Explorarea paraclinica in hematologie

Hemograma din sangele periferic Examinarea frotiului de singe periferic este o parte
importantd a evaluarii bolilor hematologice. Frotiul de sange constituie un mijloc valoros in
diagnosticul si evaluarea anemiilor, a anomaliilor eritrocitare ereditare, a infectiilor,
inflamatiilor, leucemilor si a bolilor limfo- si mieloproliferative, etc. Se urmareste evaluarea
eritrocitelor pe frotiu (verificarea valorilor indicilor eritrocitari, morfologia eritrocitara ), a
trombocitelor ( numarul de trombocite, morfologia trombocitara) si a leucocitelor.

Frotiul de sange poate fi efectuat din proba de sange venos recoltatd pentru hemograma
(vacutainer cu K,-EDTA) sau sange capilar neanticoagulat. Cantitatea recoltata este o picatura de
sange de marime medie. Frotiul se poate efectua pe lamele (22x22 mm) sau lame
de sticla (frotiul cu franjuri) care trebuie sa fie bine uscate, degresate.Picatura
de sange este intinsd pe suprafata lamei/lamelei si este uscata la aer. Frotiurile efectuate pe
lamela asigura o distributie uniforma a sangelui pe suprafata lamelei.

Eritrocitele sunt evaluate pentru numar, variatii de marime, forma, distributia hemoglobinei
si prezenta de incluzii intracelulare. In mod normal eritrocitele apar de forma rotunda, anucleate,
uniforme ca marime si forma, cu un diametru mediu de 7-8 micrometri, cu o zona palida centrala
care nu depaseste 1/3 din diametrul celulei, inconjurata de o rama rosu-portocalie de
hemoglobina. Scaderea numarului de eritrocite determind anemie. Anemia este definita din punct
de vedere functional printr-o masa eritrocitard insuficientd pentru asigurarea unei cantitati
adecvate de oxigen tesuturilor periferice. In practicd, se considerd anemie atunci cand
concentratia de hemoglobind, hematocritul si/sau numarul de eritrocite sunt sub valorile de
referintd. In anemia acuti datorati hemoragiei, numarul de eritrocite si concentratia de
hemoglobind rdman nemodificate in primele ore datoritd pierderii concomitente de plasma; ele
incep si scadd pe masuri ce se produce corectia deficitului volemic. In anemiile cronice volumul
sanguin este aproape normal prin cresterea compensatorie a volumului plasmatic, iar numarul de
eritrocite si hematocritul sunt de obicei scazute. Cresterea numarului de eritrocite determina
eritrocitoza fie prin reducerea volumului plasmatic sau prin cresterea masei eritrocitare totale (
policitemie/eritrocitoza absoluta ).

Hematocritul (Hct) are o semnificatie clinicd dependentd de masa eritrocitard, volumul
eritrocitar mediu si volumul plasmatic. De exemplu in talasemie hematocritul scade deoarece
hematiile microcitare ocupa un volum mai mic, in timp ce numarul de eritrocite poate fi normal
sau crescut. Scaderea hematocritului se intalneste in anemie sau in cresterea volumului plasmatic
(sarcind). Cresterea hematocritului se observa in eritrocitoza/policitemie, hemoconcentratie,
aport insuficient de lichide, copii mici sau varstnici. Valorile critice sub 20% pot determina
insuficienta cardiaca si deces si peste 60% se asociaza cu coagulare spontana a sangelui.

Hemoglobina (Hb) reprezintd componentul principal al eritrocitelor (95% din proteinele
citoplasmatice eritrocitare) si serveste ca vehicul pentru transportul Oz si CO2. Hemoglobina este
0 proteina conjugata constand dintr-un tetramer format din 2 perechi de lanturi polipeptidice (
globina ), fiecare dintre acestea fiind conjugat cu un grup hem, un complex al unui ion de fier cu
pigment rosu, porfirina, care confera sangelui culoarea rosie. Fiecare gram de Hb poate
transporta 1,34 ml de O2/100ml de sange. Scaderea hemoglobinei sub nivelurile de referinta
determind aparitia anemiei. Hb trebuie evaluatd impreuna cu Hct, numarul de eritrocite, indicii



eritrocitari si morfologia celulara pe frotiul de sange pentru clasificarea anemiei. O valoare
normali a concentratiei de Hb nu exclude anemia datorati hemoragiei acute. In sarcini
concentratia de hemoglobina scade cu 2-3 g/dL datorita unei cresteri disproportionate a
volumului plasmatic fatd de masa eritrocitara. La nou-nascut masa eritrocitara este mai mare la
nastere decat la adult si scade continuu in prima saptamana de viata, Hb putand ajunge pana la 9
g/dL in sdptamanile 11-12 de viatd (anemie fiziologicd). Scaderea apare mai precoce §i este mai
pronuntata la prematuri. Nivelurile de la adult sunt atinse in jurul varstei de 14 ani. La varstnici
apare o scddere graduald a concentratiei de hemoglobina. Cresterea hemoglobinei apare in
eritrocitoza (policitemie ). Dupa convietuirea un timp indelungat la altitudine survine o crestere a
Hb corespunzatoare la 1 g/dL pentru 2000 m.

Valorile critice sunt la Hb <5g/dL cand apare insuficienta cardiaca si poate surveni decesul sau
la o concentratie de Hb >20 g/dL care poate duce la blocarea capilarelor ca urmare a
hemoconcentratiei.

Indicii eritrocitari Evaluarea eritrocitelor din punct de vedere al volumului si continutului in
Hb se realizeaza prin masurarea sau calcularea VEM, HEM, CHEM si RDW.

VEM reprezinta volumul ocupat de un singur eritrocit. Metoda de determinare este:

VEM=Hct% x10 / Nr Er
VEM se exprima in micrometri cubi sau femtolitri ( fL). La adult este intre 80-100 fL valori mai
mari la nou-nascuti si la varstnici, valori mai mici la copii pana la 18 ani.

VEM este un indice util pentru clasificarea anemilor si poate sugera mecanismul fiziopatologic
al afectarii eritrocitare. Impreuni cu ceilalti indici eritrocitari, poate permite detectarea precoce a
unor procese care vor cauza anemie. VEM normal se observa in anemia normocitara (daca se
asociaza cu RDW <15). Anemiile normocitare se asociaza fie cu un raspuns eritropoietic adecvat
(anemia posthemoragica, anemia hemolitica), fie cu cu o secretie scazuta de eritropoietind (
anemia din insuficientd renala, anemia din bolile hepatice, anemia din insuficientele endocrine
sau din malnutritia protein-calorica ). Anemia din bolile cronice poate fi si normocitara si
microcitara. Anemia asociata cu un raspuns medular inadecvat poate evolua cu VEM normal (
anemia aplastica, boli medulare infiltrative, anemii mielodisplazice, anemii diseritropoietice ).

VEM scazut (<80 fL) se asociaza cu anemia microcitard. Majoritatea anemiilor microcitare se
datoreaza sintezei deficitare de hemoglobina, adesea asociata cu deficitul de fier sau cu alterarea
utilizarii fierului, precum si cu unele conditii ereditare. Datorita acestei deficiente precursorii
eritroizi parcurg mai multe diviziuni decat in mod normal, ducand la formarea de eritrocite
mature de dimensiuni mai mici, RDW este >15.

Clasificarea anemiilor microcitare
I.Afectiuni ale metabolismului fierului:
e Anemia feripriva.
Anemia din bolile cronice.
Atransferinemia congenitala.
Anemia microcitara hipocroma congenitald cu supraincarcare cu fier ( sindrom Shahidi-
Nathan-Diamond).
I1. Boli ale sintezei moleculelor de globina:
Alfa - si beta-talasemia,
Sindroamele de hemoglobina E (AE, EE, E-beta-talasemia).
Sindroamele de hemoglobina C (AC, CC).
Hemoglobinele instabile.
I1. Boli ale sintezei de hem si porfirina:



e Anemia sideroblastica ereditara (X-linkatd, autosomald).

e Anemia sideroblastica dobandita (anemia sideroblastica idiopatica cu sideroblasti inelari,
anemia sideroblastica asociata cu boli mieloproliferative sau alte boli maligne).

e Ancmia sideroblastica dobandita reversibila (din alcoolism, indusa de medicamente:
izoniazida, cloramfenicol, din intoxicatia cu plumb - de obicei normocitara).

Cea mai frecventa cauza este deficitul de fier, anemia feripriva fiind cea mai intalnita forma de
anemie.

VEM crescut (>100 fL) este specific pentru anemia macrocitara. Pe baza criteriilor biochimice
si morfologice anemiile macrocitare se pot imparti in doud grupuri: anemii megaloblastice si
non-megaloblastice. In anemiile megaloblastice marca morfologica este reprezentatd de prezenta
precursorilor eritroizi anormali in maduva osoasa, caracterizati prin dimensiuni crescute §i
alterari specifice 1n aspectul cromatinei nucleare. Aceste celule distincte reprezinta expresia
morfologica a unei anomalii biochimice, respectiv intarzierea sintezei de ADN. Rata sintezei
hemoglobinei, respectiv sinteza ARN, nu este afectata in timp ce rata diviziunilor celulare este
redusa, in consecintd componentele citoplasmatice, in special Hb sunt sintetizate in exces n
timpul intarzierii intre diviziunile celulare, ducand la formarea unor eritrocite de dimensiuni
crescute. Cele doua modificéri caracteristice de pe frotiul de sdnge care permit diferentierea
anemiilor megaloblastice sunt prezenta macroovalocitelor si a neutrofilelor cu nucleu
hipersegmentat. In anemia megaloblastici VEM este de obicei >110 fL (110 - 130 fL, chiar
pana la 160 fL).

Clasificarea patogenica a anemiilor megaloblastice
1. Deficitul de vitamina B12:

A. Dieta deficitara (rara: vegetarieni )
B. Malabsorbtie de vitamina B12:

e Anemia pernicioasa (boala autoimuna caracterizata prin atrofie gastrica si pierderea
factorului intrinsec).

e Deficienta ereditara de factor intrinsec (anemia pernicioasa ereditara).

e Malabsorbtia vitaminei B12 din alimente (chirurgia gastrica, pacienti cu gastrita si
aclorhidrie, infectia cu Helicobacter pylori).

e Insuficientd pancreatica.

e Sindromul Zollinger-Ellison.

e Competitia biologicad pentru vitamina B12: proliferarea bacteriana a intestinului subtire
(anomalii structurale: diverticuli, stricturi, fistule, ansd oarba sau ale motilitatii: disfunctia
autonoma din diabet), infestarea cu Diphyllobothrium latum.

e Boli ileale: sprue tropical, boli intestinale inflamatorii, boala celiaca, rezectii ileale, by-
pass jejuno-ileal pentru obezitate, radioterapia cu afectarea ileonului, boli ileale
infiltrative (limfom, sclerodermie).

e Malabsorbtia familialad selectiva a vitaminei B12 ( sindrom Imerslund-Grasbeck).

e Malabsorbtia vitamine B12 indusa de toxice si medicamente: alcool, colchicina,
metformin, neomicind, colestiramind, acid paraaminosalicilic.

C. Defecte in transportul si metabolismul intracelular al vitaminei B12:

e Boli genetice: mutatii genetice care afecteaza metabolismul intracelular al cobalaminei
(aciduria metilmalonica si hiperhomocisteinemia), deficientd de transcobalamina II.

e Toxicitatea oxidului nitros.

I1. Deficitul de folati
A. Dieta deficitard (prematuri, dieta exclusiv lactata la sugari fara suplimentare cu folati,



dieta restrictiva din fenilcetonurie, abuzul de alcool).
B. Nevoi crescute: sarcind, aldptare, copii in perioada de crestere, anemia hemolitica cronica,
boli neoplazice, hipertiroidism.
C. Pierderi crescute: dializa cronica.
D. Malabsorbtie de folati:

¢ Boli intestinale: sprue tropical, boala celiaca, boli intestinale inflamatorii, rezectii

jejunale.

e Dermatita herpetiforma.

e Aclorhidria endogena sau iatrogenica.

e Insuficienta pancreatica in care se administreaza terapie de substitutie orala
E. Deficit de folati indus toxic/medicamentos: abuzul de alcool, sulfasalazina, anticonvulsivante
(in special hidantoinele; acidul valproic), antifolati (metotrexat, trimetoprim-sulfametoxazol,
pirimetamind), contraceptivele orale.
F. Defecte mostenite ale transportului si metabolismului:

e Deficitul de tetradidrofolat reductaza.

e Malabsorbtia ereditara de folat.

Hemoglobina eritrocitara medie (HEM) este o masura a continutului mediu de hemoglobina
pe eritrocit.
HEM este calculat de analizorul automat conform formulei:
Hb(g/dL) x 10
HEM =-----mmmmme e
Nr.Er.(x109/L)
Valori de referinti - HEM se exprimi in picograme (pg/1072g). Valorile normale la adult sunt
26-34 pg sau 0.4-0.53 fmol (valori mai mari la nou-nascut).
In majoritatea anemiilor HEM se coreleazi cu VEM, astfel anemiile microcitare sunt de obicei
hipocrome (uneori hipocromia poate preceda microcitoza), cele normocitare sunt de obicei
normocrome, iar conditiile care cresc HEM determind in general VEM crescut, deoarece
continutul eritrocitar normal de Hb este de 95% din concentratia de Hb maxim posibila (anemiile
macrocitare, anemia regenerativa observata de exemplu in timpul substitutiei cu fier a anemiei
feriprive, la nou-nascut).
Concentratia eritrocitara medie de hemoglobina (CHEM) masoara concentratia medie de

Hb dintr-un volum dat de eritrocite (sau raportul dintre masa de Hb si volumul de eritrocite).
CHEM este calculat de analizorul automat conform formulei:

Hb (g/dL) x 100
CHEM =----emeommeemecnaenaee
Hct (%)

Valori de referinta - CHEM se exprima in g/dL. Valorile normale la adult sunt 32-36 g/dL (320-
360g/L).
VEM este un indice extrem de valoros in clasificarea anemiilor. Datorita comportamentului
similar al volumului eritrocitar si confinutului in Hb al fiecarui eritrocit in parte CHEM raméane
constant Tn multe afectiuni hematopoietice. CHEM scazut (<30g/dL) apare n anemiile
hipocrome (anemia feripriva, unele talasemii). CHEM crescut cu valoarea peste 37 g/dL apare in
sferocitoza ereditara si in formele homozigote de siclemie si hemoglobina C.

Largimea distributiei eritrocitare (RDW) este un indice eritrocitar care cuantifica
heterogenitatea volumului celular (gradului de anizocitoza).



Metoda de determinare - RDW este calculat de analizorul automat in functie de prezenta de
anomalii ale frecventei relative la anumite niveluri de discriminare, existenta a doua sau a mai
multor peak-uri si largime de distributie anormala.

Deviatia standard a marimii eritrocitelor x 100
RDW (CV%) = e e

Valori de referinta 11.6-14.8 coeficient de variatie (CV) a volumului eritrocitar.

RDW este util in clasificarea initiald a anemiilor, in particular a anemiei microcitare, desi alte
teste sunt de obicei necesare pentru confirmarea diagnosticului. Astfel 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 ). RDW este usor crescut in beta-talasemia minora cu anemie usoara.
De asemenea permite diferentierea intre anemia din bolile cronice (VEM normal/scazut, RDW
normal) si anemia feripriva incipienta ( VEM normal/ scazut, RDW crescut).

Reticulocitele ( Rt) sunt eritrocite anucleate tinere, imature, care contin acizi nucleici
reziduali (ARN). Dupa expulzarea nucleului eritrocitele raman in maduva pana la 4 zile, timp in
care are loc o scadere continud a numarului de poliribozomi (care contin ARN) si a sintezei de
hemoglobind. Aceste eritrocite tinere se maturizeaza complet in circulatia periferica in cca. 1-2
zile dupa ce parasesc maduva osoasa, timp in care pierd complet capacitatea de sinteza proteica
(respectiv poliribozomii care contin ARN)), iar sinteza de Hb inceteaza. Reticulocitele apar pe
frotiul colorat Wright-Giemsa ca celule policromatofile (materialul nucleic reticular se coloreaza
in albastru-gri) de volum mai mare decat cel al eritrocitelor mature. Materialul reticular se
coloreaza cu coloranti supravitali ca albastru cresil briliant/albastru metilen. In mod normal, in
absenta anemiei, un numar mic de reticulocite este prezent in circulatie (in fiecare zi aproximativ
1% din eritrocite sunt nlocuite cu eritrocite tinere eliberate din maduva). Determinarea
numarului de reticulocite ofera informatii despre capacitatea medulara de a sintetiza celule rosii
ca raspuns la o suprasolicitare fiziologicd, cum este anemia.

Semnificatia clinica consta in diferentierea tipurilor de anemii in hiporegenerative, regenerative
si hiperregenerative. De asemenea ajutd la monitorizarea raspunsului la tratamentul de sustitutie
cu fier, acid folic sau vitamina B12 si la evaluarea eritropoiezei dupa transplantul medular.

Valori de referinta
Adult 05-2% din nr. total de eritrocite.
Nou-nascut 2.5-6.5% din nr. total de eritrocite ( scade la nivelul de la adult din a doua saptamana
de viata
Nr. absolut = 30-120 x 10°/L sau x 10°/L.

Determinarea numarului relativ sau absolut de Rt reprezintad un indicator important al activitatii
eritropoietice medulare, furnizand o apreciere initiald daca anemia se datoreaza alterarii
productiei eritrocitare sau pierderii de eritrocite in circulatie (prin sangerare sau hemoliza). Un
numar crescut de reticulocite (reticulocitoza) este indicator de eritropoieza regenerativa
(cresterea productiei eritrocitare medulare sub actiunea eritropoietinei, sub stimulare maxima
maduva poate produce eritrocite de 6-8 ori mai mult fatd de rata normala).

Tratamentul de substitutie cu fier, acid folic sau Vit B12 al anemiilor deficitare in acesti factori
determina regenerarea eritropoiezei (criza reticulocitara). Aceasta este evidentiata intr-0
saptamana de tratament de cresterea numarului de Rt. O reticulocitoza maxima de 10-20% apare
dupa 2-4 saptamani de tratament. Tratamentul cu eritropoietina determina o crestere usoara a



numarului de Rt dupa 24 ore (cu eliberarea din maduva de Rt imature, mari, cu continut mare de
ARN), nivelul maxim este atins dupa 4-6 zile, iar normalizarea survine dupa 8-10 zile. Un
numar scazut de reticulocite (reticulocitopenia) apare in anemiile non-regenerative, cum ar fi
deficitul de fier/folat/vitamina B12, aplazia medulara (deficitul persistent de Rt sugereaza un
prognostic nefavorabil), anemia din bolile cronice, insuficienta medulara.

Numarul de trombocite (Numarul de plachete) Trombocitele sunt fragmente
citoplasmatice anucleate bogate in granule rotund-ovalare, plate, in forma de disc, cu diametrul
de 2-4 microni. Trombopoieza are loc in maduva osoasa incepand cu celula progenioare
multipotentd, continud cu megakariocitopoieza care include proliferarea megakariocitara si
maturarea megakariocitelor cu formarea de trombocite. In mod normal, doua treimi din
trombocite se gasesc in circulatie, iar o treime sunt stocate in splind. Trombocitele sunt implicate
in hemostaza si 1n initierea proceselor de reparare tisulara si vasoconstrictie dupa injuria
vasculara si in timpul proceselor inflamatorii. Aderarea si agregarea plachetara are ca rezultat
formarea trombusului pachetar care astupa rupturile din peretii vaselor mici.

Determinarea numarului de trombocite este utila in investigarea unei sangerari neexplicate, a
unei boli hemoragice sau a unei boli trombotice sau in evaluarea unui profil de coagulare. Se mai
poate efectua in caz de monitorizare a bolilor asociate cu insuficienta medulara sau pentru
monitorizarea in timpul tratamentelor care pot induce supresie medulara (iradiere, chimioterapie
etc.).

Trombocitele sunt numarate de analizorul automat. O estimare a numarului de trombocite pe
un frotiu de sange bine efectuat constituie un control valoros al numarului de trombocite
determinat prin metoda automati. In general, cand frotiul este examinat cu obiectivul de 100x
fiecare trombocit observat/cAmp reprezinti aprox 10000 Tr 10%/L. In consecinti, un frotiu normal
trebuie sa prezinte n medie cel putin 14 Tr/camp.

Valori de referinta - 150-450 x 103/microL.

Semnificatie clinica
1 Cresterea numarului de trombocite (trombocitoza/trombocitemie)

A Trombocitoza tranzitorie se datoreaza mobilizarii trombocitelor din pool-ul extravascular,
efort fizic, nastere, administrare de epinefrina.
B. Trombocitoza primara:
Trombocitemia ereditara (rara, autosomal dominantd determinatd de o mutatie a genei
trombopoietinei de cromozomul 3).
Sindroamele mieloproliferative (hematopoieza clonala): trombocitemia esentiala, policitemia
vera, leucemia mieloida cronica, metaplazia mieloida cu mielofibroza.
C. Trombocitoza secundard/reactiva (productia persistenta a unuia sau mai multor factori
trombopoietici, in special interleukina 6, care actioneaza asupra megakariocitelor):
boli infectioase;
boli inflamatorii:
boli maligne;
regenerarea rapidda dupa hemoragie/anemie hemolitic;
rebound dupa refacerea post-trombocitopenie;
asplenia anatomica (splenectomie)/functionald (de exemplu din siclemie);
deficitul de fier;
e postchirurgical.
2. Sciderea numarului de trombocite (trombocitopenia) este cea mai frecventa cauza de
sangerare. Trombocitopenia poate aparea prin mecanisme diferite:



A. Distructia accelerata a trombocitelor este cea mai frecventa cauza de trombocitopenie. Poate
fi datorata unor procese imunologice sau neimunologice.
Procesele imunologice pot fi :

e autoimune: idiopaticd/secundara (infectii, sarcind, boli vasculare de colagen, boli
limfoproliferative, tumori solide, medicamente etc.); mecanismul este reprezentat de
prezenta de autoanticorpi anti-trombocitari de tip IgG si/sau IgA, mai rar IgM, care
activeaza complementul si determina scurtarea duratei de viata a trombocitelor prin
indepartarea din circulatie de catre sistemul fagocitic mononuclear splenic.

e aloimune: trombocitopenie neonatald, purpura posttransfuzionala.

Procesele non-imunologice cuprind:

e microangiopatii trombotice: coagulare intravasculara diseminatd, purpura trombotica
trombocitopenica, sindrom hemolitic uremic, sindromul HELLP din sarcina (hemoliza
eclampsie, cresterea enzimelor hepatice si scaderea trombocitelor):

e alterarea trombocitelor prin suprafete vasculare anormale (valvulopatii, ateroscleroza
extensiva, proteze vasculare, catetere, circulatie extracorporeald etc.);

e infectii: virusuri (rubeold/oreion neonatal, citomegalovirus, parvovirus B19, vaccinuri),
bacterii (septicemie, meningococemie, boalda Lyme), Mycoplasma pneumoniae,
protozoare (malarie)

B. Productie scazutd de trombocite:

e Hipoplazie megakariocitara: medicamente mielosupresive (agenti alchilanti,
antimetaboliti, medicamente citotoxice), radiatii ionizante, anemie aplastica, boli
medulare infiltrative, medicamente care produc hipoplazie medulara prin mecanism
idiosincrazic (cloramfenicol), substante care supreseaza selectiv megakariocitele
(clorotiazide, estrogeni, etanol).

e Trombopoieza ineficienta: anemia megaloblastica,

e Alterarea mecanismului de reglare a trombopoiezei: deficit de trombopoietina,
trombocitopenia ciclica.

e Trombocitopenii ereditare: trombocitopenia amegakariocitara
congenitald,trombocitopeniacuabsenta radiusului, anomalia May-Hegglin, sindromul
Wiskott-Aldrich (microtrombocitopeniaX-linkatd), macrotrombocitopenia X-linkata cu
diseritropoieza, sindromul Bernard-Soulier,sindromul plachetelor gri etc.

e Purpura trombocitopenicd amegakariocitara purd dobandita (rara)

C. Distributie anormala a trombocitelor:

e Boli ale splinei (neoplazice, congestive, infiltrative, infectioase); de
obiceitrombocitopenie usoara = 50-100x103/microL.

e Hipotermia.

¢ Dilutia trombocitelor prin transfuzii masive.

Trombocitopenia se asociaza clinic cu sangerari cutaneo-mucoase: petesii, purpurd, gingivoragii,
epistaxis, pand la sangerari gastrointestinale, pulmonare si genitourinare. Sangerarile spontane
sunt rare la >60x10%Tr/L (pot apirea sangeriri posttraumatice, postoperatorii).

Valori critice

1.Trombocitoza >1.5x10%microL, precum si trombocitoza la pacienti varstnici si/sau cu boli
cardiovasculare prezinta risc de tromboza, mai rar de hemoragie.

2. Trombocitopenia <20x10%L se asociaza cu risc de sdngerari spontane interne/externe (risc
1% de hemoragii intracraniene).



Numarul de leucocite (Numarul de celule albe) si formula leucocitara

Leucocitele se impart in doud grupe principale: granulocite si a-/non-granulocite. Granulocitele
sunt denumite astfel datorita prezentei in citoplasma de granulatii distincte si se identifica trei
tipuri de granulocite in functie de afinitatile de colorare pe frotiul de sdnge colorat Wright:
neutrofile, eozinofile si bazofile. De asemenea, aceste celule sunt denumite si leucocite
polimorfonucleare datorita nucleului multilobulat. Nongranulocitele care constau din limfocite si
monocite nu contin n general granulatii citoplasmatice distincte si au nucleul nonlobulat, fiind
denumite si leucocite mononucleare.

Evaluarea leucocitelor este utila pentru evaluarea infectiilor, inflamatiilor, necrozelor tisulare,
intoxicatiilor, alergiilor, bolilor mieloproliferative si limfoproliferative acute si cronice, tumorilor
maligne, depresiei medulare (iradiere, medicamente citotoxice, imunosupresoare, antitiroidiene
etc.).

Leucocitele sunt determinate cu ajutorul analizorului automat (dupa ce hematiile sunt lizate, iar
leucocitele sunt colorate cu o substantd fluorescentd cu afinitate pentru acizii nucleici) prin
metoda de citometrie 1n flux cu fluorescenta utilizand LASER semiconductor.

Valorile de referinta la adult = 4000-10000/microL sau 4-10x10%L, iar la copii valorile sunt
mai mari in functie de varsta.

Semnificatie clinica
Variatii fiziologice ale leucocitelor:

e lanou-nascuti si copii numarul de leucocite este crescut cu scaderea treptata a valorilor,
cu atingerea valorilor de la adult intre 18-21 ani.

e 1n sarcind apare leucocitoza usoara, iar neutrofilia se accentueaza odata cu apropierea
termenului; de asemenea, in timpul travaliului apare neutrofilie uneori pronuntata, cu
normalizarea valorilor dupa 4-5 zile i asociata cu eozinopenie.

Majoritatea variatiilor fiziologice se explica prin stimularea cortexului adrenal. Administrarea de
cortizon si hidrocortizon se asociaza cu neutrofilie (datoratd probabil scaderii efluxului din sange
si cresterii eliberarii medulare), urmata de eozinopenie si limfopenie

Leucocitoza reprezinti L >10000/uL sau >10x10%L datorati de obicei unei cresteri a
numarului de neutrofile sau limfocite. Mai rar celelalte clase de leucocite determina cresterea
numadrului absolut de leucocite. O crestere proportionala a tuturor tipurilor de leucocite se
datoreazd hemoconcentratiei.

Infectiile reprezinta cauza majora de leucocitoza. O infectie acutd tipicd se caracterizeaza
printr-o faza de atac neutrofilica, o faza reactivd monocitica si o faza de recuperare limfocitico-
eozinofilica. In infectiile cronice poate persista oricare din aceste trei faze. Infectiile virale si
unele infectii bacteriene (febra tifodd) nu urmeaza in mod normal acest curs. Gradul leucocitozei
depinde de severitatea infectiei, varsta si rezistenta pacientului, precum si de rezerva medulara.
Alte cauze de leucocitoza sunt reprezentate de :

Hemopatiile maligne,

Hemoliza acuta,

Traumatismele sau injuriile tisulare, de exemplu interventii chirurgicale, necroze tisulare,
Tumorile maligne (in special carcinomul bronsic),

Toxine,

Medicamente: cloroform, chinina, factori de crestere, etc.

Hemoragie acuta,



e Postsplenectomie.

Leucopenia reprezinta valoarea leucocitelor <4000/uL sau <4x10%/L (valorile cuprinse intre
2500-4000/L sunt considerate borderline, in timp ce valorile <2500/uL sunt cert anormale). Se
poate datora urmatoarelor cauze :

e Infectii virale, unele infectii bacteriene, infectii bacteriene severe,

e Hipersplenism,

e Depresie medulara produsa de intoxicatia cu metale grele, benzen, radiatii ionizante,
medicamente: chimioterapice, barbiturice, antibiotice, antihistaminice, anticonvulsivante
antitiroidiene, arsenic, diuretice, analgezice si antiinflamatorii;

e Boli medulare primitive: leucemie (aleucemicd), anemie megaloblastica, sindroame
mielodisplazice, anemie aplastica, boli congenitale (anemia Fanconi, discheratoza
congenitald) si

e Boli medulare secundare unor granuloame sau metastaze.

Valori critice - numar de leucocite <500/UL, respectiv >30000/PL.

Formula leucocitara consta in diferentierea numarului total de leucocite circulante in cele
cinci tipuri de leucocite, exprimate procentual si respectiv in numar absolut, fiecare dintre
acestea indeplinind 0 functie specifica. Actualmente este de preferat raportarea fiecarui tip de
leucocite 1n valori absolute. Formula leucocitara este efectuatd automat de catre analizor. Exista
anumite situatii insa in care este necesara efectuarea manuala a formulei leucocitare cum sunt un
numar de leucocite prea mic sau prea mare, prezenta de celule anormale semnalizata de analizor
prin anumite mesaje de avertizare si chiar esecul analizorului de a indica formula leucocitara. in
aceste cazuri se efectueaza numaratoarea microscopica pe frotiu de sange venos (recoltat pe
EDTA; heparina poate produce deformari ale leucocitelor) sau pe frotiu de sdnge capilar.

Neutrofilele (granulocitele polimorfonucleare neutrofile) reprezinti cel mai
numeros tip de leucocite. Ele joaca un rol major in apararea antiinfectioasa primara a
organismului prin fagocitarea si digestia microorganismelor, iar activarea lor necorespunzatoare
poate duce la lezarea tesuturilor nomale ale organismului prin eliberarea de enzime si agenti
piogeni. In momentul aparitiei infectiei sunt produsi agenti chemotactici care determina migrarea
neutrofilelor la locul infectiei si activarea functiilor defensive ale acestora, cu fagocitarea
agentului respectiv, urmata de eliberarea granulelor in vezicula de fagocitoza si distrugerea
agentului infectios. Acest efect este adesea asociat cu cresterea productiei si eliberarii
neutrofilelor din maduva osoasa. Granulopoieza are loc la nivelul maduvei osoase, considerandu-
se ca granulocitele neutrofile, eozinofile si bazofile urmeaza acelasi model de proliferare,
diferentiere, maturare si eliberare in sange. Mieloblastii, promielocitele si mielocitele reprezinta
compartimentul mitotic, celulele fiind capabile de replicare, iar metamielocitele, neutrofilele
nesegmentate si neutrofilele segmentate reprezinta compartimentul postmitotic sau de
diferentiere. In afara maduvei osoase, granulocitele neutrofile se gasesc in tesuturi, sunt
circulante la nivelul vaselor de sdnge si marginate care adera la endoteliul vascular. Cresterea
neutrofilelor circulante se datoreaza fie eliberarii din maduva osoasa, fie mobilizarii neutrofilelor
marginate. In cazul unei stimulari puternice metamielocitele si mielocitele pot ajunge in singele
periferic

Valori de referinta: la adult = 2000-8000/PL sau 2-8x109/L : 45-80% din leucocite si la copii
valorile sunt mai mici in functie de varsta.

Semnificatie clinica
Neutrofilia reprezinta valori >8000/uL sau 8x109/L cuprinde:



Pseudoneutrofilia (cresterea numarului de neutrofile circulante pe seama neutrofilelor
marginate): efort fizic intens, stres (plansul la copii), travaliu, menstruatie.

Infectiile bacteriene acute localizate si generalizate determina neutrofilie pana la 15000-
20000/UL, foarte rar chiar pana la 50000/uL. Pot aparea granulatii toxice si devierea la
stanga a formulei leucocitare, cu cresterea procentului de neutrofile nesegmentate
(normal 1-4% din neutrofile), iar in cazul unui stimul puternic cu eliberarea de precursori
medulari (metamielocite, mielocite)..

Bolile inflamatorii cronice cum sunt vasculitele, artrita reumatoida, bronsita, dermatitele
cronice, pielonefrita cronicd, pancreatita cronica.

Bolile metabolice: coma diabeticad, coma uremica, coma hepatica, atacul acut de guta,
eclampsia, tireotoxicoza.

Necroza tisulara: arsurile, infarctul miocardic.

Tumorile maligne, in special carcinoamele (gastrointestinal, pulmonar): neutrofilia apare
ca urmare a reactiei inflamatorii, necrozei tumorale, producerii de factori de crestere
granulopoietici de cétre tumora.

Bolile mieloproliferative cronice (leucemia mieloida cronica, policitemia vera,
trombocitemia esentiala, metaplazia mieloida cu mielofibroza)

Neutropenia se clasifica in usoara (1000-1500/PL), moderata (500-1000/NL) si severa
(<500/uL). Agranulocitoza reprezinta o forma severa de neutropenie cu absenta totald a
neutrofilelor circulante. Neutropenia severa se asociaza cu risc crescut de infectii cu localizare
orala (ulcere, periodontitd), cutaneo-mucoasa (piele, perirectal, genital). In neutropenia
prelungita apar infectii sistemice (pulmonare, gastrointestinale, hematogene).

Cauzele de neutropenie sunt:

A. Pseudoneutropenia care apare la efectuarea hemogramei dupa un timp indelungat de la
recoltare sau asociata cu prezenta paraproteinemiei care produce aglutinarea sau marginarea
neutrofilelor.

B. Neutropenia dobandita se asociaza cu:

Infectiile bacteriene severe, septicemia 1n special cu bacterii Gram negativi, infectiile
virale in care neutropenia survine in primele 1-2 zile si persista 3-7 zile, de obicei fara
semnificatie clinica. Neutropenia prelungita poate aparea in infectii cu virusul hepatitic
B, virusul Epstein-Barr, HIV, infectii cu protozoare (malarie), fungi, rickettsii, substante
chimice, toxice si medicamente.

Neutropenia nutritionald apare In casexie, stari debilitante, anorexia nervoasa, deficitul de
vitamina B12 si folat si deficitul de cupru.

Neutropenia imuna asociata cu prezenta de anticorpi anti-neutrofile,

Hipersplenism,

Bolile hematopoietice: leucemia (aleucemica), anemia aplastica.

C. Neutropenia congenitala si cronica
Valorile critice se asociaza cu un numar de neutrofile <200/uL sau cu agranulocitoza care
prezintd risc de infectii sistemice letale.

Limfocitele reprezinti o populatie celulard heterogena care difera in functie de origine,
durata de viata, localizare la nivelul organelor limfoide si functie. Desi unele caracteristici
morfologice ca marimea, granularitatea, raportul nucleo-citoplasmatic diferentiaza populatile
limfocitare una de cealaltd, ele nu ofera indicii privind tipul si functia lor. Majoritatea



limfocitelor din sange sunt mici, desi sunt comune si forme mai mari, cum ar fi limfocitele mari
granulare care contin granulatii azurofile in citoplasma. Aproximativ 65-80% din limfocite sunt
celule T. Restul de 8-15% sunt celule B, iar 10% sunt celule natural killer (NK) (celulele NK
sunt morfologic distincte, unele dintre acestea fiind identice cu limfocitele mari granulare).
Numai 2% din limfocite sunt prezente in sange. Limfopoieza are loc la nivelul organelor
limfoide. Organele limfoide primare sunt maduva osoasa si timusul, unde are loc diferentierea
antigen-independenta a limfocitelor din precursorii imaturi (limfocitele B se matureaza in
maduva, iar limfocitele T 1n timus unde migreaza de la nivel medular). Dupa acest stadiu
precoce de diferentiere, limfocitele imunocompetente sunt eliberate si se localizeaza in arii
specifice din organele limfoide secundare: splind, ganglionii limfatici, placile Peyer de la nivelul
intestinului si inelul Waldeyer. Aici are loc stadiul final, antigen-dependent al diferentierii
limfocitare si distribuirea de celule efectoare complet diferentiate si a produsilor acestora spre
alte zone ale organismului.

Plasmocitele reprezinta celule B complet diferentiate, cu citoplasma abundenta, intens bazofila,
uneori granulara si nucleu excentric, rotund-ovalar, cu cromatind densa cu aspect de spite de
roatd. Plasmocitele nu sunt prezente in mod normal in sdnge. Frecvent sunt intalnite celule
intermediare (limfoplasmocite), ca in infectiile virale, inclusiv mononucleoza infectioasa sau in
bolile imunologice cu hipergamaglobulinemie. Celulele B controleaza raspunsul imun umoral
mediat de anticorpi specifici antigenului ofensator. Celulele cu memorie au durata lunga de viata
si nu produc anticorpi pand in momentul restimularii antigenice, cand raspund la doze mult mai
mici de antigen, prolifereaza clonal si produc o cantitate de anticorpi de 7-10 ori mai mare decat
celule B neexperimentate antigenic. Celulele T sunt implicate in raspunsul imun mediat celular si
includ celulele T helper CD4+, celulele T supresor CD8+ si celulele T citotoxice.

Valori de referintd la adult: 1000-4000/uL sau 1-4x10°%L; 20-55% din leucocite si la copii
valori mai mari in functie de varsta.

Semnificatia clinica este legata de etiologia limfocitozei si limfopeniei.

Limfocitoza reprezinta valori ale limfocitelor >4000/UL.

A. Cauzele benigne :

Infectii virale:

e Limfocitoza infectioasa (apare in special la copii),

e Mononucleoza infectioasd produsd de virusul Epstein-Barr, afecteaza in special
adolescentii si adultii tineri, produce un tablou hematologic caracteristic cu limfo-
monocitoza si prezenta pe frotiul de sange de limfocite atipice, activate (celulele
Downey).

e Alte infectii virale: infectii virale ale tractului respirator superior, infectii cu
citomegalovirus, rujeola, oreion, variceld, hepatitd acuta virald, infectie acuta cu HIV.

e Alte infectii: infectii cronice (tuberculoza, sifilis), tuse convulsiva, toxoplasmoza, febra
tifoida, bruceloza. Numarul de limfocite poate depasi 15000 /UL in limfocitoza
infectioasd, mononucleoza infectioasa, tusea convulsiva.

e Boala Crohn, colita ulcerativa.

e Vasculitele.

B. Cauzele maligne

e (u celula B: leucemia limfocitara cronica, leucemia prolimfocitara cu celuld B, leucemia

cu celule paroase, faza leucemica din limfoamele nonhodgkin, macroglobulinemia Waldenstrom.

e Cucelulda T: leucemia prolimfocitara cu celula T, leucemia sau limfomul cu celuld T al
adultului ( sindromul Sézary), leucemia cu limfocite mari granulare.



Limfopenia reprezinta valori ale limfocitelor <1000/L. Se asociaza cu:

e Imunodeficiente congenitale: sindroame de imunodeficientd combinata.

e Infectia HIV (scaderea selectiva a celulelor CD4+).

e Chimioterapia (in special analogii nucleozidici: fludarabina, cladribind produc scaderea
marcatd a celulelor CD4*, care poate persista ani de zile), radioterapia, medicatia
imunosupresoare.

e Lupusul eritematos sistemic (sunt prezenti anticorpi anti-limfocitari care produc liza
complement mediata a limfocitelor), boala mixta de tesut conjuctiv, dermatomiozita.

e Tuberculoza avansata (miliard) care determina scaderea marcata a celulelor CD4.

e Virusul gripal (limfopenia apare tipic dupa rezolvarea infectiei).

e Boala Hodgkin si alte malignitati.

e Anemia aplastica.

Plasmocitele nu sunt prezente in mod normal in sange. Ele sunt crescute in:

Mielomul multiplu, leucemia cu plasmocite,
Cancerul de ficat, san, prostata,

Ciroza,

Aurtrita reumatoida, lupusul eritematos sistemic,
Boala serului si

e Unele infectii bacteriene, virale, parazitare.

Valorile critice se asociaza cu un numar de limfocite <500/microL care creste riscul de infectii,
in special virale. Un numar de celule CD4 sever scazut este cel mai bun indicator de infectii
oportuniste.

Monocitele sunt cele mai mari celule din sange. Fac parte din sistemul fagocitic
mononuclear sau reticuloendotelial compus din monocite, macrofage si precursorii lor medulari.
Monocitele sunt eliberate in sange si, dupa un scurt timp in circulatie, migreaza in diferite
tesuturi, intamplator sau specific, ca raspuns la diferiti factori chemotactici. In tesuturi, ca
raspuns la diferiti stimuli solubili, ele se diferentiaza in macrofage tisulare, cu calitati
morfologice si functionale caracteristice, proces care a fost denumit activare si care este
reversibil ( proces denumit dezactivare). Celulele sistemului fagocitic mononuclear sunt
primitive filogenetic, nici un animal neputand trii fara ele. Indeplinesc o varietate larga de functii
importante in organism, incluzand indepartarea particulelor straine si celulelor senescente moarte
sau alterate, reglarea functiilor altor celule, procesarea si prezentarea de antigene in reactiile
imune, participarea in diferite reactii inflamatori, distrugerea bacteriilor si celulelor tumorale.
Monocitele si macrofagele produc numerosi factori bioactivi: enzime, factori ai complementului,
factori de coagulare, specii reactive de oxigen si azot, factori angiogenici, proteine de legare
(transferina, transcobalamina 11, fibronectina, apolipoproteina E, lipide bioactive derivati ai
acidului arahidonic), factori chemotactici, citokine si factori de crestere (IFN asi Y. IL
1,3,6,8,10,12. FGF, PDGF, TNF, M-CSF).

Valori de referinta reprezinta 0-1000/ul sau 0-1x10°L: 0-15% din leucocite.
Semnificatia clinica se refera la cresterile si scaderile fiziologice sau patologice.
Monocitoza reprezinta valori >1000/ul care apar in:

e Cele mai frecvente cauze sunt infectiile bacteriene, tuberculoza, endocardita bacteriana
subacuta, sifilisul, bruceloza.

e Leucemia mielomonocitara cronica, leucemia monoblastica acuta, boli mieloproliferative
cronice.



e (Carcinoame: stomac, san, ovar.

Boala Hodgkin, limfoame.

¢ Bolile gastrointestinale: colita ulcerativa, enterita regionala, sprue, ciroza hepatica.
Bolile de colagen, sarcoidoza.

Monocitopenia reprezinta valori ale monocitelor <100/uL (conditie extrem de rara). Apare in:

e Tratamentul cu prednison (tranzitoriu),

e Leucemia cu celule paroase,

o Infectiile severe care determina si neutropenie,

e Infectia HIV,

e Anemia aplastica.

Eozinofilele (granulocitele eozinofile) au fost initial descrise pentru granulatiile lor
intracitoplasmatice caracteristice care manifesta afinitate crescuta pentru colorantii acizi, cum ar
fi eozina, si care apar colorate rosu-stralucitor in microscopia optica. Eozinofilele sunt celule
mobile, cu originea in maduva osoasd, urmand acelasi model de proliferare, diferentiere,
maturare si eliberare in sange ca si granulocitele neutrofile. Nucleul lor este de obicei bilobat, dar
sunt adesea observati si trei sau mai multi lobi. La indivizii sdnitosi se gasesc in numar mic in
sange, dar devin predominante in sdnge si tesuturi in asociere cu diferite boli alergice, parazitare
sau boli maligne. Prezenta eozinofilelor in caile respiratorii si mucoasa intestinald, numarul cat si
starea lor de activare, a fost asociata atat cu maifestarile IgE-dependente cat si IgE-independente
ale bolilor alergice. Totusi, rolul imunologic si importanta eozinofilului in patogeneza astmului
nu sunt pe deplin clarificate. Eozinofilele contin cel putin cinci tipuri diferite de granulatii
intracitoplasmatice. Granulatiile cristaloide contin cea mai mare parte a proteinelor cationice cu
incarcatura mare, incluzand proteina bazica majora, peroxidaza, proteina cationica eozinofilica si
neurotoxina derivata din eozinofil, implicate in alterarile tisulare observate in astm si alte boli
alergice. Eozinofilia indusa de alergeni sau paraziti este dependentd de celula T si este mediata
de citokine eliberate de limfocitele sensibilizate. Eozinofilul produce si stocheaza pana la 29 de
mediatori cunoscuti, citokine, chemokine si factori de crestere, importante in reactiile
inflamatorii in care este implicata aceasta celula (produsi ai acidului arahidonic, interleukine 10-
6, 8, 9-13, 16,IFNY, TNF, TGFa, TGFB1, NGF, PDGF-B,SCF, GM-CSF, eotaxina, MIP-1a,
RANTES).

Valori de referinta: 0-700/L sau 0-0.7x109/L (0-7% din leucocite); valori mai mici la copiii pana
la 1an.

Semnificatie clinica

Eozinofilia reprezinta valori >700/microL. Apare in:

Boli alergice:

e Astmul bronsic: existd o corelatie intre hiperreactivitatea bronsica si gradul eozinofiliei.
Biopsia bronsica identifica prezenta eozinofilelor in ciile respiratorii. In astmul intrinsec
sau nonatopic in care lipseste dependenta de un raspuns imundependent de IgE, exista o
crestere similara a eozinofilelor in caile aeriene.

e Dermatita atopica, urticaria, edemul angioneurotic, sensibilizarea la aspirind,alergii
medicamentoase (trimetoprim-sulfametoxazol, penicilina, tetraciclind, nitrofurantoin),
febra fanului.

e Esofagita eozinofilicd (posibil asociata cu alergie la alimente), gastroenterita eozinofilica,
proctocolita eozinofilica (asociata cu alergia la laptele de vaca, desi poate aparea si la
copii hraniti cu formule de soia sau alimentati la san).



Asocierea dintre infiltratele pulmonare si eozinofilie apare in:

e Sindromul Loffler (infiltrat eozinofilic pulmonar tranzitoriu) care se poate asocia cu
infestarea cu specii de Ascaris.

e Angeita alergica si granulomatoasa (sindromul Churg-Strauss astmatiform, eozinofilie si
vasculita sistemica).

e Boala Hodgkin si limfoamele maligne,

e Bolile mieloproliferative cronice,

e Carcinomul bronsic (prin productie excesiva de IL5).

e Boli gastrointestinale: boala Crohn, colitd ulcerativa.

Cele mai mari valori ale numarului de eozinofile >1500/pL) apar in sindromul hipereozinofile
idiopatic, leucemia cu eozinofile, trichineloza si dermatita herpetiforma
Eozinopenia se datoreaza in general unei productii crescute de steroizi, care acompaniaza
majoritatea conditiilor de stres si se asociaza cu:

e Sindromul Cushing.

e Medicamente: ACTH, corticosteroizi, epinefrina, tiroxina, prostaglandine.

e Infectiile acute.

Bazofilele (granulocitele bazofile) si mastocitele sunt doui populatii de leucocite
bazofile care prezinta multe asemanari, dar si unele diferente. Ambele tipuri de celule contin
granulatii intracitoplasmatice care se coloreaza metacromatic cu coloranti bazici. De asemenea,
ambele exprima pe suprafata lor o isoforma tetramerica (aly2) a receptorului cu afinitate mare
pentru IgE. Céand acest receptor cu afinitate mare este legat de alergenul sensibilizant sau de
anticorpii anti-IgE atat bazofilele, cat si mastocitele sunt activate, fiind indusa sinteza si secretia
de mediatori. Prin aceste mecanisme bazofilele si mastocitele sunt factori importanti in
inflamatiile alergice si alte fenomene imune si inflamatorii.

Valori de referinta - bazofile = 6-200/ul sau 0-0.2x107L (0-2% din leucocite).
Semnificatia clinica
Bazofilia reprezinta valori ale bazofilelor >200/microL. Se observa in:

e Boli alergice: rinita alergicd polipoza nazala, sinuzita cronicd, astm, dermatita atopica,
alergii medicamentoase.

e Leucemia mieloida cronica si alte sindroame mieloproliferative cronice (policitemia vera,
metaplazia mieloida cu mielofibroza). Nivelul bazofiliei are valoare prognostica, iar criza
bazofilicd anuntd faza blasticd terminald din leucemia mieloida cronica.

e Mastocitoza sistemica.

e Boala Hodgkin.

e Anemia hemolitica cronica, postsplenectomie.

Bazopenia reprezinta valori ale bazofilelor <20/PL. Se observa in:
e Infectii in faza acuta.
e Reactii de stres (sarcina, infarct miocardic).
e Dupa tratament prelungit cu steroizi, chimioterapie, iradiere.
Prezenta de precursori mastocitari in sange apare in:
e Urticarie, astm.
Soc anafilactic.
Mastocitoza sistemica, urticaria pigmentosa, leucemia cu mastocite.
Macroglobulinemie, limfoame cu invazie medulara.



Medulograma (examenul citologic al maduvei osoase)

Diagnosticul si monitorizarea multor boli hematologice depinde de examinarea maduvei

osoase in special in conditiile in care procesul patologic are originea in maduva. De multe ori

studiul citologic al maduvei trebuie corelat cu examenul histologic al biopsiei osteo-medulare

care aduce informatii suplimentare cantitative si arhitecturale. De asemenea, n unele cazuri,
examenul maduvei osoase este completat cu efectuarea de coloratii specifice necesare pentru
evaluarea depozitelor de fier (coloratia Perls sau cu albastru de Prusia), diagnosticul diferential
al leucemiilor acute (coloratii citochimice pentru mieloperoxidaza, esteraze nespecifice, PAS),
diagnosticul lipidozelor (coloratia PAS in boala Gaucher) sau cu studii citogenetice sau
moleculare.

Indicatiile medulogramei:

e Diagnosticul anemiei megaloblastice;

Diagnosticul mielomului multiplu;

Diagnosticul lipidozelor: boala Gaucher, boala Niemann-Pick;

Investigarea unei citopenii fara o cauza aparenta, pentru confirmarea/infirmarea

unei leucemii, sindrom mielodisplazic, hipo-/aplazie medulara, agranulocitoza;

Diagnosticul, clasificarea si monitorizarea leucemiilor acute;

e Diagnosticul i monitorizarea sindroamelor mielodisplazice;

e In leucemia mieloida cronicd, pentru examen citogenetic si pentru diagnosticul de
faza accelerata sau puseu blastic;

e Rar in investigarea unei anemii microcitare hipocrome, pentru diferentierea
anemiei feriprive de anemia din bolile cronice, prin cercetarea depozitelor de fier
(hemosiderinei medulare);

e Diagnosticul bolii Waldenstrom;

¢ In anemiile hemolitice pentru diagnosticul crizelor aplastice.

Testul Coombs direct ( testul antiglobulinic direct)

Demonstrarea prezentei de imunoglobuline sau a complementului pe suprafata hematiilor
sustine diagnosticul de distructie eritrocitara mediata imun. Exista doua clase majore de anticorpi
care reactioneaza cu eritrocitele. Anticorpii completi sau salini aglutineaza eritrocitele
suspendate in solutie salina. Acestia sunt de obicei de tip IgM (cel mai bun exemplu de
aglutinare salind la temperatura camerei este cea utilizata in grupajul ABO). In vivo anticorpii
IgM fixeaza complementul si produc hemoliza imediata intravasculara. A doua categorie de
anticorpi reactioneaza vizibil in mediul salin §i produc reactii de aglutinare numai prin utilizarea
de tehnici speciale. Ei sunt numiti aglutinine incomplete si sunt de obicei de tip IgG (cel mai bun
exemplu sunt anticorpi anti-Rh, care, daca sunt prezenti in serul primitorului de sange
incompatibil si produc o reactie hemolitica transfuzionala intarziata, extravasculara).

Indicatiile metodei:
e Investigarea reactiilor transfuzionale acute sau intarziate (demonstrarea fixarii pe
suprafata eritrocitelor de la donator a aloanticorpilor prezenti in serul pacientului);
e Suspiciunea de hemoliza autoimuna;
e Boala hemolitica a nou-nascutului;
e Hemoliza imuna indusa de medicamente.
Metoda de determinare este imunochimica cu detectie prin electrochemiluminiscenta (ECLIA)



Studiul metabolismului fierului

Sideremia Cantitatea totald de fier din organism diferd in functie de varsta si sex. Nou-
ndscutii la termen au aproximativ 75 mg Fe/kgc provenit in principal de la mama in timpul
trimestrului al treilea de sarcina. Depozitele de fier scad in timpul perioadei de crestere. Dupa
adolescenta nevoia de fier scade, barbatii prezentand o crestere graduald a depozitelor de fier pe
parcursul vietii (au un minim de 50mg Fe/kgc). In schimb, femeile prezinti o pierdere continui
de fier pana la menopauza (au aproximativ 35mg Fe/kgc). Dupa menopauza femeile acumuleaza
fier, intr-un mod liniar, ajungand la un nivel asemanétor barbatilor. Cea mai mare parte a fierului
din organism se gaseste in compusii hem, in special hemoglobina si mioglobina. O cantitate
foarte mica este continutd in enzimele care utilizeaza fierul in schimbul de electroni: peroxidaze,
catalaze si ribonucleotid reductaze. Cea mai mare parte a fierului non-hemic este depozitat sub
forma de feritina sau hemosiderind in macrofage si hepatocite. Numai o fractiune foarte mica
(0.1%) circula in plasma sub forma de Fe3+ legata de o proteina de transport numita transferina.
Fierul este absorbit din intestinul subtire proximal sub forma de fier hemic si fier feros (Fe2+),
absorbtia sa fiind influentata de aciditatea gastrica (scade in aclorhidie sau gastrectomie), factori
potentiatori si inhibitori alimentari. Excretia de fier are loc prin pierderile celulare la nivel
gastrointestinal, cutanat, urinar si pierderile menstruale la femeie. Cea mai mare parte a fierului
functional din organism provine din reutilizarea fierului deja existent provenit din eritrocitele
senescente distruse la nivelul sistemului reticuloendotelial, in principal din splina.

Indicatii pentru determinarea sideremiei (in combinatie cu transferina/saturatia transferinei si
feritina):

* Diagnosticul diferential al anemiilor in special microcitare si/sau hipocrome;
* Evaluarea anemiei feriprive, talasemiei, anemiei sideroblastice;

* Diagnosticul supraincdrcarii cu fier si hemocromatozei;

* Diagnosticul intoxicatiei cu fier.

Tabelul nr. Valorile de referinta ale sideremiei in functie de varsta

VARSTA VALORI (MG/DL )

BARBATI FEMEI
<1 luna 32-112 29-127
1-12 luni 27-109 25-126
1-3 ani 29-91 25-101
4-6 ani 25-115 28-93
7-9 ani 27-96 30-104
10-12 ani 28-112 32-104
13-15 ani 26-110 30-109
16-18 ani 27-138 33-102
>18 ani 59-158 37-145

Factori de conversie: pmol/L x 5.59 = pg/dL; pg/dL x 0.179 = umol/L.
Interpretarea rezultatelor
Cresteri ale sideremiei apar in:
 Talasemie,
» Anemii sideroblastice,




* Anemii hemolitice,

» Hemocromatoza idiopatica (sideremia crescutd poate indica supraincarcarea cu fier mai
devreme decat cresterea feritinei) si secundara (transfuzii multiple, tratament inadecvat cu fier,
sunt porto-cav, dializa cronica etc.),

Scaderi ale sideremiei apar in:

* Anemia feripriva,

* Anemia din bolile cronice (boli inflamatorii, infectii cronice, boli renale etc.),

* Sindromul nefrotic (pierderea urinard a proteinei de legare a fierului),

* Remisiune dupa anemia pernicioasa.

Valori critice 280-2550 pg/dL sau 50-456 umol/L la copii cu intoxicatie acuta cu fier.
Valori letale >1800 pg/dL sau >322 umol/L.

Simptomele intoxicatiei cu fier includ: varsaturi, diaree, melena, soc, dispnee, letargie, coma.

Feritina Fierul intracelular este depozitat in doi compusi, feritina si hemosiderina. Apoferitina
(feritina fara fier) are 0 GM de 440 kD, forma unei sfere goale, cu diametrul de 13 nm, cu o
cavitate centrala cu diametrul de 6 nm, unde este depozitat fierul, care comunica cu exteriorul
prin 6 canale (prin care intra si iese fierul) si un invelis proteic format din 24 molecule,
reprezentate de doua subunitati distincte: H (heavy) si L (light), cu GM de 21, respectiv 19 KD si
codificate pe cromozomii 11 (H), respectiv 19 (L). O singura molecula de apoferitina poate
pastra 4500 atomi de fier, greutatea moleculara depasind in acest caz 800 kD, insa, de obicei se
gasesc molecule de feritind cu cel mult 2000 atomi de fier. Fierul intra in molecula sub forma de
Fe?* si este oxidat sub actiunea cataliticd a apoferitinei (lanturile H au un centru feroxidazic) si
este pastrat ca polimer trivalent de hidroxid fosfat feric, invelisul proteic protejand celula de
efectele toxice ale ionilor de fier. Sinteza apoferitinei este stimulata de expunerea la fier. Exista
cel putin 20 proteine de isoferitind distincte, cu proportii variabile de lanturi H si L, care difera
prin incarcatura de suprafata. Isoferitina acida contine o proportie crescuta de lanturi H si
predomina in tesutul cardiac, renal, placenta, limfocite, monocite, precursorii eritroizi, dar si in
tesuturile tumorale. Isoferitina bazica este bogata in lanturi L, este mai stabila si se gaseste in
ficat, splina, precum si in ser. Feritina se gaseste in plasma in cantitdti mici §i concentratia sa se
coreleaza cu depozitele de fier. Feritina serica este glicozilata (sugerand secretia de catre celulele
sistemului fagocitic) si relativ sdraca in fier. In deficitul de fier, feritina scade inaintea aparitiei
anemiei sau altor modificari hematologice.

Indicatii pentru determinarea feritinei:

* Diagnosticul diferential al anemiilor.

* Evaluarea anemiei feriprive si monitorizarea tratamentului de substitutie cu fier (punctul final
este reprezentat de umplerea depozitelor de fier) si a compliantei la tratament.

* Monitorizarea categoriilor de pacienti cu risc de deficit de fier (detectarea deficitului de fier
latent): femei insarcinate, donatori de sange, copii mici, pacienti hemodializati etc.

* Monitorizarea statusului fierului la pacientii cu boli renale cronice, dializati sau nedializati.

* Diagnosticul §i monitorizarea tratamentului de depletie in sindroamele de supraincarcare cu
fier.

Pregatirea pacientului recoltarea se face a jeun (pe nemancate) sau postprandial (dupa masa) cu
evitarea medicatiei radioactive cu 3-4 zile inaintea testarii si abstinenta de la alcool.

Tabelul nr. Valorile de referinta ale feritinei in functie de varsta si sex

Varsta (ani) Valori (ng/mL)




<lan 12-327
1-3 ani 6-67
4-6 ani 4-67
7-12 ani FETE 7-84
BAIETI 14-124
13-17 ani FETE 13-68
BAIETI 14-152
Adulti<60ani  FETE 13-150
BAIETI 30-400

Limita de detectie - 0.50 ug/L (ng/mL).

Interpretarea rezultatelor
Cresteri ale feritinei >400 pg/L apar in:

e Supraincarcarea cu fier.

e In hemocromatoza ereditard sideremia si saturatia transferinei cresc inaintea feritinei
(chiar in prezenta de continut crescut de fier la nivel hepatic). Cresterea feritinei
constituie indicatie de biopsie hepatica.

¢ In sindroamele de supraincarcare cu fier secundare (transfuzii, eritropoieza ineficienta,
hemodializati etc. ) feritina este intotdeauna crescuta.

e Porfiria cutanea tarda.

Feritina nu are valoare in evaluarea depozitelor de fier in prezenta unei afectari hepatice

parenchimatoase.

Scaderi ale feritinei Desi nu manifesta intotdeauna o relatie lineara cu depozitele de fier,
feritina este cel mai bun parametru seric de masurare a depozitelor de fier. In anemia feripriva
necomplicatad, feritina este 12microg/L. In anemia feripriva secundard hemoragiei acute feritina
serica scade dupa 1-2 saptamani.

Capacitatea totala de legare a fierului (CTLF)

Continutul total de fier al organismului este de aproximativ 3-3.5 g. Din acesta aproximativ 2.5
g este confinut in eritrocite si in precursorii acestora din maduva osoasd. Gruparea prosteticad a
hemoglobinei este alcatuitd din complexul fier-protoporfirina (hem) in care atomul de fier
localizat central actioneaza ca un stabilizator al oxihemoglobinei. Numeroase enzime si
coenzime necesita fier: peroxidaze, catalaze, citocromi, multe din enzimele ciclului Krebs,
monoaminoxidaza. Fierul ingerat este absorbit in principal la nivelul tractului intestinal §i este
stocat temporar la nivelul enterocitelor sub forma de Fe3*-feritina, un complex de hidroxid feric-
fosfat feric atasat de proteina apoferitina. In functie de necesititile organismului fierul este
eliberat in circulatia sangvina unde este transportat sub forma de Fe®* legat de proteina




plasmatica transferina, care la pH-ul fiziologic prezinta o afinitate crescuta pentru fier. Fiecare
moleculd de transferina prezinta doua situsuri de legare a fierului. in mod normal, numai o
treime din situsurile de legare ale transferinei sunt ocupate.
Recomandari pentru determinarea CTLF (in combinatie cu sideremia si feritina):
* Diagnosticul diferential al anemiilor, in special microcitare si/sau hipocrome.
* Evaluarea anemiei feriprive, talasemiei, anemiei sideroblastice.
* Diagnosticul supraincarcarii cu fier si hemocromatozei.
Valori de referinta
CTLF (TIBC): 228-428 pg/dL.
Limita de detectie (pentru UIBC) — 16.8 pg/dL (0.17 mg/L; 3 umol/L).
Semnificatia clinica se refera la cresterile sau scaderile valorilor de referinta.
Cresterile CTLF apar in:
e Deficitul de fier,
Sarcina,
Contraceptive orale,
Sangerari acute sau cronice,
Hepatita acuta.

Scaderile CTLF apar in:

o Bolile inflamatorii cronice,
Procesele maligne,
Hemocromatoza,

Ciroza hepatica,
Afectiuni renale,

e Talasemie.

Transferina reprezinti proteina de legare plasmatici a fierului. Este o glicoproteind de 79.57
kD, gena sa fiind localizata pe cromozomul 3g21. Este generata, in principal, de celulele
parenchimatoase hepatice, dar cantitati mai mici sunt sintetizate si in sistemul nervos central,
ovar, testicul, celule T helper. Rata de sinteza este invers proportionald cu depozitele de fier.
Transferina are doua situsuri de legare a fierului, fiecare dintre acestea legand un ion feric
(Fe3+), iar in sange exista atat transferinda monoferica, cat si difericd. 1g de transferina poate lega
25.1 umol sau 1.4 mg de fier. In mod normal, numai o treime din situsurile de legare ale
transferinei sunt ocupate. Spre deosebire de sideremie, care prezinta variatii diurne mari, nivelul
transferinei serice este mult mai constant. Transferina furnizeaza fier cétre precursorii eritroizi si
alte celule prin legarea de receptori specifici de pe suprafata celulara. Cantitatea de fier furnizata
este reglata printr-un mecanism de feedback negativ in functie de nevoile celulare pentru sinteza
de hemoglobina.

Indicatiile pentru determinarea transferinei (in combinatie cu sideremia si feritina) sunt:
* Diagnosticul diferential al anemiilor, in special microcitare si/sau hipocrome.

* Evaluarea anemiei feriprive, talasemiei, anemiei sideroblastice.

* Diagnosticul supraincarcarii cu fier si hemocromatozei.

Saturatia transferinei poate fi calculata conform formulei:

Sideremia (umol/L) Sideremia (pg/dL)
TS (%) = x 398 sau TIS (%) = x 70.9
Transferina (mg/dL) Transferina (mg/dL)




Valori de referinta

Transferina 2.0-3.6 g/L sau 200-360 mg/dL sau 25.2-45.4 umol/L
Saturatia transferinei 16-45%

Factori de conversie: mg/dL x 0.126 = umol/L; pmol/L x 7.96 = mg/dL.
Limita de detectie — 0.1 g/L (10mg/dL; 1.26umol/L)6.

Interpretarea rezultatelor

Cresteri ale transferinei apar in:

* Anemia feripriva,

e Sarcina,

* Anticonceptionalele orale (TfS este normala).

Scéderi ale transferinei apar in:

« Anemia din bolile cronice (uneori transferina poate fi normala),

» Anemiile sideroblastice (uneori transferina poate fi normala),

» Anemiile hemolitice (uneori transferina poate fi normala),

* Deficit proteic: malnutritie sau pierderi crescute (arsuri, sindrom nefrotic, boli hepatice),
« Boli hepatice acute,

* Sindroame de supraincarcare cu fier, hemocromatoza (usor scazuta).
Cresteri ale saturatiei transferinei apar in:

» Anemiile sideroblastice,

 Anemiile hemolitice,

« Talasemie,

* Sindroame de supraincarcare cu fier hemocromatoza (foarte crescuta, inainte ca feritina sa fie
foarte crescuta).

Scaderi ale saturatiei transferinei apar in:

» Anemii feriprive ( <10% in deficitul instalat),

* Anemia din infectii si boli cronice (uneori, poate fi normald).

Vitamina B12 (Cobalamina) este formata dintr-un tetrapirol plan cu un atom de cobalt
central, o grupare nucleotidica ( 5,6-dimetilbenzimidazol ) sub nivelul planului si o parte
prostetica deasupra planului. Consecinta deficitului este aparitia anemiei megaloblastice care se
poate asocia cu leziuni ireversibile ale SNC ( prin deficit de metilare a proteinelor SNC).

Sursa alimentara de vitamina B12 este reprezentatd de produsele animale (carne, lactate, oua).
Cobalamina este eliberata de proteinele de legare din alimente de catre pepsina la pH-ul acid din
Stomac si apoi se leaga de transcobalamina (TC) I salivard. In duoden cobalamina este eliberata
sub actiunea proteazelor pancreatice si se leaga de factorul intrinsec (FI) (inclusiv cobalamina
excretata biliar produsa de celulele parietale gastrice). Complexul cobalamina-FI este endocitat
la nivelul celulelor ileale prin intermediul cubilinei si megalinei, apoi este splitat si cobalamina
se leagd de TC II (sintetizata in ficat), acest complex pérasind bazolateral celulele ileale si
intrand 1n circulatie la cateva ore dupa ingestie. O parte din cobalamina este internalizata la
nivelul ficatului prin intermediul receptorilor pentru TC Il, iar clearance-ul continua in circulatia
sistemica, mai ales la nivelul rinichiului, cu un timp de injumatatire de 90 minute. Aproximativ
70% din cobalamina plasmatica este legata de leucocite, acest complex nefiind preluat de tesuturi
(timp de injumatatire 9-10 zile).

Continutul total de cobalamina al organismului este de 2.5 mg la adult, in timp ce pierderile
zilnice (biliare si urinare) sunt de numai 1 pg. Deficitul alimentar de vitamina B12 este extrem de



rar, exceptand vegetarianismul strict, copiii ndscuti din mame cu deficienta sau in cazul dietei
restrictive din fenilcetonurie. Absorbtia intestinala insuficienta reprezintd principala cauza de
deficit de vitamina B12.

Indicatiile pentru determinarea vitaminei B12 serice sunt:

e Anemia megaloblastica,

e Gastrita atrofica cronica,

e Gastrectomia,

e Boli ale ileonului terminal (boala Crohn, limfom, rezectie etc.),

e Alcoolismul cronic,

e Dieta vegetariana prelungita (ani),

e Ingestia prelungita (ani) de inhibitori ai pompei de protoni/blocanti de receptori Ho,

e Pacienti cu SIDA.

Metoda - imunochimica cu detectie prin electrochemiluminiscenta (ECLIA).
Valori de referinta - 191-663 pmol/L (pentru populatia europeana).

Limita de detectie - 22 pmol/L (30 pg/mL)

Interpretarea rezultatelor

Cresteri ale vitaminei B12 apar in:

¢ Insuficienta renala,

e Tratamentul cu Vitamina B12,

e Leucemia mieloida cronica, leucemia acuta promielocitara, leucemia limfatica cronica,

unele cazuri de leucemie monocitara,

Policitemia vera,

Cancerul metastatic adesea cu reactie leucemoida sau afectare hepatica,
Hepatomul ( crestere marcata a TC I),

Hepatita acuta sau cronica, ciroza hepatica,

Insuficientd cardiacad congestiva severa, diabet, obezitate, BPOC,
Autoanticorpii anti-TC Il (rar).

Scaderi ale vitaminei B12 apar in deficitul de cobalamina subclinic (biochimic) sau in deficitul
de cobalamina clinic (simptomatic) cu manifestarile clinice ale anemiei megaloblastice cu
manifestari neurologice. Cauze:

e Deficitul nutritional (rar).

e Anemia pernicioasd (boald autoimuna caracterizata prin atrofia corpului si fundului
gastric).

e Pierderea factorului intrinsec si prezenta de autoanticorpi anti-celule parietale gastrice si
anti-factor intrinsec.

e Deficienta ereditara de factor intrinsec (anemia pernicioasa ereditara), malabsorbtia
vitaminei B12 din alimente (chirurgie gastricd, pacienti varstnici cu gastritd atrofica
cronica si aclorhidrie, infectia cu Helicobacter pylori).

e Insuficientd pancreaticd, - sindromul Zollinger-Ellison, competitia biologica pentru
vitamina B12, proliferarea bacteriana a intestinului subtire (anomalii structurale:
diverticuli, stricturi, fistule, ansa oarba, sau ale motilitatii: disfunctia autonoma din
diabet), infestarea cu Diphyllobothrium latum.

e Boli ileale: sprue tropical, boli inflamatorii intestinale, boala celiaca, rezectii ileale, by-
pass jejuno-ileal pentru obezitate, radioterapie cu afectarea ileonului, boli ileale
infiltrative (limfom, sclerodermie).



e Malabsorbtia familiala selectiva a vitamine B12 (Sindromul Imerslund-Grésbeck).

e Malabsorbtia vitaminei B12 indusa de toxice si medicamente: alcool, colchicina,
metformin, neomicina, colestiramina, acid paraaminosalicilic.

e Deficienta usoara de tanscobalamina I.

Electroforeza hemoglobinei Hemoglobina reprezinta elementul esential pentru
principala functie fiziologica a eritrocitului si anume functia respiratorie. Hemoglobina este o
cromoproteind porfirinica care contine fier, in structura sa intrand o parte proteica si anume
globina si 0 parte prostetica reprezentata de hem. Globina difera ca structurd de la o
hemoglobina la alta, ea imprimand specificitate diverselor hemoglobine cunoscute.

In cursul dezvoltarii organismului de la embrion la adult se succedd mai multe tipuri de Hb.
Hemoglobinele embrionare Gower 1, Gower 2 si Portland sunt inlocuite incepand cu cea de-a 3-
a luna de gestatie de catre Hb fetala (HbF), care reprezinta 70-80% din totalul Hb la nou-nascut,
dupa care sinteza sa scade rapid, ajungand la sfarsitul primului an de viata la valori sub 2% din
totalul Hb. Hb A si Hb A2 sunt caracteristice perioadei adulte de dezvoltare. Sinteza lor incepe
inca din perioada fetala, iar dupa nastere ele inlocuiesc rapid Hb F. La adultul normal Hb A
reprezinta 97-98%, Hb A2 2-3%, iar Hb F sub 1%. Lanturile polipeptidice a, B, y si 6 ale
globinei alcatuiesc hemoglobinele fiziologice (fiecare moleculda de hemoglobina contine doua
perechi de lanturi polipeptidice), lantul a fiind comun celor trei hemoglobine.

HbA = a2 32
HbA2 = a2 52
HbF = a2 y2.

Ca si 1n cazul celorlalte proteine structura spatiala a hemoglobinei precum si alte proprietati
moleculare depind de tipul si secventa de aminoacizi care intrad in alcatuirea hemoglobinei.
Substitutia unor aminoacizi din lanturile polipeptidice ca urmare a mutatiilor genetice
genereaza variante anormale de hemoglobina ce prezinta o incarcare electrica diferita si in
consecinta mobilitati electroforetice diferite. Pe de alta parte, scaderea ratei de sinteza a unui tip
de lant al globinei da nastere la anomalii cantitative denumite sindroame talasemice.
Metodele electroforetice sunt utilizate de rutind in screening-ul anomaliilor hemoglobinei. Dintre
acestea cea mai cunoscuta este electroforeza Hb in mediu alcalin (pH 8.2-8.6) folosind ca suport
de migrare gelul de agaroza. La pH alcalin hemoglobina prezinta o sarcina electrica negativa si
va migra catre anod. Prin aceastd metoda pot fi separate si identificate hemoglobinele fiziologice
Hb A, HB A2, Hb F si migreaza de asemenea o serie de variante de hemoglobina, cum ar fi Hb
S, Hb D, Hb G, Hb Lepore, Hb C, Hb O-Arab, care genereaza majoritatea hemoglobinopatiilor
cunoscute.
Indicatiile pentru efectuarea electroforezei hemoglobinei sunt date de diagnosticul
hemoglobinopatiilor si sindroamelor talasemice si anume:
» Anemia hemolitica cronica,
* Criza ocluziva vasculard de cauza necunoscuta la un pacient provenit din zone cu niveluri
crescute ale Hb S si/sau Hb C,
* Sindrom de hidrops fetal de cauza necunoscuta,
« Aspect sugestiv al hemogramei, cu microcitoza si hipocromie mai severe decét ar fi de asteptat
pentru gradul anemiei si numar de eritrocite la limita superioara a normalului sau chiar crescut,
asociate cu un numar mare de hematii in tintd si punctatii bazofile pe frotiul de sange. In aceasta
situatie, pentru diferentierea de deficitul de fier, sunt utile indicele Mentzer si indicele RDW.
Indicele Mentzer = VEM/nr. de eritrocite (x106)

>14  sugestiv pentru deficit de fier;



12-14 echivoc
sugestiv pentru tara talasemica.

Indicele RDW = Indicele Mentzer x RDW (largirea distributiei eritrocitare).
sugestiv pentru talasemie;

sugestiv pentru anemia feripriva.
Tabelul nr.Valorile de referinta ale electroforezei hemoglobinei in functie de varsta

VARSTA Hb A % Hb F % Hb A2 %
<1 luna 8.1-62.7 49.9 - 98.4 0.0-1.8
1 -3 luni 37.3-888 10.3-64.6 0.3-24
3—6 luni 67.0 - 96.7 5.2-345 1.7-2.7
6 —9 luni 82.4-98.8 1.1-285 2.0-3.0
9—15 luni 91.9-98.7 0.2-9.9 2.2-3.2
15 luni — 2 ani 94.9-97.8 0.0-55 2.4-31
2 -6 ani 95.9 -97.9 0.0-1.6 2.2-32
6 — 17 ani 96.4 — 98.2 0.0-0.0 1.9-3.3
>18 ani 96.7 - 97.8 <0.5 2.2-32

Interpretarea rezultatelor

« In p-talasemia minima si minora valorile Hb A2 este crescuti (3.2%- 7%), iar Hb F este usor
crescuta (0.5-6%) 1n peste 50% din cazuri, restul fiind reprezentat de Hb A.

« In B-talasemia intermedia, procentul de Hb A2 este variabil, iar Hb F = 20-80%.

« In B-talasemia majora, valorile de Hb F sunt foarte crescute, situate obisnuit intre 20-90% din
totalul Hb, restul fiind format de Hb A (valori foarte scazute) si HbA2 (valori normale sau
crescute). Clinic apare tabloul clasic al anemiei Cooley.

« In forma heterozigota de siclemie (sickle cell trait), electroforeza capilard evidentiazi o Hb
anormala in Z5, Hb S, in proportie de 25-45%. Hb A2 este in cantitate normala, iar restul fiind
reprezentat de Hb A. Cei mai multi pacienti cu tara de siclemie sunt asimptomatici, cu un frotiu
de sange normal sau usor modificat (microcitoza sau hematii in tintd). Coexistenta tarei Hb S cu
anumite tipuri de talasemii sau alte hemoglobinopatii modifica tabloul clinic si hematologic
precum si electroforeza Hb.

« In forma homozigota de siclemie (sickle cell anemia), electroforeza Hb indica prezenta Hb S in
proportie de 90-95%, restul fiind reprezentat de Hb A2 si Hb F. Tabloul hematologic este normal
la nastere si incepe sa se modifice dupa varsta de 6 luni, pe masura ce Hb F este inlocuitd de Hb
S.

Glucozo 6 fosfat dehidrogenaza (G6PD) Deficitul eritrocitar de G-6-PD este 0
afectiune ereditara X-linkata caracterizata prin diminuarea in grad variabil a activitatii acestei



enzime care catalizeaza transformarea glucozo-6-fosfatului in 6-fosfo-gluconat (6-PG), prima
etapa a ciclului pentozelor. Este cea mai frecventa enzimopatie umand afectand aproximativ 400
milioane de persoane din intreaga lume. Circuitul metabolic in care este implicata G-6-PD
asigurd un potential reducator sub forma NADP care protejeaza structurile functionale ale
eritrocitului de procesele de oxidare. Deficitul de G-6-PD este inclus intr-un grup heterogen de
anemii hemolitice ereditare nonsferocitare, alaturi de deficitul de piruvatkinaza, Hb Zorich si
deficitul de glutation. Gena care codifica sinteza de G-6-PD se gaseste pe cromozomul X, dar
existd si o pseudogena (aparutd prin duplicatie geneticd) situatd pe cromozomul 17.

Femeile heterozigote nu prezinta manifestari clinice de anemie hemolitica deoarece
cromozomul X normal mentine o activitate suficienta a G-6-PD. La aceste persoane deficitul
heterozigot ofera o oarecare protectie impotriva parazitului Plasmodium falciparium. Femeile
homozigote pentru G-6-PD vor avea manifestari clinice de anemie hemolitica dupa ingestia de
substante oxidante. Barbatii care au mostenit de la mama cromozomul X purtator al genei
deficitare (hemizigoti) vor prezenta un deficit de G-6-PD exprimat complet. in tara noastra
deficitul de G-6-PD reprezinta 10% din totalul anemiilor hemolitice, frecventa generala fiind de
aproximativ 0.01%.

Fenomenele hemolitice pe care le poate determina deficitul de G-6-PD sunt declansate de:

e Diverse medicamente: antimalarice (clorochin, mepacrin, primachin), antipiretice si analgezice
(aspirind in cantitati mari, fenacetin), sulfamide, PAS, acid nalidixic, furazolidon, nitrofurantoin,
chinidina, albastru de metilen, vitamina K, acid ascorbic in cantitati mari, cloramfenicol,
probenecid,;

e Alimente: boabe de vicia fava;

e Infectii virale;

e Infectii bacteriene;

e Modificari ale pH-ului sanguin 1n cursul unor tulburari metabolice (diabetice sau de alta
naturd).

Incapacitatea suntului pentozelor de a genera in absenta G-6-PD o0 cantitate suficienta de
glutation redus (GSH) faciliteaza oxidarea proteinelor, formarea de glutation oxidat (GSSG) si
de methemoglobind (MetHb). Agregatele de hemoglobina denaturata care se fixeaza pe suprafata
interna a membranelor eritrocitare determina ridigizarea si deformarea acestora, ceea ce duce la
distrugerea eritrocitelor la nivelul splinei.

Simptomatologia clinica a deficitului eritrocitar de G-6-PD se rezuma la manifestari
caracteristice pentru anemia hemolitica de tip intrinsec. Este important de mentionat ca acestea
sunt intalnite numai la acele persoane cu activitatea enzimatica mai mica de 20% din valoarea
normala. Dupa o perioada de 2-3 zile de la expunerea la factorul declansator apar febra, durerile
abdominale, diareea, iar urina devine rosie pana la maronie (hemoglobinurie), ca urmare a
hemolizei intravasculare. Anemia hemolitica este moderata pana la severa. Reticulocitele si
celulele rosii tinere au activitate enzimatica mai mare decat cele mai batrane si prin urmare sunt
mai rezistente la hemoliza. Episodul hemolitic stimuleaza eritropoieza si induce hiperplazia
maduvei osoase eritroide. Hemograma efectuata in puseele hemolitice indica 0 anemie
normocroma normocitara cu reticulocitoza marcata si posibila prezenta in hematii a corpilor
Heinz, punctatiilor bazofile, corpilor Howell-Jolly. Corespunzator cu hemoliza apar crescute
bilirubina indirecta si activitatea LDH. Rezistenta osmotica este normala. Evolutia este de obicei
autolimitanta. Mai rar, deficitul de G-6-PD se prezinta ca o anemie hemolitica cronica de
intensitate usoara sau medie ce se exacerbeaza cu ocazia infectiilor. Aproximativ 5% din nou-
nascutii cu deficit enzimatic pot dezvolta icter neonatal dupa primele 24 ore de la nastere



Diagnosticul este stabilit prin dozarea G-6-PD eritrocitare. Pacientii afectati trebuie sa fie
avertizati asupra riscului legat de consumul medicamentelor mentionate mai sus. Sfatul genetic
are importanta deosebita atunci cand intr-o familie apare un baiat afectat si mama este
heterozigota. Riscul de transmitere a bolii este de 50% la fiecare sarcina cu fat de sex masculin.

Valori de referinta — 8.0-13.0 U/gHb.

Limita de detectie — 0.8 U/gHDb.

Interpretarea rezultatelor

Clasificarea OMS a variantelor genetice de G-6-PD:

Clasa I: activitatea G-6-PD este mai mica de 10% din cea normala (deficit sever). Aceasta
varianta este asociatda cu anemia hemolitica cronica nesferocitara.

Clasa Il: activitatea G-6-PD este mai mica de 10% din cea normala (deficit sever). Aceasta
variantd este asociata cu hemoliza acutd intermitenta.

Clasa Il activitatea G-6-PD reprezinta 10 — 60% din cea normala (deficit moderat). Exista un
risc de hemoliza acutd dupa expunerea la factori declansatori.

Clasa IV: activitatea G-6-PD este aproape de normal si pacientii sunt asimptomatici.

Clasa V: activitate G-6-PD crescuta, fara implicatii clinice.

Piruvat-kinaza eritrocitara este enzima caii glicolitice ce catalizeaza conversia
fosfoenol piruvatului (PEP) in piruvat, una din cele doua reactii ce au ca rezultat producerea de
ATP. Deficitul de PK ocupa locul doi ca frecventa dupa deficitul de G-6-P DH, fiind intalnit mai
ales in Europa, SUA si Japonia. Se transmite ereditar autosomal recesiv si are ca efect reducerea
capacitatii de metabolizare a glucozei, scaderea concentratiei de ATP din eritrocite si aparitia
unei anemii hemolitice cronice, non-sferocitare, de severitate variabila.

Anemia hemolitica asociata cu deficitul de PK este rezultatul mutatiilor (au fost identificate
aproximativ 200) ce apar la nivelul genei PKLR.

Caracteristicile enzimatice si modificarile hematologice asociate deficitului de PK se manifesta
prin anemie hemolitica de severitate variabila (forme usoare, compensate, forme moderate,
forme severe ), hepatosplenomegalie, macrocitoza, poichilocitoza, relativ putine reticulocite.
Formele silentioase din punct de vedere clinic pot fi de asemenea intalnite, cu exceptia nou-
nascutilor care pot prezenta hiperbilirubinemie.

Valori de referinta — 5.3 — 17.3 U/g Hb

Factori de conversie : U/gHb x 0.34 = U/ml de eritrocite.

Interpretarea rezultatelor si implicatii clinice

PK este scazuta in:

e deficitul congenital de PK din anemia hemolitica non-sferocitara, icter neo-natal prelungit,
e deficitul dobandit de PK din sindroame mielodisplazice, leucemii acute si alte anemii.

In cazul deficitului congenital de PK, hemoliza intravasculard poate fi accentuati pe perioada
sarcinii sau n urma tratamentului cu contraceptive orale.

Cromozomul Philadelphia (Gena de fuziune BCR-ABL1 ) Leucemia mieloida
cronicd (LMC), prototipul afectiunilor leucemice, constituie o boala clonala a celulei stem din
maduva osoasd ce conduce predominant la hiperproliferarea elementelor granulocitare in toate
stadiile de maturatie. LMC se caracterizeaza prin prezenta translocatiei cromozomiale
t(9;22)(q34;q11) care a fost considerata initial ca o anomalie 22 g- (un cromozom 22 cu bratul
lung scurtat) si denumita cromozomul Philadelphia (Ph).

Indicatiile pentru efectuarea testului sunt:
e Diagnosticul LMC si LAL Ph pozitive,



e Monitorizarea raspunsului molecular la tratament si stabilirea prognosticului,

e Detectarea bolii minime reziduale.

Se folosesc doua tipuri de testari si anume detectia calitativa a produsilor de transcriptic ARNmM
BCR-ABLL1 (in scop diagnostic) si detectia cantitativa a produsilor de transcriptic ARNm BCR-
ABL1 (in scop de monitorizare). Va fi determinata expresia produsilor de fuziune (nr. copii
BCR-ABL) raportata la expresia unei gene de control intern (ABL) prin Real-Time PCR
cantitativ LightCycler cu o conversie finala in procente.

Raportarea si interpretarea rezultatelor

Detectia calitativa

Un rezultat negativ indicd absenta unui transcript (ARNm) BCR-ABL.

Un rezultat pozitiv indica prezenta unui produs transcriptie BCR-ABL al carui tip va fi
comunicat.

Detectie cantitativa

Rezultatul va fi exprimat ca procent BCR-ABL din totalul ABL, astfel:

[Nr. copii BCR-ABL/ Nr. copii ABL] x 100

Nivelul produsilor de transcriptie BCR-ABL reflectd numarul celulelor leucemice reziduale.

O reducere progresiva a nivelului produsilor de transcriptie in cursul tratamentului cu Imatinib
reprezinta criteriul actual pentru rdspunsul molecular in leucemia mieloida cronica.

Testele de imunitate umorala sau celulara (Imunofenotiparea limfocitara -
profilul tumoral ) La adult, raspunsul imun innascut are rolul de a recunoaste celulele
stresate sau continutul celular nedigerat atunci cand celulele devin nonapoptotice sau
nonautofagocitice. Raspunsul imun adaptativ (dobandit) joaca un rol crucial, fiind o sursa bogata
de celule T efectoare CD4 si CDS cu rol in recunoasterea proteinelor aberante ce apar la nivelul
tumorii, in acelasi timp reprezentand sursa unor celule regulatoare si a unor factori cu rol
important n limitarea abilitatii celulelor NK si a celulelor T de a media eradicarea cancerului.
Imunofenotiparea limfocitard sau profilul tumoral in cadrul profilului tumoral sunt
determinate atat procentual cat si in valoare absolutd urmatoarele subseturi de limfocite, prin
identificarea markerilor de suprafata specifici (moleculele CD):

o limfocitele T totale (CD3+);

o celulele T naive CD45RA+, celulele T de memorie CD45RA- ;

e celule CD31+ (rezerva timica);

« limfocitele T helper (CD3+/CD4+);

o celule Treg (CD25++/CD127-);

o celule T CD8+, celule T CD8+/CD28+ (citotoxice), celule T CD8+/CD28- (reglatoare);

e raport CD4+/CD8+;

e celule T imature (CD4+/CD8+);

o celule T activate ( CD3+/HLA DR+);

e celule B (CD19+)

e celule NK (CD16+/CD56+) si NK activate.
Testul este indicat pentru monitorizarea statusului imun la pacienti cu diverse afectiuni maligne,
mai ales daca sunt aplicate tratamente de imunostimulare.
In cursul evolutiei neoplaziilor, se instaleazi constant un status de imunodeficienta (ce trebuie
urmadrit Tn dinamicd) de intensitate diferita in functie de tipul tumorii, stadiul procesului malign si
mijloacele de aparare ale organismului.



Celulele T naive CD4+CD31+ reprezinta o subpopulatie a celulelor T CD4+ naive recent
eliberate din timus. Statusul CD28 diferentiaza limfocitele CD8 cu proprietati citotoxice.
Numarul celulelor T citotoxice nu da informatii despre functia lor, acest lucru fiind posibil prin
teste functionale (teste de citotoxicitate). Celulele T CD8+ pot fi impartite in functie de expresia
pe suprafata lor a receptorului co-stimulator CD28 in CD28+ (aproximativ 50% din celulele
CD8+) si CD28-, fiecare din cele doua populatii limfocitare avand proprietati biologice si
secretoare diferite. Populatia de celule T CD28+ predomina la indivizii sdnatosi si prolifercaza in
timpul infectiilor virale primare. S-a observat ca celulele T reglatorii CD8+ CD28- sunt prezente
aproape constant in infiltratul limfocitar tumoral, fiind un potent factor supresor fata de raspunsul
imun, putand inhiba, prin intermediul IL 10, atat proliferarea celulelor T cat si citotoxicitatea
specifica anti-tumorala. Celulele T CD8+ CD28- sunt prezente in procent mai mare in sangele
periferic al bolnavilor de cancer decat la voluntarii sanatosi. Superfamilia CD28 este formata din
molecule receptoare cu actiune co-stimulatoare (CD28 si costimulatorul inductibil — ICOS) sau
inhibitoare (CTLA-4, PD-1 si BTLA) asupra celulelor T. Se considera ca CD28 este prezent pe
aproape toate celulele T CD4+ si doar pe jumatate din celulele CD8+.

Metoda — citometrie in flux.

Valori de referinta, comunicarea si interpretarea rezultatelor Orientativ, prezentam céateva
modele patologice de imunofenotipare asociate unor afectiuni maligne:

e epiteliom al buzei (operabil): scaderea valorilor procentuale pentru celulele T totale
(CD3+), T activate ( CD3+/HLA DR+) si NK ( CD16+/CD56+);

e adenocarcinom de col uterin (stadiul I — II): scaderea proportiei de celule T CD8+
(probabil T citolitice) si, inconstant, scaderea celulelor NK (CD16+/CD56+);

e adenocarcinom mamar (stadiul II): limfopenie, scaderea celulelor T totale (CD3+), B
totale (CD19+), scaderea raportului CD4+/CD8+, cresterea celulelor T CD8+ (probabil T
supresoare);

e adenocarcinom pulmonar (operabil): limfopenie, scaderea celulelor T totale (CD3+), T
activate (CD3+/HLA DR+), inconstant scaderea celulelor B (CD19+).

Cresterea celulelor T reglatoare in cursul terapiei imunostimulatoare este nefavorabila.

Testele de hemostaza

Timpul de sangerare (TS) este un test de investigare a hemostazei primare, fiind astfel un
indicator al eficientei fazelor vasculara si plachetard. TS depinde de functia si numarul
trombocitelor, prezenta proteinelor plasmatice de adeziune si de integritatea matrixului peretelui
vascular.

Tehnica de efectuare — se dezinfecteaza lobul urechii cu eter (nu cu alcool), se incizeaza ferm
lobul cu lanteta de 1.5 mm latime si reglata la 0 adancime de 3 mm, declansandu-se concomitent
cronometrul. Din 30 1n 30 de secunde se absorb picaturile de sange pe o hartie de filtru pana la
oprirea sangerarii (metoda Duke).
Valori de referinta — 1-4 minute (metoda Duke).
Valori critice — TS>15 minute.
Semnificatie clinica
TS este crescut in:
e Trombocitopenii: pentru 80000/ul, TS va fi ~10 minute, pentru 40000/ul TS va fi ~20 de
minute, pentru mai putin de 10000/ul, TS va fi > 30 de minute daca functia trombocitara
este normala.



e Afectari ale functiei trombocitare ereditare ( boala von Willebrand, trombastenie
Glanzmann, sindrom Bernard-Soulier, sindrom Wiskott-Aldrich, sindrom Chediak-
Higashi) sau dobandite ( uremie, mielom multiplu, macroglobulinemia Waldenstrom,
sindroame mieloproliferative acute si cronice, infectii virale, insuficienta hepatica severa,
medicamente).

e Tulburari ale hemostazei secundare: la 20% din pacientii cu hemofilie, 30% din
pacientii cu deficit de factor V, in unele cazuri de afibrinogenemie.

e Unele boli de tesut conjunctiv: sindrom Ehlers-Danlos.

TS crescut in prezenta unui numar normal de trombocite indica prezenta bolii von Willebrand
sau a unei disfunctii trombocitare. Afectiunile vasculare cum sunt vasculitele alergice sau
teleangiectaziile hemoragice ereditare nu se insotesc de obicei de prelungirea TS, desi uneori pot
apare sangerari spontane.TS scazut poate fi observat la unii pacienti cu hiperlipoproteinemie,
diabet zaharat sau ateroscleroza. La acesti pacienti semnificatia clinica nu este precizata.

Timpul de tromboplastina partiala activat (aPTT) este un test functional care
evalueaza calea intrinseca (prekalicreina, kininogenul cu greutate moleculara mare — HK, factorii
X1, X1, IX, VII) si comuna a coagularii (factorii X, V, Il, 1). Deficienta sau inhibitia HK,
prekalikreinei sau factorilor XII, X1, IX si VIII determina prelungirea aPTT cu PT normal, in
timp ce deficiente ale factorilor caii comune a coagularii (X, V, I, fibrinogen) pot prelungi atat
aPTT cat si PT. aPTT nu este influentat de deficiente ale FVII sau FXIII.

Indicatiile pentru efectuarea testului sunt:

e Detectarea deficientelor congenitale sau dobandite ale factorilor de coagulare mentionati
mai sus si suspiciunea de hemofilie sau boala von Willebrand.

e Monitorizarea tratamentului cu heparind nefractionatd si inhibitori trombinici (hirudin,
argatroban).

e Suspectarea prezentei de inhibitori factor-specifici sau nespecifici ai coagularii (ex.
anticoagulantul lupic). Prezenta anticoagulantilor lupici se asociaza cel mai frecvent cu
tendinta clinica spre tromboza.

e Evaluarea preoperatorie a riscului hemoragic.

Exprimarea rezultatelor — in secunde, domeniul masurabil: 20-240s.

Valori de referinta

—Normal: <40s

— Interval terapeutic: in cursul heparinoterapiei: 1.5-2.5 ori valoarea nivelului de control.
Heparina administrata intravenos potenteaza efectul inhibitor al antitrombinei asupra factorilor
X1, X1, IX, X si Il (efectul se exercita mai ales asupra factorilor X a si a trombinei). Efectul
anticoagulant apare imediat. Deoarece timpul de injumatatire al heparinei este de 3 ore, proba de
sange pentru aPTT se recolteaza la 3 ore dupa sau cu 0 ora inainte de administrarea heparinei.
Valori critice — aPTT >70s (risc de sangerare spontana).

Interpretarea rezultatelor

e Prelungirea aPTT apare in toate deficitele congenitale ale caii intrinseci (inclusiv
hemofilia A si B, boala von Willebrand), tratamentul cu heparina nefractionata, inhibitori
trombinici (hirudin, argatroban), streptokinaza, urokinaza, tratament cu anticoagulante
orale, deficit de vitamina K, malnutritie, hipofibrinogenemie, afectiuni hepatice, CID,
prezenta produsilor de degradare a fibrinei, prezenta anticoagulantilor circulanti factor-
specifici (sunt observati cel mai adesea la 5-10% din pacientii cu hemofilie ca anti-factor
VI sau anti-factor 1X; de asemenea Ac anti-FVIII pot aparea la varstnici Sau in sarcind)



sau nespecifici — anticoagulantii lupici (primari sau secundari in: LES si alte boli
autoimune, boli maligne, ca reactie la medicamente, dupa transfuzii multiple, in
tuberculoza, glomerulonefrita cronica).
Rezultatele aPTT se coroboreaza cu valorile PT:
—PT normal cu aPTT prelungit: sugereaza deficitul HK, prekalikreinei sau unuia din factorii
VI, IX, Xl si/sau XII.
— PT prelungit cu aPTT normal: sugereaza un posibil deficit de factor VII. FVII avand un timp
de injumatatire scurt comparativ cu factorii dependenti de vitamina K ai caii intrinseci,
deficientele nutritionale sau terapeutice ale factorilor dependenti de vitamina K pot determina
uneori PT prelungit cu aPTT normal.
—PT si aPTT prelungite: sugereaza deficitul unuia din factorii I, 11, V sau X.

Timpul de protrombina QUICK (PT, timpul Quick) include INR. Timpul de protrombina
(PT) evalueaza activitatea factorilor implicati pe calea extrinseca si comuna a coagularii : FVII-
proconvertina, FX-factorul Stuart-Prower, FV-proaccelerind, Fll-protrombina si Fl-fibrinogenul.
Factorii coagularii 11, VII, IX si X sunt sintetizati in ficat sub forma inactiva (PIVKA). Ca
urmare PT evalueaza atat activitatea factorilor de coagulare dependenti de vitamina K (mai putin
FIX), a factorului V si a fibrinogenului, cat si functia de sinteza proteica a ficatului, cu implicatii
diagnostice si terapeutice. Un PT prelungit indica deficienta unuia sau mai multor factori de
coagulare (1, 11, V, VII, X) sau prezenta unui inhibitor.
Indicatii pentru efectuarea testului
* PT este testul cel mai comun utilizat pentru monitorizarea terapiei anticoagulante orale
(warfarind), acesta fiind sensibil la trei din cei patru factori de coagulare dependenti de vitamina
K.
« Screeningul deficientelor congenitale sau dobandite ale factorilor 11, V, VII, X si
fibrinogenului.
» Disfibrinogenemii.
* Prezenta inhibitorilor fata de factorii de coagulare.
» Deficitul de vitamina K.
» Monitorizarea functiei de sinteza proteica a ficatului.
« Screeningul preoperator al hemostazei.
Exprimarea rezultatelor

e Catimp de coagulare — in secunde;

e Caprocent (%) din activitatea normala = activitatea protrombinica (AP); domeniul

masurabil = 10-100%;

e Ca raport protrombinic (PR=PT pacient in sec/PT plasma normala in sec);

e CalNR (International Normalized Ratio).
Numeroase studii internationale au aratat ca in faza stabila a terapiei cu anticoagulante orale
(ACO) rezultatele pot varia semnificativ in functie de tesutul de origine a tromboplastinei cat si
de instrumentul folosit pentru determinarea acestora. Pentru a rezolva aceasta problema,
Organizatia Mondiala a Sanatatii a introdus din 1982 o procedura internationala standardizata de
validare a tromboplastinelor. Rezultatele obtinute prin aceasta procedura, in timpul unui
tratament anticoagulant stabilizat, nu depind de reactivul folosit. Astfel raportul protrombinic
este convertit in INR (International Normalized Ratio) conform formulei:

INR = (PTpacient/PTplasma normala)”ISlI



ISI = indice international de sensibilitate (International Sensitivity Index) a tromboplastinei
folosite, calculat in raport cu tromboplastina de referinta pentru care ISI1=1. Valorile ISI ale
tromboplastinelor folosite in lume variaza intre 1 si 3 si sunt stabilite de producatori pentru
fiecare lot de reactivi. Cu cat valoarea I1SI este mai apropiata de 1, cu atat sensibilitatea
reactivului la terapia cu ACO este mai mare.
INR este util numai pentru pacientii cu terapie anticoagulanta orala stabila si nu are nici o
valoare pentru diagnosticul sau tratamentul celor cu PT prelungit din alte motive. INR are
acuratete mai mica atunci cand este utilizat la debutul tratamentului cu ACO. Totusi acesta este
mai de incredere decat raportul PT neconvertit si se recomanda a fi folosit atat la initierea cat si
in timpul tratamentului de intretinere cu ACO.
Valorile de referinta :

—Normal, activitatea de protrombina> 70%; valorile > 100% nu prezinta semnificatie
clinica.

— Intervalul terapeutic:

e INR=2.0-3.0 (2.5): pentru majoritatea situatiilor clinice: profilaxia si tratamentul
trombozei venoase; tratamentul embolismului pulmonar; profilaxia emboliei sistemice la
pacientii cu fibrilatie atriald, infarct miocardic (daca se asociaza aspirind), boala valvulara
mitrald reumatica, prolaps de valva mitrala, calcficare inelara mitrala, trombus mobil de
arc aortic, valve cardiace biologice sau proteze mecanice bivalvulare aortice; chirurgia
soldului si genunchiului; tromboza de sinus venos; sindrom antifosfolipidic.

e INR=2.5-3.5 (3.0): valve cardiace mecanice, episoade tromboembolice repetate la
pacienti anticoagulati cu INR terapeutic.

e INR=3.0-4.0 (3.5): infarct miocardic, pacienti cu tromboza remisa de proteza valvulara
mecanica aortica.

e INR=3.5-4.5 (4.0): pacienti cu tromboza remisa de proteza valvulard mecanica mitrala.

e INR=1.5-1.9: pacienti cu un prim episod neprovocat de tromboza venoasa profunda sau
embolism pulmonar, dupa primele 3 luni de tratament, in cazul in care nu este posibila
testarea INR la interval de 4 saptamani pentru monitorizarea tratamentului; preventia
primard a infarctului miocardic la pacienti cu risc crescut.

Valori critice: INR > 6 — risc hemoragic (mai ales la pacientii cu boli gastro-intestinale, HTA,
boli renale, cerebro-vasculare, tratament antiagregant, alte medicamente potentiatoare).
Interpretarea rezultatelor:

e PT prelungit (AP scazuta): tratament cu anticoagulante orale, deficit congenital sau
dobandit de factori Il, V, VII, X, deficit de vitamina K la nou nascuti, diateze hemoragice
la nou nascuti, afectiuni hepatice, obstructie biliara, tulburari de absorbtie intestinala a
grasimilor (de ex.: sprue, boala celiaca, diaree cronica), malnutritie, CID, sindrom
Zollinger-Ellison, hipofibrinogenemie (fibrinogen <60mg/dL), disfibrinogenemie,
prezenta de anticoagulanti circulanti (inhibitorii specifici fata de factorii caii extrinseci
sunt foarte rari), unii pacienti cu anticoagulant lupic cu Ac care leaga si cresc clearence-
ul FIl, amiloidoza (prin niveluri scazute de FX).

Timpul de trombina (TT) Setul initial de teste efectuate pentru investigarea unei anomalii
hemostatice include PT, aPTT si numarul de trombocite, pentru evaluarea larga a componentelor
majore ale sistemului hemostatic. PT si aPTT pot fi prelungite in multe situatii si efectuarea unei
baterii de teste de coagulare este adesea necesard pentru determinarea cauzei anomaliei



hemostatice, unul dintre aceste teste fiind TT. Astfel TT reflecta in principal functiile si
interactiunea dintre trombina exogena si fibrinogenul endogen.
Recomandari pentru efectuarea testului:
e Investigarea cauzei unui PT sau aPTT prelungit,
e Diagnosticarea CID,
e Disfibrinogenemii, hipo-/afibrinogenemii,
e Monitorizarea tratamentului cu activatori ai plasminogenului (streptokinaza si urokinaza).
Exprimarea rezultatelor — in secunde; domeniul masurabil: 13 - 240 s.
Valori de referinta — <21s.
Valori critice: >60s.
Interpretarea rezultatelor
e Prelungirea TT apare in hipo-/dis-/afibrinogenemii, terapie cu heparina, argatroban,
hirudind, CID, mielom multiplu (prin prezenta paraproteinei), prezenta in plasmi a
anticorpilor anti-trombina (ca de ex. in amiloidoza), prezenta produsilor de degradare ai
fibrinogenului/fibrinei (PDF), uremie, afectiuni hepatice severe, boli maligne, tratamentul
cu activatori ai plasminogenului (streptokinaza, urokinaza, activatorul tisular al
plasminogenului).
e TT va fi prelungit cand nivelul de fibrinogen functional va fi <100 mg/dL.
e Un TT prelungit nemasurabil este in general rezultatul prezentei heparinei sau, mai rar, al
prezentei anticorpilor antitrombina sau al afibrinogenemiei.



