datoreaza prezentei pe membrana hematiilor a unor polizaharide cu
proprietati antigenice. Landsteiner a descris pe hematiile speciei umane trei antigene
notate cu: A si B, cu o capacitate antigenica mare si un antigen 0 numit si H, cu o
capacitate antigenica foarte redusa. Grupele sanguine carora le corespund aceste
antigene au fost notate cu 0, A si B. Grupa AB a fost descoperitda in anul 1902 de
Decastele si Struli si confirmata in 1907 de Janski, care noteaza grupele cu |, Il, 1lI, IV.
Astazi cele 2 nomenclaturi au fost unificate, sistemul OAB fiind notat cu 0(l), A(ll), B(lll) si
AB(IV), literele reprezentand antigenele fixate pe membrana hematiilor.

Introducerea n sangele unui individ a unor antigene straine genereaza un conflict imun, in
urma caruia se formeaza anticorpi. Atacul acestora asupra hematiilor care contin
antigenul strain duce la aglutinarea si liza hematiilor. Din acest motiv, antigenele
respective se mai numesc si aglutinogeni, iar anticorpii - aglutinine.

Anticorpii din sistemul OAB sunt naturali, adica nu se formeaza in urma unui conflict
imun, ci Tn urma unor reactii de sensibilizare la substante asemanatoare din alimente,
bacterii, virusuri, Tn cursul primului an de viata. Anticorpii sunt imunoglobuline din clasa M,
cu greutate moleculara mare, care nu traverseaza placenta si nu determina
incompatibilitate materno-fetala. Anticorpii din sistemul OAB se humesc anti-A sau alfa si
anti-B sau beta; prezenta lor in plasma unor indivizi ai speciei umane respecta regulile
serologice ale lui Landsteiner:

- Legea excluderii reciproce - la acelasi individ NU pot coexista antigenul si anticorpul
omolog (specific sau corespunzator), de exemplu: antigenul A cu anticorpul anti-A
(alfa). Prezenta lor ar duce la aglutinarea hematiilor si distrugerea acestora prin
hemoliza, situatie incompatibila cu viata.

- Tn sistemul 0AB, anticorpul compatibil cu antigenul este intotdeauna prezent in ser,
de exemplu: antigenul A cu anticorpul anti-B (beta).

De cele mai multe ori, anti-A si anti-B sunt detectabili la 3-6 luni dupa nastere, iar la
varsta de 5 ani, titrul acestora atinge un maximum care se mentine in toata perioada
adulta.

In functie de prezenta (sau absenta) pe membrana eritrocitard a antigenelor, indivizii
speciei umane se impart in 4 grupe: 0, A, B si AB (tabel 2.8.).

Subgrupele sistemului sanguin OAB. Antigenele A si B au mai multe variante
determinate genetic, adica mai multe subgrupe. Aceste variante apar ca urmare a unor
mutatii la nivelul genelor A si B, determinate de substitutii de aminoacizi la nivelul
transferazelor. Se traduc printr-o slaba exprimare a antigenelor A si B. Cele mai
importante sunt subgrupele A, notate A1 si A2. Mai existda si alte subgrupe A, de
importantd mai mica: Aint., Az, Am, Ax etc. Si grupa B poate sa aiba mai multe subgrupe:
Bi1, B2, Bs etc.
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Tabel 2.8. Grupele sanguine in sistem OAB
Grupa Antigene pe . o . Frecyerlta
o AP Anticorpi in plasma medie n
sanguina eritrocit N

Romania

0 - Anti-A (alfa), anti-B (beta) 36%

A A Anti-B (beta) 41%

B B Anti-A (alfa) 16%

AB A,B Nu au 7%

Subgrupa A1 — se intalneste la 80% dintre subiectii de grupa A. Este formata dintr-un
antigen comun A si un antigen propriu A1, care impreuna constituie un complex antigenic
AA:1. Factorul A1 are antigenitatea cea mai puternica si a mai fost numit si “A tare”.

Subgrupa Az — este prezenta la 20% dintre subiectii de grup A. Are antigenitate scazuta,
motiv pentru care se mai numeste si "A slab”. Nu provoaca boala hemolitica prin imunizare
materna si nici accidente posttransfuzionale in cazul unor transfuzii repetate administrate
celor cu grupa A1 sau AiB.
Cele doua atribute, “tare” si “slab” se refera la modul in care aglutinina anti-A (alfa) din
plasma indivizilor de grup B sau 0 reactioneaza cu cele 2 antigene: aglutinare puternica si
rapida cu A1 = A “tare” si slaba si lenta cu Az = A “slab”.
Existenta subgrupelor A1 si A2 duce la existenta a 2 subgrupe principale si pentru grupa
AB, respectiv A1B si A2B.
Cunoasterea subgrupelor are importanta teoretica si practica: un antigen A sau B slab
poate sa nu dea reactie de aglutinare cu serurile test anti-A sau anti-B. Din acest motiv:

- unindivid Az sau As devine fals O;

- un individ A2B sau Az B devine fals B.

Pentru a exclude un accident posttransfuzional prin incompatibilitate de
subgrup se impune:

- determinarea grupelor sanguine prin ambele metode: de determinare a
antigenelor de pe eritrocite si de evidentiere a anticorpilor din plasma;

- executarea probei majore de compatibilitate in vitro Jeanbreau.

Importanta determinarii grupelor din sistemul 0AB

Stabilirea compatibilitatii transfuzionale intre donator i primitor, cu scopul evitarii
accidentelor posttransfuzionale imediate. Este necesar ca, sangele administrat sa nu
contina antigene in plus fata de sangele primitorului. Aceste antigene ar putea provoca
aloimunizare si accidente cu ocazia unor transfuzii ulterioare.

- Pentru efectuarea unei transfuzii sigure s-a impus respectarea a doua reguli,
cunoscute si sub numele de legi ale transfuziei. In cazul transfuziilor sub 500 ml
(pé@na la 1/10 din volumul sanguin al primitorului), trebuie sa existe compatibilitate
intre antigenele donatorului si anticorpii primitorului. Pentru aceasta situatie,
donatorul care indeplineste condifia este cel cu grupa ORhD-, deoarece pe
eritrocitele sale nu se gasesc antigene. Anticorpii anti-A si anti-B ai donatorului de
grup 0 sunt ignorati, deoarece acestia se dilueaza in proportie de peste 1/10 in
sangele primitorului, ceea ce duce la scaderea sau pierderea activitatii lor.
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Compatibilitatea pentru transfuzia sub 500 ml este redata in figura nr. 2.19.,
schema fiind stabilita de Ottenberg. Din aceasta schema se observa ca grupa 0
este considerata donator universal, iar grupa AB primitor universal.

In cazul in care se administreazd doar plasma, compatibilitatea trebuie sa fie
inversa fata de schema Ottenberg, adica intre anticorpii donatorului si antigenele
primitorului. n aceasta situatie, grupa AB este donator universal, deoarece nu are
anticorpi, iar grupa 0 este primitor (figura 2.20)

- In cazul transfuziilor care necesitd cantititi mai mari de 500 ml, compatibilitatea
trebuie sa fie inversa, adica intre anticorpii donatorului si antigenele primitorului,
deci sangele transfuzat trebuie s& fie izogrup. In tabelul 2.9. sunt prezentate
schematic caracteristicile grupelor sanguine din sistemul OAB, precum gi
aplicabilitatea celor doua legi.

Pentru studiul si prevenirea bolii hemolitice a nou nascutului, datorata
incompatibilitatii antigenice intre eritrocitele mamei si eritrocitele fatului.

Incompatibilitatea materno-fetala in sistem OAB este foarte rara si mai putin grava decéat
cea produsa prin izoimunizare anti-Rh. Tn aceasta situatie apar, in urma unor procese de
aloimunizare, anticorpii de tip imun sau aloanticorpii anti-A sau anti-B, de exemplu, mama
0 cu un fat A sau B. Acesti anticorpi sunt imunoglobuline (Ig) de tip G, cu GM mica,
asemanatoare celor din sistem Rh, care pot trece bariera placentara.

Pentru a facilita donarea de sange si transplantul de organe
in medicina legala:
- pentru stabilirea paternitatii sau maternitatji;

- pentru identificarea victimelor sau agresorilor. In aceste situatii, determinarea
grupelor sanguine este inlocuita tot mai mult cu analiza ADN.

=)

/, Figura 2.19. Schema Ottenberg
\ Posibilitati de transfuzie in sistemul OAB

- cantitati mai mici de 500 ml sénge.
B ) S ) Grupa O este donator universal,
‘ deoarece nu are antigene.

\ [ Grupa AB este primitor universal
deoarece nu are anticorpi.

Figura 1.20. Schema compatibilitatji
plasmatice.

g in cazul administrarii plasmei

\ compatibilitatea trebuie s3 fie inversa fata

de schema Ottenberg, adica intre

A B anticorpii  donatorului si  antigenele
primitorului.

\ [ In aceastd situatie, grupa AB este

donator universal, deoarece nu are

0 anticorpi, iar grupa O este primitor

AB
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Tabelul 2.9. Profilul imunologic al grupelor sanguine din sistemul OAB. Compatibilitatea
transfuzionala.

Antigene Anticorpi
Grupa pe eritrocit in plasma Cui doneaza? De la cine primesc?
(aglutinogene) (aglutinine)
Grupei 0
i Anti-A (a) Sub 500 de ml la
0 Anti-B (B) toate grupele = Dela0
donator universal
Grupei A De la A
A A Anti-B (B) Sub 500 de ml, la AB Sub 500 dOe ml, de la
Grupei B De la B
B B Anti-A (a) Sub 500 de ml, la AB Sub 500 dOe ml, de la
De la AB
AB A B i Grupei AB Sub 500 de ml, d_e la
toate grupele =
primitor universal

inaintea oricarei transfuzii:
- Se determina grupa primitorului in sistemul OAB si Rh.
- Se alege un donator izogrup in sistemul OAB si Rh.
- Se face obligatoriu proba de compatibilitate directa, chiar daca se
cunosc grupele donatorului si primitorului.

SISTEMUL Rh

Pana la descoperirea sitemului antigenic Rh, se produceau multe accidente
posttransfuzionale, chiar Tn cazul in care exista compatibilitate donator-primitor in sistemul
OAB. De asemenea, nu se stia de ce, unele femei nasteau copii cu anemie hemolitica si
tulburari neurologice severe. Cauza acestor anomalii a fost elucidata prin descoperirea de
catre Landsteiner si Wiener a unui antigen prezent pe hematiile de maimuta Macacus
Rhesus, pe care I-au numit Rh si care, ulterior, a fost evidentiat si pe hematiile umane.

Sistemul Rh cuprinde 6 antigene notate C, D, E, c, d, e. Din punct de vedere practic, cel
mai important este antigenul D, deoarece are cea mai mare putere antigenica, fiind
raspunzator de unele accidente posttransfuzionale si de 95% dintre cazurile de
incompatibilitate materno-fetala. Persoanele care au acest antigen pe hematii sunt RhD",
proportia lor fiind de cca. 80-85% din totalul populatiei albe. La populatia neagra, procentul
de RhD pozitiv se apropie de 100%.

Spre deosebire de sistemul OAB, in sistemul Rh nu se gasesc in plasma anticorpi
naturali. Ei sunt de tip imun si numai in cazuri exceptionale - deletie partiala sau totala -
sunt de tip natural. Sunt imunoglobuline G cu GM mica, care trec prin membrana
placentara si ataca hematiile fetale. Cea mai mare frecventa o au anticorpii cu specificitate
anti-D, deoarece factorul D este cel mai imunogen.

Sinteza de anticorpi anti-Rh apare in urmatoarele situatii:

- Mama RhD care are o sarcina cu fat RhD" (caracterul Rh* este dominant si se
mosteneste de la tata). In aceasta situatie, daca mama este la prima sarcina si nu a

70



avut Tn antecedente nici transfuzii cu sange Rh*, nici avort in luna mare (>4 luni),
copilul se naste farad nicio suferintd datoratd sistemului Rh. In timpul nasterii,
ruperea vilozitatilor coriale face posibila patrunderea hematiilor Rh* ale fatului in
circulatia materna. Deoarece este un antigen strain, sistemul imunitar al mamei va
reactiona prin sinteza de anticorpi anti-D, de tip Ig G. La urmatoarea sarcina cu fat
Rh*, anticorpii din sdngele mamei trec bariera placentara, se fixeaza pe eritrocitele
fatului si produc aglutinarea si hemoliza acestora. Boala care apare prin
incompatibilitate materno-fetala se numeste eritroblastoza fetala sau boala
hemolitica a nou-nascutului si se caracterizeaza prin anemie hemolitica, icter i
hepatomegalie.

Imunizarea mamei RhD- care pierde o sarcina dupa luna a patra (imunizarea
mamei prin avort).

In urma unei transfuzii de sange RhD* la persoane RhD. in acest caz,
accidentul posttransfuzional nu va avea loc la prima transfuzie incompatibila. Dupa
prima transfuzie se va declansa un raspuns imun cu producerea de anticorpi anti
— D (in 7 - 10 zile). La o noua transfuzie incompatibila, anticorpii formati anterior vor
ataca hematiile RhD+ ale donatorului si va aparea hemoliza.

Profilaxia eritroblastozei fetale
o - Se determina Rh-ul gravidei, iar daca acesta este negativ, si Rh-ul

tatalui biologic.

- Mamei RhD- i se va administra ser anti-RhD in primele 48 — 72 de ore
dupa nastere. Anticorpii se fixeaza pe hematiile fetale patrunse in
circulatia materna, le aglutineaza si le hemolizeaza, inhiband astfel
sinteza de anticorpi anti-Rh, de catre sistemul imun al mamei.

- Femeile RhD" izoimunizate prin sarcina pot da nastere la mai multi
copii sanatosi, daca li se face profilaxia corecta.

o Cum evitam incompatibilitatea transfuzionala in sistemul Rh?

- Se determina prezenta sau absenta factorului D la primitor.
- Se va executa, obligatoriu, si proba de compabilitate directa,
Jeanbreau.

Lucrari practice efectuate in laborator.
Recomandari pentru determinarea grupului sanguin 0AB

Tnaintea unei transfuzii;

inaintea unei proceduri invazive sau chirurgicale potential asociate cu complicatii
hemoragice care ar putea necesita transfuzii;

monitorizarea imunohematologica antepartum si postnatala a mamei si copilului;

la donatorii de sange;

pentru compatibilitatea de grup OAB in transplantul de rinichi si inima.

Determinarea corecta a grupelor sanguine presupune atat evidentierea antigenelor prin
metoda Beth-Vincent, cat si a anticorpilor prin metoda Simonin.
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1.Determinarea antigenelor. Metoda Beth-Vincent.

Principiul metodei. Se evidentiaza reactia de aglutinare dintre antigenul (aglutinogenul) si
anticorpul (aglutinina) corespunzatoare, folosind ser hemotest care confine aglutinine
cunoscute si sdnge de la persoana testata.

Materiale necesare:

seruri hemotest care contin anticorpi anti-A, anti-B, anti-AB, preparate si
controlate de centre speciale, prezentate in flacoane inchise, cu etichete sau
continut diferit colorat;

lame de sticla cu godeuri;

baghete de sticla, pipete, ace de unica folosinta, alcool, vata;

sange de cercetat.

Tehnica de lucru.

pe o lama cu godeuri, uscata si curata se pune, de la stdnga la dreapta, cate o
picatura de ser in fiecare godeu, intotdeauna in ordinea anti-A, anti-B, anti-A,B.
Sunt de preferat lamele cu godeuri marcate cu grupa respectiva. Marcajul se poate
face si cu un creion special;

se recolteaza sange din pulpa degetului sau din vena de la plica cotului, dupa
dezinfectarea prealabila cu alcool,;

se ia 0 mica picatura de sange cu bagheta sau cu coltul unei lame gi se amesteca
cu serul test anti-A;

se ia o alta picatura de sange - cu alta bagheta sau alt colt al lamei si se amesteca
cu serul test anti-B, operatia repetandu-se si pentru serul test anti-A,B. Cand se
foloseste sénge din vena, se pune cu pipeta cate o picatura de sange pe lama,
langa fiecare picatura de ser hemotest si se omogenizeaza cu baghete diferite sau
colturi diferite ale unei lame de sticla. Raportul de volum intre picatura de sange si
serul hemotest trebuie sa fie de 1/10 - 1/20. Aceste precautii sunt necesare pentru
a evita artefactele de aglutinare: pseudoaglutinarea data de fibrinogen, cand se
foloseste mult sdnge sau inhibitia aglutinarii prin exces de eritrocite.

se agita lama prin miscari de basculare, dupa care se face citirea in urmatoarele 3 -
4 minute, cel mult 10 minute.

La citire se apreciaza prezenta aglutinarii, adica adunarea n grupe a hematiilor sau
absenta acesteia, in acest caz amestecul ramanand uniform colorat, netransparent (figura

2.21.).

Rezultate si interpretare

1. Aglutinare in picaturile cu ser anti-A si anti-AB. Aglutinina anti-A aglutineaza
hematiile care contin antigen omolog, adica A. Indivizii care au pe hematii doar antigen
A fac parte din grupa A.

2. Aglutinare in picaturile cu ser anti-B si anti-AB. Aglutinina anti-B aglutineaza
hematiile care contin antigen omolog, adica B. Indivizii care au pe hematii doar antigen
B fac parte din grupa B.

3. Aglutinarea in toate picaturile denota prezenta ambelor antigene. Indivizii care au pe
hematii ambele antigene fac parte din grupa AB.

4. Absenta aglutinarii in cele trei picaturi: sdngele testat nu are niciun antigen omolog
aglutininelor anti-A si anti-B. Indivizii care nu au antigene pe hematii sunt de grupa O.

o Pentru aceasta metoda prezenta aglutinarii in ultima picatura trebuie sa

fie insotita de aglutinare in cel putin inca o picatura. Serul anti-AB este
folosit ca martor.
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Anticorpii continuti de serul hemotest
Anti-A Anti-B Anti-A, Anti-B Grupa rezultata in urma determinarii

Grupa A

GrupaB

Grupa AB

Grupa O

Figura 2.21. Determinarea antigenelor prin metoda Beth-Vincent.

2. Determinarea anticorpilor (aglutininelor). Metoda Simonin.

Principiul metodei. Se evidentiaza reactia de aglutinare dintre antigenul (aglutinogenul) si
anticorpul (aglutinina) corespunzatoare, folosind hematii test 0, A, B si ser de la subiectul
al carui sange trebuie testat. Deoarece hematiile test 0 nu contin antigene, se folosesc ca
martor negativ sau pot lipsi din aceasta determinare.

Materiale necesare.

plasma sau ser care trebuie testat;
hematii test 0, A si B;
lama godata;
- lame de sticla sau baghete pentru omogenizare, pipete.
Tehnica de lucru.

- pe o placa se pun cu o pipeta 3 picaturi de plasma sau ser de cercetat, langa care
se adauga cate o picatura de hematii test, in ordinea 0, A, B. Si la aceasta metoda,
picatura de hematii trebuie sa fie de 10 - 20 ori mai mica decat cea de ser.

- se omogenizeaza pe rand toate picaturile, folosind de fiecare data alt colt al lamei
sau alta bagheta.

- citirea rezultatelor se face dupa 2 - 4 minute evidentiindu-se prezenta sau absenta
aglutinarii (figura 2.22.).

Interpretarea rezultatelor urmeaza aceeasi logica ca la determinarea antigenelor, cu
mentiunea ca acum se cunosc antigenele si urmeaza sa fie identificati anticorpii.
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Antigenele prezente pe hematiile test

- A B Grupa rezultata in urma determinarii

GrupaO.

Antigenele A si B sunt atacate de
anticorpii omologi, adica de anti-A si
anti-B. Grupa care are in plasma ambii
anticorpi este 0.

Grupa A

Antigenul B este atacat de anticorpul
omolog, adica de anti-B. Grupa care are
in plasma acest anticorp este A.

GrupaB

Antigenul A este atacat de anticorpul
omolog, adica de anti-A. Grupa care are
in plasma acest anticorp este B.

Grupa AB

Cele doua antigene nu interactioneaza
cu nici un anticorp. Inseamna c& in
plasma acestor indivizi nu exista
anticorpi omologi.

Figura 2.22. Determinarea antigenelor prin metoda Simonin.

3. Determinarea compatibilitatii sanguine directe - proba Jeanbreau.

Proba este obligatorie in orice transfuzie, chiar daca se cunosc grupele sanguine ale
donatorului si primitorului, precum si In cazuri de urgenta cand nu dispunem de seruri
hemotest pentru determinarea grupei.

Importanta ei este data de faptul ca sangele transfuzat poate contine si alte antigene sau
alti anticorpi, in afara celor din sistemul OAB si Rh, care nu se determina in mod curent.

Principiul metodei. Se stabileste compatibilitatea Tntre donator si primitor prin punerea in
contact a hematiilor donatorului cu serul sanguin al primitorului.

Tehnica de lucru. Metoda serologica.
- din sangele primitorului se obtine ser prin centrifugare;
- pe o lama de sticla se pune o picatura de ser de la primitor si o picatura de 10 - 20
ori mai mica de sange de la donator;
- se omogenizeaza cu coltul unei lame de sticla si se citeste dupa 3 - 4 minute.
Rezultate siinterpretare.
- absenta aglutinarii (amestec omogen) — exista compatibilitate intre donator-primitor
si transfuzia se poate face;
- prezenta aglutinarii inseamna incompatibilitate intre donator-primitor si transfuzia
NU se face.
Daca citirea este incerta, testul se repeta dupa 8 - 10 minute!

Pentru determinarea subgrupelor A1, A2 si A1B, A2B se utilizeaza alte metode, bazate fie
pe neutralizarea partiala a aglutininei anti-A din serul de grup B, cu ajutorul peptonei Witte
(contine substante specifice grupei A), fie prin folosirea unor substante specifice anti-A
extrase din plante (fitoaglutinine).
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4. Determinarea factorului RhD.

Recomandari pentru determinarea factorului Rh:

- Tnaintea unei transfuzii;

- inaintea unei proceduri invazive sau chirurgicale potential asociate cu complicatii

hemoragice care ar putea necesita transfuzii;

- monitorizarea imunohematologica antepartum si postnatala a mamei si copilului;

- la donatorii de sange.
In testarea de rutina a grupului sanguin nu se indica determinarea altor antigene Rh in
afara factorului RhD. Determinarea fenotipului Rh complet este indicata la donatorii de
sange, trebuie luata in considerare in cazul transfuziilor la fetite si femei aflate la varsta la
care sunt fertile si la pacientii transfuzati.

Metode de determinare

- hemaglutinare pe lama cu ser anti-D monoclonal,
- aglutinare si gel-filtrare pe carduri cu microtuburi care contin un gel impregnat cu
reactivul specific antigenului eritrocitar de determinat.

Principiul lucrarii. Se pun in contact aglutininele anti-RhD cu sangele de cercetat si se
urmareste prezenta sau absenta aglutinarii.
Materiale necesare:
- ser test anti-RhD;
- hematii martor de grup 0, RhD";
- hematii martor de grup 0, RhD-;
- sange de testat;
- lama godata;
- lama de sticla sau bagheta pentru omogenizare.
Tehnica de lucru (figura 2.23.)

- se pune cate o picatura de ser anti-RhD* pe o lama, in toate cele 3 godeuri.
- se adauga o picatura de 10 ori mai mica de sange, in ordinea:
e sange cu hematii martor de grup 0, RhD* in primul godeu;
e sange cu hematii martor de grup 0, RhD-, in al 2-lea godeu;
e sange care contine hematiile de cercetat, in ultimul godeu.
- se omogenizeaza cele doua picaturi cu coltul unei lame sau cu varful unei baghete
de sticla.

Interpretarea rezultatelor: prezenta aglutinarii = RhD*; lipsa aglutinarii = RhD-

Ser anti-RhD* Ser anti-RhD* Ser anti-RhD* Rh rezultat in urma
Hematii martor Hematii martor Hematii de cercetat determinarii
grup 0, RhD * grup 0, RhD -

Rh(D)*

Rh(D)

Figura 2.23. Determinarea grupului sanguin in sistemul Rh
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cunoaste (teoretic 0 asemenea situatie nu ar trebui sa existe), explorarea

o Daca un nou-nascut prezintd anemie hemolitica si Rh-ul mamei nu se

imunologica urmareste evidentierea in serul mamei a anticorpilor anti-
RhD. Evidentierea anticorpilor anti-RhD se face prin testul Coombs
indirect.

Erori in determinarea grupelor din sistemul OAB. Determinarea corecta a grupelor
sanguine este un act de mare responsabilitate umana si medicala, erorile fiind urmate de
grave accidente posttransfuzionale care pot duce la decesul pacientului transfuzat. Cele
mai frecvente erori sunt:

nerespectarea ordinii in care se pun picaturile de ser test sau eritrocite test;
folosirea unor seruri hemostat de provenientad nesigura sau alterate; hemotestul
alterat aglutineaza eritrocitele tuturor grupelor sanguine, fenomen numit
panaglutinare;

nerespectarea raportului volumetric;

neomogenizarea picaturilor de sange si ser imediat dupa aplicare;

neomogenizarea continua prin inclinarea lamei pana la aparitia hemaglutinari
pentru a evita pseudoaglutinarea;

citirea rezultatelor la mai mult de 8 - 10 minute (uscarea lamei poate duce la
pseudoaglutinare);

temperatura scazuta produce aglutinarea “a frigore”, fals pozitiva.

pe Studiu individual

1. Consultand un dictionar medical sau materialele didactice, indiferent de disciplina

de la care provin, va rugam sa definiti urmatorii termeni: godeu, antigen, anticorp,
aloimunizare, aloanticorpi, izoimunizare, hemaglutinare, pseudoaglutinare, ,a
frigore”, fitoaglutinina, metoda serologica, conflict imunologic, ser hemotest,
panaglutinare.

. Urmatorii subiecti au grupele sanguine:

subiectul 1: 0, Rh D*
subiectul 2: AB, Rh D*
subiectul 3: A, Rh D*
subiectul 4: A, Rh D-
subiectul 5: B, Rh D*
Sa se stabileasca cui poate dona sange, fiecare dintre acesti subiecti.

Tn tabelul de mai jos Tnscrieti cu DA sau NU compatibilitatea dintre donator si
primitor, in cazul administrarii de plasma.

Primitor Donator
0 A B AB
0
B
AB
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FISA DE LUCRU IN LABORATOR

1. Care sunt produsele de sange pe care le-ati folosit pentru identificarea antigenelor?

3. Pe lamele de mai jos, notaii serurile adaugate pe fiecare godeu. Hasurati godeurile
corespunzatoare grupelor A si 0, determinate prin metoda Beth-Vincent. Argumentati de
ce aveti aglutinare Tn godeurile respective.

O 0O O

4. Hasurati godeurile in care ati avut aglutinare la determinarea in laborator a propriei
grupe sanguine.

OO0 O

6. Pe lamele de mai jos, notafi hematiile test adaugate pe fiecare godeu. Hasurati
godeurile corespunzatoare grupelor A si 0, determinate prin metoda Simonin. Argumentat;
de ce aveti aglutinare in godeurile respective.

OO0 O

7. Care grupa este considerata donator universal, in ce conditji si de ce?
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9. Dintre lamele de mai jos alegeti-le pe acelea care corespund grupelor B si AB,

determinate prin metoda Beth-Vincent.

OO0 &

OO O

@ O @

O & O

O & &

@ 0 O

10. Dintre lamele de mai jos alegeti-le pe acelea care corespund grupelor B si AB,

determinate prin metoda Simonin.

OO &

OO0 O

@ 0O &

O& O

O @& &

® O O

11. Un subiect cu grupa sanguina A, RhD" are nevoie urgenta de transfuzie in cantitate de
cel putin 1 | de sédnge. Ce sénge alegeti ?

12. In godeurile lamei de mai jos adaugati materialele necesare pentru determinarea Rh-
ului. Hasurati cercurile in care ar aparea aglutinare, daca Rh-ul ar fi pozitiv.

OO O

14. Ce fel de imunoglobuline sunt anticorpii din sistemul Rh? Ce consecinte are prezenta
lor?
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15. Tn tabelul de mai jos inscrieti cu DA sau NU compatibilitatea dintre donator i primitor
n sistemul OAB si Rh.

Donator
ARh* | BRh | BRh* | ABRh | AB Rh*

Primitor

O Rh" | ORh* | ARN

ORh
ORh*
A Rh
A Rh*
B Rh
B Rh*
AB Rh
AB Rh*
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