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LABORATORUL DE FIZIOLOGIE

INSTRUCTIUNI PENTRU STUDENTI

1. Verificati programul lucrarilor practice si
cititi materialul scris din caietul de lucrari
practice Tnainte de LP-ul de fiziologie. in acest
mod, veti avea informatiile necesare pentru
derularea unui dialog si veti fi capabili sa va
organizati cu usurinta experimentele.

2. Fiti atenti la explicatiile cadrului didactic
in legdturd cu modul de desfasurare al
experimentului.

3. Este obligatorie consultarea manualului
de lucrdri practice. Acesta trebuie adus la
fiecare laborator: forma printata sau o copie
electronica.

4. Tnainte de utilizarea aparaturii de
laborator, verificati daca aceasta este in stare
buna de functionare. in cazul in care observati
o defectiune, anuntati imediat cadrul didactic
supraveghetor.

5. Majoritatea experimentelor vor fi
realizate de catre grupe mici de studenti, insa
fiecare student trebuie sa fie capabil sa
realizeze experimentul individual. Totodata,
fiecare student din grup trebuie sa aiba o
contributie egala in realizarea experimentului
si sa fie capabil de a interpreta rezultatele
obtinute.

REGULI DE DISCIPLINA TN LABORATOR

1. Este obligatorie purtarea unui halat de
protectie.

2. Spatiul de lucru trebuie mentinut curat
pe parcursul si la finalul desfasurarii
experimentului.

3. Studentii sunt responsabili de spalarea
instrumentarului de lucru (pipete, eprubete,
instrumente pentru disectie etc.)

4. Substantele chimice vor fi manipulate cu
grija, conform instructiunilor primite la
disciplinele conexe de Chimie. Este interzisa
folosirea pipetelor pentru aspirarea oricarei
substante chimice.

5. Este necesara purtarea unui echipament
de protectie adecvat (manusi, masca) atunci

cand se utilizeaza produse biologice pentru
realizarea experimentelor.

6. 1n cazul manipuldrii broastelor se vor
folosi doar manusi confectionate din nitril.

7. Studentii sunt responsabili de procurarea
propriului echipament de protectie.

8. Studentii vor fi anuntati din timp fin
situatia Tn care este necesar un instrumentar
individual (ex. instrumentar pentru disectie).
9. in cazul recoltirii probelor de sange, se
vor utiliza doar ace si lancete sterile.

10. Tn cazul utilizdrii animalelor vii pentru
realizarea experimentelor, se va fincerca
limitarea factorilor stresori si se vor respecta
cu rigoare regulile de contentie pentru
prevenirea  accidentelor (atat pentru
siguranta animalului, cat si pentru cea a
examinatorului).

11. Tnainte de utilizarea microscopului din
laboratorul de fiziologie, este necesard
consultarea ghidului de utilizare.

12. Tn cadrul laboratorului de fiziologie sunt
incurajate discutiile libere si schimbul de idei.
n cazul neldmuririlor, studentii sunt incurajati
sa se adreseze in mod direct cadrului didactic
pentru explicatii suplimentare.

13. Studentii sunt responsabili pentru
instrumentele pe care le utilizeazi. Tn cazul
distrugerii, acestea vor fi inlocuite de catre
student.

14. Este necesara mentinerea unei igiene
corespunzatoare pe parcursul lucrarilor
practice — spalarea mainilor si utilizarea
substantelor dezinfectante.

15. in cazul unor afectiuni cu potential
infectios (ex. gripa), studentii sunt indrumati
sa nu participe la lucrarile practice (si sa
procure  documentele  corespunzatoare
pentru motivarea absentei — ex. scutire
medicala, urmand ca la sfarsitul semestrului
sa participe la sesiunea de refacere a lucrarilor
practice pentru validarea motivarii
absentelor). Daca studentul alege sa participe
la lucrarile practice, se recomanda folosirea
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unei masti medicale de protectie pentru
limitarea riscului de transmitere a afectiunii.
16. Este interzisa utilizarea reactivilor din
flacoane ce nu prezinta o eticheta pe care este
nscrisa identificarea clara a continutului.

17. Materialele didactice si aparatele de uz
medical vor fi folosite numai in conformitate
cu instructiunile primite de la cadrul didactic.

OBIECTIVE

Tnainte de abordarea subiectului de studiu,
este necesara consultarea segmentului de
Obiective prezentat la Tnceputul fiecarui
subcapitol. n acest segment vor fi prezentate
punctele de interes necesare a fi parcurse
pentru o bund intelegere a materialului
didactic.

EVALUARE

Evaluarea studentilor va fi realizatd pe
parcursul semestrului, prin aprecierea
gradului de implicare in activitatea de
laborator (atat activitate practica de realizare
a experimentelor, cat si activitate in dialogul
de prezentare a sectiunii teoretice).

O alta parte a evaluarii studentilor va fi
legata de realizarea fiselor de lucru (in care
vor fi finscrise rezultatele obtinute Ila
experimentele realizate si  modul de
participare al fiecarui student din grupa de
lucru).

Evaluarea finala va fi sub forma de test scris
si va verifica cunostintele acumulate pe tot
parcursul semestrului. Pentru evaluarea
finala, toate informatiile teoretice necesare
vor fi cuprinse in manualul de lucrari practice.

CONTENTIA ANIMALELOR DE EXPERIENTA

Broasca — nu prezinta un pericol activ pentru
examinator (prin muscare sau zgariere). Este
necesara o singura mana pentru realizarea
contentiei. Corpul broastei se fixeaza in palma
mainii si pozitia se adapteaza in functie de

manopera ce urmeaza a fi realizata. De
retinut, broasca nu reprezinta un vector activ
pentru transmiterea unor boli, dar in cazuri
rare pot aparea iritatii ale pielii. Pentru
prevenirea acestora se recomanda utilizarea
unor manusi confectionate din nitril.

Cainele — prezintda un risc crescut pentru
examinator, prin muscare sau zgariere si
necesita o abordare prudenta.

Este recomandatd aplicarea unei botnite,
sau prinderea botului cu ajutorul unei fese de
tifon (cu nod duble, unul in partea superioara
a botului, si unul realizat la nivelul cefei,
fnapoia urechilor).

Pentru cainii de talie mica, imobilizarea se
poate realiza si prin prinderea pielii de la
nivelul cefei.

Dupa eliminarea riscului de accidentare,
animalul poate fi asezat si mentinut in pozitia
necesara realizarii procedurii urmarite
(decubit ventral, dorsal, lateral).

Pisica — prezintd un risc foarte crescut pentru
examinator, prin muscare sau zgariere si
necesita o manipulare prudenta.

Este recomandata imobilizarea prin
prinderea pielii de la nivelul cefei pentru
limitarea miscarilor capului, urmatda de
prinderea membrelor (poate fi necesara
participarea unui al doilea examinator in cazul
pisicilor foarte agresive).

O alta posibilitate este infasurarea
animalului intr-un material textil rezistent (ex.
prosop).

lepure — prezinta un risc minor pentru
examinator, prin zgariere (atentie la
membrele posterioare).

lepurele se prinde de pielea de la nivelul
cefei, apoi cu a doua mana se imobilizeaza
membrele posterioare. Animalul poate fi tinut
in bratele studentului care realizeaza
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contentia, sau poate fi mentinut intr-o pozitie
fixa pe masa de examinare.

Soarecele - prezinta un risc crescut pentru
examinator prin muscare.

Soarecele se contentioneaza prin prinderea
cozii la nivelul varfului acesteia, apoi cu a doua
mana prinderea pielii de la nivelul cefei. Coada
poate fi transferata si prinsa in aceeasi mana
cu care s-a realizat prinderea pielii.

Sobolanul - prezinta un risc crescut pentru
examinator, prin muscare.

Sobolanul se prinde cu mana sau cu ajutorul
unei pense la nivelul pielii din zona cefei, apoi
CuU mana opusa se va prinde coada animalului.
Gaina — prezintd un risc minor
examinator, prin zgariere.

Gdina este prinsa si sustinuta in zona
pieptului, apoi cu aceeasi mana se prind
picioarele. Cu mana opusa se vor fixa aripile.

pentru

Microscopul optic

Cunoasterea modului de utilizare a
microscopului optic este obligatorie pentru
participarea activa in cadrul lucrarilor practice
de Fiziologie. Veti utiliza microscopul in cadrul
capitolelor Hematologie, Sistem cardio-
circulator, Sistem excretor si Sistem
reproducator. Microscopul mai este utilizat in
mod frecvent in cadrul disciplinelor de
Histologie, Fiziopatologie, Anatomie
Patologica, Microbiologie, Parazitologie etc.
Astfel, utilizarea corespunzatoare a acestui
instrument  medical de baza  este
indispensabila pentru un viitor practician,
indiferent de domeniul de activitate al
viitoarei cariere medicale.

Acest subcapitol are ca scop o scurta
rememorare a  componentelor  unui
microscop si listarea modului de utilizare si de
realizare a reglajelor pentru confortul
utilizatorului.

Microscopul are ca scop marirea unei
imagini pentru a observa detalii ce nu pot fi
surprinse cu ochiul liber. Pentru a realiza acest
lucru, microscopul foloseste doua lentile:
prima este reprezentata de oculare, iar a doua
este reprezentatd de obiective.
Componentele principale ale microscopului
sunt prezentate in figura 1.

Fig. 1 ale

Principalele
microscopului optic. * 1—oculare, 2 —revolver
cu obiective, 3 — masuta microscopului, 4 —
calareti reglabili pentru fixarea lamei, 5 —
condensator cu diafragmda, 6 — sursa de
lumind, 7 — dispozitiv de deplasare a lamei
(stanga — dreapta si sus —jos), 8 — macroviza.

componente

Puterea de madrire a microscopului este
legata in mod direct de obiectivul utilizat
pentru examinarea preparatului. Obiectivele
uzuale sunt prezentate in figura 2.

Puterea de marire a microscopului se poate
calcula prin Tnmultirea puterii de marire a
ocularului (10x) cu puterea de madrire a
obiectivului (4x, 10x, 20x, 40x, 60x, 90x, 100x).
Daca se foloseste un obiectiv 100x, atunci
puterea de marire a microscopului va fi 10 x
100 = 1000, adica preparatul de pe lama este
marit de 1000 de ori.

in mod obisnuit, obiectivele 4x si 10x sunt
utilizate pentru orientare, localizarea zonelor
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de interes in preparat, sau depistarea unor
modificari cu intindere mare, paraziti de
dimensiuni mari etc. Obiectivele medii 20x si
40x sunt utilizate pentru diagnosticul
histologic si pentru unele teste de
hematologie. Obiectivele cu putere mare de
marire 60x, 90x, 100x sunt utilizate pentru
diagnostic citologic si hematologie, deoarece
permit observarea detaliilor.

Fig. 02 Obiective fixate pe revolver, 4x, 10x,
40x si 100x.2

Puterea de marire a diferitelor tipuri de
obiective poate fi observata in figurile 3 — 6.

't

A Flg 03 Sange 10x

L° o8

Fig. 05 — Sange 50x

% s

l 20um |

Fig. 06 — Sange 100x
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Modul de lucru
Tnainte de utilizare, se recomandd stergerea
ocularelor, a obiectivelor si a sursei de lumina.

Examinarea  preparatului va incepe
intotdeauna cu un obiectiv mic. Prin rotirea
revolverului, se va selecta un obiectiv cu
putere mica de marire (4x, 10x).

Lama se asaza pe masa microscopului cu
lamela/ preparatul in sus, inspre lentila
obiectivului (in caz contrar, imaginea poate fi
obtinuta cu un obiectiv mic, dar nu si cu
obiectivele mari). Lama este prinsa intre
caldretii suportului port-lama, iar cu ajutorul
dispozitivului de deplasare a lamei, se aduce
fn cdmpul optic (zona luminatd) portiunea din
lama ce contine preparatul.

Se focalizeaza imaginea cu ajutorul
macrovizei si ulterior al microvizei. Pentru
schimbarea obiectivului (ex. 40), se roteste
revolverul pentru selectarea obiectivului, apoi
focalizarea poate fi facuta DOAR din microviza
pentru a evita spargerea lamei si deteriorarea
lentilelor.

Pozitia utilizarea

corecta pentru

microscopului este exemplificata in figura 7.

Fig. 07 Pozitionarea corecta a examinatorului
in momentul utilizarii microscopului. 3

Pentru utilizarea obiectivelor 90x sau 100x,
este necesard utilizarea uleiului de imersie.
Tnainte de glisarea obiectivului, se adauga o
picitura de ulei pe portiunea destinata
examinarii (aflata in zona luminata). Lama va
ramane intotdeauna pe pozitie iar focalizarea
se va face cu ajutorul microvizei.

Odata cu prinderea imaginii pot fi facute si
reglaje pentru confortul examinarii:

- Distanta dintre oculare trebuie sa fie
adaptata pentru fiecare utilizator in parte.
Acestea vor fi apropiate sau departate pana la
obtinerea unei imagini unice.

- Examinarea se face prin ambele oculare
simultan si fara ochelari de vedere.

- Unul dinte oculare are un dispozitiv propriu
de microvizare pentru adaptarea lentilei (in
cazul in care utilizatorul are dioptrii diferite
pentru corectarea vederii).

- Tn cazul examinérii preparatului cu obiective
mici, lumina trebuie ajustata la o intensitate
mai redusa. Lumina va fi ajustata din nou in
cazul utilizarii unor obiective cu putere mare
de marire. Ajustarea intensitatii luminii poate
fi realizata din diafragma (inchidere si
deschidere), sau de la nivelul dispozitivului
dedicat (exista diferente intre modelele de
microscoape utilizate.

fnainte de inceperea aplicatiei practice se
recomanda studierea microscopului si
familiarizarea cu componentele acestuia si
modul de functionare.

Imagini realizate de:

1.Pavel Danilyuk ,Pexels (imagine modificatd)
2.Roberto Carrafa, Pexels (imagine modificata)
3.Pavel Danilyuk, Pexels


https://www.pexels.com/@pavel-danilyuk?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels
https://www.pexels.com/photo/technology-lens-laboratory-medicine-8442022/?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels
https://www.pexels.com/@roberto-carrafa-2159534?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels
https://www.pexels.com/photo/industry-technology-lens-binoculars-3908180/?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels
https://www.pexels.com/@pavel-danilyuk?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels
https://www.pexels.com/photo/man-woman-technology-student-8442439/?utm_content=attributionCopyText&utm_medium=referral&utm_source=pexels

FENOMENE BIOFIZICE

Biofizica reprezinta stiinta ce aplica
teoriile si metodele fizicii pentru studierea si
intelegerea sistemelor biologice.

Aceastd ramurd stiintifica studiaza
organismul fncepand cu procese simple
precum difuziunea, panda la cercetari
complexe ale sistemelor de tesuturi si
organe, cu implicarea unor discipline
precum matematica, fizica, chimie, inginerie
si farmacologie, cu scopul final de a intelege
modul de functionare a materiei vii.

Acest capitol abordeaza cateva fenomene
biofizice simple, ce pot fi explorate si
demonstrate Tn contextul unui laborator
didactic.

Disociatia electrolitica

Obiective:

1.Definirea termenilor

2.Cunoasterea materialelor necesare si
a modului de lucru

3.Explicarea fenomenului observat in
experiment

4.Enumerarea proceselor biologice ale
organismului ce implica fenomenul de
disociatie electrolitica

Disociatia  reprezinta fenomenul de
descompunere a unui compus chimic in
elemente mai simple. Disociatia electrolitica
sau ionica (ionizare) reprezinta
descompunerea unei substante in ioni, cu
ajutorul unui solvent sau a unei surse de
energie. lonii reprezintad particule incarcate
electric, iar disociatia ionica explica
fenomenul de conductivitate electrica.

Electrolitii pot fi definiti ca substante care
scindeaza in ioni la dizolvarea in apa.
Electrolitii sunt formati din doua tipuri de
ioni: pozitivi (cationi) si negativi (anioni).
Electroliza reprezinta o metoda de separare
a unor molecule sau compusi cu ajutorul
curentului electric.

Materiale necesare: vas transparent din
sticla sau material plastic, solutie NaCl 10%,
fenolftaleina 1%, sursa de curent electric
(baterie), fire conductoare.

Mod de lucru si interpretare

Se adauga o cantitate suficienta de solutie
de clorura de sodiu 1n recipientul
transparent. Se poate folosi in acest sens o
sticla de ceas sau o placa Petri.

Se introduc electrozii in solutie si se
observa formarea bulelor de gaz in jurul
acestora ce semnifica disocierea apei si a
clorurii de sodiu. Electrodul negativ este
numit catod iar electrodul pozitiv este numit
anod. Fiecare electrod va atrage ionii cu
sarcini opuse, astfel ionii cu sarcina pozitiva
(cationi) vor migra spre catod, iar ionii cu
sarcina negativa (anioni) vor migra spre
anod (Figura 1).

Cl-, OH-

Na+, H+

Fig. 01. Schema experimentului pentru
observarea disociatiei electrolitice.

La nivelul anodului va avea loc procesul de
oxidare (pierderea de electroni), iar datorita
faptului ca apa este mai greu de oxidat decat
clorul, bulele de gaz de la nivelul
electrodului pozitiv vor fi reprezentate de
clor gazos.

2Cl.=Clx + 2e
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La nivelul catodului va avea loc procesul
de reducere (pierderea de electroni), iar
datorita faptului ca apa este mai usor de
redus decat ionii de sodiu, bulele de gaz de
la nivelul electrodului negativ vor fi
reprezentate de hidrogen.

2H20 + 2e" = H2 + 20H"

Pentru a verifica aceste procese, se pot
adauga 2 — 3 picaturi de fenolftaleina in vas,
observandu-se virarea zonei din dreptul
anoduluiin roz—mov, indicand un pH alcalin
dat de prezenta ionilor OH".

La nivelul organismului, disociatia ionilor
este vitala, aceste molecule fiind
responsabile  de  stabilirea  presiunii
osmotice, formarea si transmiterea
potentialului electric, activarea enzimelor,
contractia muschilor etc.

Difuziunea

Obiective:

1.Definirea fenomenului de difuziune
2.Cunosterea modului de lucru si a
materialelor necesare realizarii
experimentului

3.Cunoasterea factorilor ce influenteaza
viteza de difuziune

4.Exemplificarea unor procese biologice
bazate pe fenomenul de difuziune

Difuziunea reprezintd procesul prin care o
substanta trece dintr-o zona cu concentratie
mare intr-o zona cu concentratie mica, pana
cand cele doud concentratii se egalizeaza.
De exemplu, daca intr-o incapere este
deschisa o sticla cu clor, mirosul specific va
fi perceput initial doar in vecinatatea sticlei,
dupa un timp Tnsa putand fi perceput acelasi
miros chiar si in cel mai indepartat punct
fatd de recipient (cu o intensitate mai
redusa). Daca se inchide sticla, intensitatea

mirosului va fi perceputa la un moment dat
la fel in orice punct al incaperii.

La nivel celular, citoplasma are o
consistenta vascoasa, ceea ce incetineste
difuziunea particulelor in comparatie cu
difuziunea Tn apa. Observarea miscarii de
difuziune poate fi realizata pe medii
vascoase precum gelatina sau agarul, in care
se introduc substante colorate.

Materiale necesare

Pentru realizarea acestui experimenta va fi
nevoie de placa Petri cu agar sau gelating,
pipete Pasteur, solutie de permanganat de
potasiu, solutie de albastru de metilen,
termostat, gheata, rigla si cronometru.

Mod de lucru

ntr-o plac Petri cu gelatind sau agar se face
o adanciturda in centru (cu varful unei
pipete). in spatiul creat, se depune o
picatura de solutie de albastru de metilen si
se porneste cronometrul (Figura 2).

Fig. 02. Depunerea unei picdturi de albastru
de metilen in centrul pldcii Petri.
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Se mdsoard cu ajutorul riglei diametrul
punctului de culoare si se noteaza. Placa se
mentine pe tot parcursul experimentului la
temperatura laboratorului. Dupa 5, 10, 15,
30 si 60 de minute, se masoara diametrul
petei de culoare (Figura 3) iar valoarea
obtinuta se imparte la 2 pentru obtinerea
distantei parcurse de albastru de metilen in
mediul vascos.

B. Influenta dimensiunii moleculei
difuzante
Pe alta placa Petri pot fi depuse concomitent
o picatura de solutie de albastru de metilen
si o0 picatura de solutie de permanganat de
potasiu. Se vor masura diametrele si se va
calcula distanta si apoi viteza pentru cele
douad substante, la 5, 10, 15, 30 si 60 de

minute (Figura 4).

Fig. 03. Mdsurarea diametrului petei de
culoare, corespunzdtoare distantei parcurse
de albastru de metilen in gelatind sau agar.

A. Influenta temperaturii

Asemdnator cu primul experiment, se
adauga cate o picatura de albastru de
metilen Tn adancitura realizata in doua placi
Petri cu agar sau gelatind. Se pune capacul
cutiei Petri si se introduce la termostat la
37°C. Se calculeaza distanta parcursa de
colorant la 5, 10, 15, 30 si 60 de minute. A
doua placa Petri se va aseza pe un pat de
gheata, unde se va mentine pe toata durata
experimentului. Se calculeaza distanta
parcursa de substanta coloranta la 5, 10, 15,
30 si 60 de minute.

Fig. 04. Difuzarea albastrului de metilen
(albastru) si a permanganatului de potasiu
(rosu) in mediu vdscos (agar sau gelating).
C. Influenta vascozitatii mediului de
difuziune

intr-o placd Petri cu gelatind si sirop de
zahar, se va realiza o adancitura centrald in
care se depune o picatura de solutie de
albastru de metilen. Se va masura diametrul
initial al picaturii, apoi diametrul petei de
culoarela 5, 10, 15, 30 si 60 de minute. Placa
se mentine pe tot parcursul experimentului
la temperatura laboratorului.

D. Influenta

difuzante
Pe o placa Petri cu gelatind sau agar se
depune o picatura de albastru de metilen

concentratiei substantei
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intr-o adancitura realizata central cu varful
unei pipete. Solutia de albastru de metilen
va avea o concentratie mai mica decat cea
utilizata la primul experiment. Se va calcula
distanta parcursa de substanta coloratd la 5,
10, 15, 30 si 60 de minute. Alternativ, se pot
plasa pe aceeasi placa cate o picatura de
solutie de albastru de metilen cu
concentratie mare si o picatura de solutie de
albastru de metilen cu concentratie mica.

Interpretare

Viteza de difuziune este foarte mare in
mediile gazoase si este mare intre doud
medii lichide miscibile (datoritd prezentei
curentilor de convectie). Aceasta viteza
scade direct proportional cu densitatea
mediului de difuziune.

Viteza de difuziune scade odata cu
distanta parcursa. Particulele difuzeaza
rapid pe distante scurte, fiind necesar un
timp mult mai lung pentru a parcurge
distante mai mari. Timpul necesar difuzarii
unei distante calculat ca patratul distantei.
Daca in 2 ore distanta parcursa de substanta
colorata a fost de 1 cm, atunci pentru a
difuza pe o distanta de 2 cm, timpul va fi de
2 ore x 2% (cm), adic3 8 ore.

Viteza de difuziune este direct
proportionald cu temperatura mediului de
difuziune, astfel, distanta difuzata va fi
maxima in placa mentinuta la termostat si
minima Tn placa tinuta pe pat de gheata.

Un factor de influenta al vitezei de
difuziune este reprezentat de dimensiunea
moleculei difuzante. Moleculele mici
precum permanganatul de potasiu vor
difuza mai rapid decat moleculele mari
precum albastrul de metilen.

Viteza de difuziune este invers
proportionala cu densitatea mediului de
difuziune, astfel ca distanta de difuziune va
fi mai mica in placa cu gelatina si sirop de
zahar.

in organism, procesul de difuziune
participa la derularea unor procese biologice
si chimice importante. Un exemplu ar fi
transportul gazelor respiratorii. Oxigenul se
gaseste Tn concentratii mult mai mari in
arteriole fata de mediul intern celular. La
nivelul capilarelor, prin procesul de
difuziune pasiva, oxigenul trece prin
membrana capilarului si patrunde in celule.

n afard de schimburile gazoase, procesul
de difuziune faciliteaza absorbtia intestinala
a nutrientilor, propagarea potentialului de

actiune si  pentru aproape toate
evenimentele dezvoltarii embrionare.
Osmoza

Obiective:

1.Definirea procesului de osmoza
2.Definirea presiunii osmotice

3.Stabilirea diferentelor intre
osmolaritate si tonicitate

4insusirea  notiunilor de  solutii
hipotone, izotone si hipertone si

cunoasterea efectelor acestora asupra
hematiilor

5.Stabilirea importantei procesului de
osmoza in organism

Osmoza reprezintda un fenomen biofizic
intdlnit Tn cadrul sistemelor biologice si
descrie difuziunea unui solvent (apa) printr-
0 membrand semipermeabila (membrana

celulard), in sensul gradientului de
concentratie.
La nivelul celulei, apa migreaza din

compartimentul cu concentratie mai mare
in compartimentul cu concentratie mai
micd, cu scopul de a egaliza concentratia
moleculelor active osmotic in cele doua
compartimente separate de membrana.
Presiunea osmotica reprezinta presiunea
hidrostatica necesara opririi trecerii apei
printr-o  membrana semipermeabild ce
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desparte compartimente ce contin solutii cu
compozitii diferite. n contextul
organismului, membrana poate  fi
reprezentata de un strat de celule sau de
catre membrana celulara.

Osmolaritatea unei solutii este
determinata de numadrul total de particule
active osmotic. Osmolaritatea este calculata
ca fiind suma concentratiilor molare a
solvitilor, Tnmultite cu coeficientul osmotic
al acestora. Coeficientul osmotic reprezinta
la randul sdu gradul de disociatie a solvitului
in solvent.

Tonicitatea face referire la efectul unei
solutii asupra volumului celular ca o
consecintd  permeabilitati  membranei
pentru solvit. Tonicitatea este determinata
de osmolaritate si de permeabilitatea
membranei fata de solvit.
Tonicitatea solutiilor poate
consecinte:
= trecerea apei din interiorul celulei spre
exterior (solutii hipertone),
= trecerea apei din exteriorul celulei in
interiorul acesteia (solutii hipotone)
= si situatia Tn care nu se produc miscari
ale volumului de apa prin membrana (solutii
izotone).

Doua solutii izoosmotice pot sa nu fie si
izotonice. Un astfel de exemplu fiind
comparatia dintre clorura de sodiu si uree,
ambele solutii sunt izoosmotice, dar
membrana celulara este permeabila pentru
uree (nu si pentru clorura de sodiu), astfel,
ureea este o solutie hipotona.

avea trei

Materiale necesare realizdrii
experimentului: proba de sdnge (recoltat pe
anticoagulant sau sdnge proaspat recoltat
prin punctie capilard, lame de microscop,
lamele, solutie de clorura de sodiu de
concentratii diferite (0,9%, 0,4% si 10%) si
microscop optic.
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Mod de lucru si interpretare
Pe trei lame de microscop sunt depuse 2 -3
picaturi din cele 3 solutii de concentratii
diferite de clorura de sodiu peste care se
adauga o picatura mica de sange. Solutia se
acoperd apoi cu o lameld si se examineaza la
microscop cu obiectiv mare (x40 sau x100).
in cazul solutiei izotone de clorurd de
sodiu (0,9%), concentratia ionilor de clor si
sodiu din exteriorul celulei este identicad cu
cea din interiorul celulei (figura5). Prin
urmare, nu este exercitatda presiune
osmoticad iar apa trece in nicio directie a
membranei celulare.

Aspectul  hematiilor  observate la
microscop va fi de celule integre, cu aspectul
tipic de discocite (forma de disc
aplatizate), cu o zona centrald
concavitate bine evidentiata.

)

o /]

de

' o,

(H) H

o Cl

Fig. 05. Solutie izotond de clorurd de sodiu si
spatiu intracelular, separate de membrana
celulard. Se observd un echilibru al
concentratiilor particulelor osmotice si lipsa
transferului de apd prin membrand.

Solutia hipertona de clorura de sodiu
(10%) va determina trecerea apei din spatiul
intracelular Tn spatiul extracelular, adica de
la o concentratie mai mica (0,9%) la o
concentratie mai mare, cu scopul egalizarii
celor doua concentratii (figura 6).



Lucrari practice fiziologie

Aspectul microscopic va fi de celule
micsorate, cu modificarea formei celulare.
Hematiile vor avea un aspect ,, deshidratat”,
cu exces de membrana celulara dispus sub
forma de cute sau proeminente. Termenul
folosit este de ratatinare. Nu se mai observa
zona de concavitate centrala.

%6
0o [

NagCl

Fig. 06. Solutie hipertond, unde se observd o
concentratie mai mare de molecule active
osmotic in afara celulei. Datoritd faptului cd
membrana celulard este impermeabild
pentru NaCl, apa va trece din interiorul
celulei, in exterior, dupd cum este indicat
sensul sdgetii.

Solutia hipotonda de clorura de sodiu
(0,4%) va determina trecerea apei din
exteriorul celulei Tn spatiul intracelular,
adica de la concentratia mai mica, la
concentratia mai mare (0,9%) (figura 7).

Forma hematiilor de disc biconcav,
precum si proprietatile acestora de
elasticitate si plasticitate permit modificarea
semnificativa a volumului hematiilor si
aportul unui volum semnificativ de apa.
insd, dupd atingerea unui punct de
rezistentd, membrana celulara se va rupe,
producandu-se liza osmotica.

Acest aspect poate fi observat
microscopic prin prezenta unor hematii cu
dimensiuni crescute si fard zona centrala de
concavitate vizibild. Tn cazul producerii lizei
osmotice, hematiile vor fi dificil de
vizualizat, observandu-se prezenta celulelor
fantoma (hematii lizate - membrana celulara
fara continut).

in
extracelular, ce va determina trecerea apei
in sensul concentratiei mai mari (0,9%), in
spatiul intracelular.

Fig. 07. Solutie hipertond spatiul

By

Solutie Solutie Solutie
hipertona izotona hipotona
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Procesul de osmoza are rol in reglarea
trecerii apei prin membrana celular3,
influenteaza functionarea sistemului
digestiv, excretor, nervos etc. Osmoza are
astfel rol in mentinerea homeostaziei
(tendinta sistemelor de a atinge un echilibru
dinamic stabil). Cunoasterea efectelor
solutiilor active osmotic are implicatii
clinice, un exemplu fiind utilizarea solutiilor
pentru rehidratare, ce trebuie sa fie
izotonice, izoosmotice pentru a nu modifica
volumul intracelular de apa.

Tensiunea superficiala

Obiective:

1.Definirea tensiunii superficiale
2.Cunoasterea termenilor de substanta
tensioactiva si surfactant

3.Studierea comparativa a tensiunii
superficiale pentru diferite substante
4.Interpretarea rezultatelor obtinute
prin studierea modificarii tensiunii
superficiale a urinei

5.Stabilirea importantei tensiunii
superficiale in organism

Moleculele unui fluid sunt atrase de
moleculele vecine, pe care le atrag la randul
lor cu forte egale. in masa fluidului, aceste
forte de atractie dintre molecule din toate
directiile se vor anula reciproc. La suprafata
fluidului, de exemplu in contact cu aerul,
forta de atractie va fi mai mare in directia
fluidului decat spre aer, ceea ce va face ca
moleculele de suprafatd sa fie tractionate
spre interior (figura 8)

Aceasta tensiune superficiald reprezinta o
forta cu aspect elastic ce face ca moleculele
fluidului sa fie mai atrase intre ele decat de
suprafetele din jur. Datoritd acestei
proprietdti se poate observa formarea
picaturilor de apa pe un geam (coeziune),
formarea picaturilor de roua etc.
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Fig. 08. Moleculele de apd aflate la
suprafata de contact cu aerul sunt
tractionate  spre interiorul  paharului
deoarece forta exercitatd de moleculele din
aer este mult mai micd.

Tensiunea superficiala poate fi studiata
comparativ pentru a observa caracteristicile
diferitelor fluide. Materialele necesare sunt
reprezentate de: pipeta, monede si lichide
de studiat (apa, alcool etilic, lapte, ulei
vegetal etc.). Cu ajutorul unei pipete se
picura pe suprafata unei monede cate o
picatura din lichidul de studiat. Se va
observa confluarea picaturilor si formarea
unui dom pe suprafata monedei.

Dupa un numar de picaturi, forta
gravitationala va invinge forta de coeziune
dintre moleculele fluidului si va finvinge
tensiunea  superficiald, observandu-se
curgerea lichidului de pe suprafata
monedei. Pentru acest experiment se va
urmari numarul de picdturi necesare
invingerii  tensiunii superficiale pentru
fiecare fluid studiat, cu stabilirea unei
ierarhii si cautarea unor explicatii pentru
rezultatele obtinute.
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Studiul
tensioactive
Substantele tensioactive modifica valoarea
tensiunii superficiale. Sunt reprezentate de
substante chimice cu o structura hidrofoba
si o structurd hidrofild, ce se orienteaza la
limita de delimitare dintre apa si aer, fluid
sau solid, scdzand tensiunea superficiala.
Aceste substante mai sunt cunoscute sub
denumirea de surfactanti.

Primii surfactanti descoperiti au fost
detergentii, iar cercetdri ulterioare au
descoperit prezenta si rolul substantelor
tensioactive in organism. Printre acestea se
pot enumera sarurile biliare si surfactantul
pulmonar.

Materiale necesare: doua eprubete, proba
de urina provenita de la un individ sanatos,
proba de urina patologica (glomerulonefrita
cronica — scade tensiunea superficiala, sau
cu continut de bild) si pudrd de talc sau
pudra de carbune vegetal.

Mod de lucru: in prima eprubetd se
adaugad 5 mL de urind normala iar in a doua
eprubetd se adaugd 5 mL de urind
patologici. Tn ambele eprubete se presara
pe suprafatda pudrd de talc sau pudra de
cirbune. Tn eprubeta cu urind normald se
observa persistarea pudrei pe suprafata
lichidului. in a doua eprubeti ce contine
urina patologica, se va observa scufundarea

efectului substantelor

pudrei la fundul eprubetei datorita
prezentei substantelor tensioactive 1in
proba.

Tensiunea superficiala poate fi masurata
cu ajutorul unui tensiometru de forta sau a
unui tensiometru optic. Tensiometru de
forta masoara forta exercitata de o proba
pozitionata la limita dintre un lichid si un gaz
sau la limita dintre doua lichide.
Tensiometrul optic poate fi folosit pentru
masurarea valorilor tensiunii superficiale
statice si semi-dinamice folosind o camera
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de inregistrat, un dispensor pentru picdturi
si o sursd de lumina.

Adsorbtia
Obiective:
1.Definirea termenului de adsorbtie
2.Stabilirea importantei acestui
fenomen fizic in organism
3.Cunoasterea materialelor necesare

realizarii experimentului si a modului de
lucru
4. Interpretarea rezultatului obtinut

Adsorbtia reprezinta fenomenul prin care o
substantad se acumuleaza pe suprafata unui
solid. Substanta adsorbita poate fi un lichid
sau un gaz, iar legaturile formate sunt in
general de tip slab (electrostatice, van der
Waals - reversibile).

Una dintre cele mai cunoscute substante
adsorbante este carbonul activ (folosit
pentru confectionarea filtrelor). Tn medicing
se foloseste carbunele medicinal (intoxicatii,
flatulenta etc.). Mai putin cunoscutd este
adsorbtia  proteinelor pe  suprafata
implanturilor osoase sau dentare ce au ca o
consecinta finala promovarea
osteogenezej.l

Fenomenul de adsorbtie poate fi
demonstrat folosind granule sau praf de
carbon activ sau cdrbune activat.
Materialele necesare sunt reprezentate de
eprubete, pahare Erlenmeyer, palnii, hartie
de filtru, carbon activ sau carbune activat,
solutie de albastru de metilen.

Mod de lucru

intr-un pahar Erlenmeyer se introduce o
palnie cu hartie de filtru. Tn palnie se depun
cateva grame de carbon activ sau carbune
medicinal (sub formd de granule sau
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pulbere), peste care se va turna solutia de
albastru de metilen (figura 09).

Fig. 09. Filtrarea unei solutii de albastru de
metilen.

Solutia filtrata va fi incolora datorita
adsorbtiei  colorantului pe structura
carbunelui. Pentru verificare, se poate folosi
aceeasi solutie de albastru de metilen,
filtrata fara prezenta carbunelui, sau prin
introducerea unui alt material (ex. pudra de
talc). Tn cea de-a doua situatie, filtratul va fi
colorat.

n organism, adsorbtia poate fi intalnit in
fenomenul de fixare a proteinelor pe diverse
structuri (ex.: fixarea anticorpilor, fixarea
enzimelor pe substrat).

Bibliografie

1. Brberi J, Spriano S, 2021, Titanium and protein
adsorption: an overview of mechanisms and effects of
surface features. Materials, vol. 14, 1590.

Imagini realizate cu ajutorul aplicatiilor Biorender si
Chemix (https://chemix.org/)

14



ENZIME

Enzimele reprezinta un grup de
biocatalizatori de naturd proteica cu rol in

eficientizarea  reactiilor  chimice  din
organism. in functie de proprietatile
reactiilor catalizate, enzimele au fost

divizate n 7 clase principale:

= Oxidoreductaze — enzime ce catalizeaza
reactii de oxidoreducere (ex.: reductaze,
peroxidaze, oxidaze, dehidrogenaze)

= Transferaze — enzime ce catalizeaza
transferul sau schimbul unei grupari
functionale de la o moleculd la alta(ex.:
transaminaze, fosfotransferaze,
metiltransferaze)

= Hidrolaze — enzime hidrolitice ce
utilizeaza apa pentru a descompune o
molecula mare in doua molecule mai mici
(ex.: lipaza, proteaza, amilaza, colinesteraza)

= Liaze — enzime ce catalizeaza ruperea
unor legaturi chimice pe baza unei reactii de
,eliminare”, diferita fata de hidroliza si
oxidare. Aceasta reactie are ca rezultat
frecvent formarea unei structuri ciclice sau a
unei legaturi duble (ex.: aldolaze,
decarboxilaze, anhidraza carbonica)

= lzomeraze - enzime ce catalizeaza
izomerizarea unei molecule; proces ce
implica o modificare la nivelul legaturii
chimice sau o rearanjare spatiala a unei
molecule, generand un produs de reactie cu
aceeasi formula chimica (ex.: racemaze,
epimeraze, beta-caroten izomeraza)

enzime ce
substraturi

= Lligaze / Sintetaze -
catalizeaza sinteza a douad
moleculare fintr-un compus unic, cu
eliberare de energie (ex.: piruvat
carboxilaza, chelataza de cobalt, ciclo —
ligaze)

= Translocaze — enzime ce catalizeaza
miscarea ionilor sau moleculelor prin

membrane, sau catalizeaza separarea lor in
membrane (ex.: citocrom-c  oxidaza,
carboxibiotin decarboxilaza)

intr-o  reactie  enzimatici, enzima
actioneaza asupra unui substrat, cu
formarea unui produs de reactie si
eliberarea enzimei, dupa cum este ilustrat in
figura 1.

Produs
de reactie

Fig. 01. Interactiunea enzimei cu substratul
si formarea unui produs de reactie cu
eliberarea enzimei.
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FACTORI CARE INFLUENTEAZA ACTIVITATEA ENZIMELOR

Demonstrarea capacitatii catalitice
pronuntate a enzimelor

Obiective:

1.Explicarea proprietatii de capacitate
catalitica pronuntata

2.Realizarea experimentului
interpretarea rezultatelor
3.Cunoasterea actiunii peroxidazelor
4.Cunoasterea  implicatiilor  clinice
pentru reactia obtinuta n cadrul
experimentului

si

Capacitatea catalitica pronuntata consta in
particularitatea enzimelor de a actiona
asupra unui volum foarte mare de substrat.
Acest lucru este posibil datorita faptului ca
enzima este eliberatda nemodificata din
reactie odata cu transformarea substratului
in produs de reactie.

Experiment
Demonstrarea capacitdtii
pronuntate a peroxidazei

Sub actiunea peroxidazei, peroxidul de
hidrogen este descompus cu degajare
vizibila de oxigen molecular.

Peroxidazele reprezinta o familie de
izoenzime din clasa oxidoreductazelor,
implicate in oxidarea speciilor reactive de
oxigen, procese imune, biosinteza
hormonala si patogeneza unor afectiuni. La
mamifere, peroxidazele pot fi intalnite in
diferite tesuturi si celule, indeplinind functii
specifice (leucocite — eozinofile si monocite,
lapte, saliva, glanda tiroida etc.)

Intr-o eprubetd se adauga ap3 oxigenats
(substrat) si o picatura de sange proaspat.
Dupa omogenizare, se observa formarea
unei spumozitati abundente, reprezentate

catalitice
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de fragmente de celule sangvine si oxigen
molecular degajat. Schema reactiei este
ilustrata mai jos.

H:0: + peroxidaza - 2H:0: +0: +
peroxidaza

Reactia de descompunere a peroxidului de
hidrogen sub actiunea elementelor figurate
sangvine are utilitate practica in
desprinderea pansamentelor aderente sau
pentru indepartarea impuritatilor si a
celulelor moarte din plagi.

Demonstrarea  specificitatii de

substrat a enzimelor

Obiective:

1.Explicarea specificitatii de substrat a
enzimelor
2.Exemplificraea  unor
specificitate absoluta si
relativa

3.Realizarea experimentului
interpretarea rezultatelor

enzime cu
specificitate

si
Specificitatea de substrat reprezinta

proprietatea enzimelor de a actiona asupra
unui singur substrat sau a mai multor

substraturi (obisnuit cu structura
asemanatoare).
Specificitatea absoluta este atribuita

enzimelor care actioneaza asupra unui
singur substrat (ureaza, catalaza, aspartaza,
glutamat dehidrogenaza). Specificitatea
relativd este atribuitd enzimelor care
actioneaza asupra unei anumite legaturi
chimice (ex.: D-aminoacid oxidaza), asupra
unei grupari specifice (ex.: amilaza, pepsina,
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tripsina) sau asupra unui stereoizomer (ex.:
celulaza, succinat dehidrogenaza).

Experiment

Demonstrarea specificitdtii de substrat a a-
amilazei salivare

Pentru realizarea acestui experiment, sunt
necesare urmatoarele materiale: saliva,
amidon fiert (solutie 1%), zahar, hartie de
filtru, eprubete, reactivi Fehling sau solutie
NaOH 10% si solutie CuSO4 10%, termostat,
instalatie pentru fierberea apei.

Schema experimentului a fost prezentata
in figura 2. Tn trei eprubete se recolteazi
salivd (ce contine oa-amilaza salivard). Se
poate suplimenta cu o cantitate redusa de
solutie salind pentru a facilita observarea. in
prima eprubeta se introduc cateva cristale
de zahar (substrat — sucroza), in a doua
eprubetd se introduc cateva fragmente de
hartie (substrat — celulozd), iar in a treia
eprubeta se introduce 1 mL de amidon fiert
(substrat — amidon). Eprubetele se introduc

in baia de ap3, la o temperatura de 37 - 38°C
pentru 10 — 15 minute.

Dupa trecerea timpului alocat, se
realizeaza reactia Fehling in toate cele 3
eprubete (recunoasterea ozelor
reducatoare).

Se va constata aparitia precipitatului rosu-
caramiziu (verde, brun, galben) doar in cea
de-a treia eprubetd, unde sunt prezente
enzima cu substratul corespunzitor. In
eprubeta 3, a-amilaza salivara a descompus
amidonul pana la maltoza, demonstrandu-
se astfel ca sucroza si celuloza nu sunt
substraturi  specifice pentru  amilaza.
Amilaza are ca substraturi specifice
amidonul, glicogenul si alte polizaharide si
oligozaharide inrudite.

Factorii care influenteaza viteza de reactie a
enzimelor sunt reprezentati de:
temperatura, pH, concentratia substratului,
concentratia enzimei, concentratia
produsilor de reactie, lumina si ioni.

Fig. 02. Schema experimentului pentru demonstrarea specificitdtii de substrat a o-

amilazei salivare
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Temperatura

Obiective:

1.Cunoasterea influentei temperaturii
scazute asupra activitatii enzimelor
2.Cunoasterea influentei temperaturii
crescute asupra activitatii enzimelor
3.Stabilirea unei temperaturi optime
pentru activitatea enzimatica
4.Realizarea experimentului
interpretarea rezultatelor

si

Cand toti ceilalti factori sunt mentinuti in
parametri optimi, viteza de reactie a
enzimelor va creste direct proportional cu
temperatura panad la atingerea unui varf.
Cresterea temperaturii peste acest prag va
determina denaturarea proteinei, pana la
distrugerea total3 a acesteia. In cazul starilor
febrile, activitatea metabolica creste
datorita sporirii activitatii enzimatice.

Temperatura optimd pentru majoritatea
enzimelor din corpul animalelor este undeva
intre 37 si 40°C.

Majoritatea enzimelor sunt inactive intre
0 si 4°C. Activitatea acestora va incepe de la
aproximativ 10°C, péana la atingerea
temperaturii optime.

Scaderea activitatii enzimatice prezinta un
interes sporit pentru medicina (ex.:
transplantul de organe) si are un rol major in
conservarea alimentelor (refrigerare,
congelare).

Experiment:

Demonstrarea efectului temperaturii asupra
activitatii a-amilazei

Pentru realizarea acestui experiment vor fi
necesare  urmatoarele  materiale: 3
eprubete, a-amilazd, solutie amidon, solutie
Ligol, pipete, recipient cu gheatd, baie de
apa pentru fierbere, baie termostat.
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in trei eprubete se recolteazi o cantitate
suficienta de saliva (enzima necesara
reactiei — a-amilaza salivara) sau de solutie
de amilaza , peste care se vor adauga cate 5
mL de solutie de amidon (substrat specific
pentru a-amilazd). Pentru a pune fn
evidenta prezenta amidonului, in toate cele
3 eprubete se vor adduga cateva picaturi de
solutie Lugol (iodul va da o culoare albastru
inchis in prezenta amilozei) (Figura 3).

D

oo

Fig. 03. Peste amestecul de amidon si
amilaza salivard se adaugd 2-3 picdaturi de
solutie Liigol, observdndu-se virarea culorii
in albastru inchis.

Prima eprubetd va fi introdusa intr-o baie
termostat unde va fi mentinuta la 37°C
pentru a asigura o temperatura optima
activitatii enzimatice. A doua eprubeta va fi
introdusa intr-o baie de apa pentru fierbere,
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iar a treia eprubetd va fi asezata intr-un
recipient cu gheata.

Dupa 15 — 20 de minute, se va observa
disparitia culorii albastre din prima eprubeta
si mentinerea culorii in celelalte doua
(Figura 4). Eprubeta tinuta la 37°C a avut un
mediu optim pentru activitatea enzimatica,
astfel amidonul a fost hidrolizat de catre a-
amilaza pana la maltoza. lodul din solutia
Lugol nu coloreaza maltoza.

S
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Fig. 04. In eprubeta 1 mentinutd la 37°C se
observa disparitia culorii iar in eprubetele 2
si 3 care au fost fiartd, respectiv rdcitd,
culoarea albastrd a persistat.

Hidroliza amidonului poate fi surprinsa in
toate etapele prin virarea culorii de Ia
albastru inchis spre violet (amilodextrina),
roz-rosu (eritrodextrind)  si  incolor
(acrodextrina si maltoza).

Examinarea eprubetei 2 va evidentia
mentinerea culorii albastre a amestecului.
Pentru verificarea activitatii enzimatice,
eprubeta se va introduce la baia termostat,
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la 37°C. Dupa 20 — 30 de minute, se
examineazda din nou si se observa
mentinerea culorii albastre, deci prezenta
amidonului in proba. Fierberea initiala a
continutului eprubetei a avut ca rezultat
denaturarea enzimei, reactie ireversibila.

Culoarea albastra se va mentine de
asemenea in eprubeta 3, mentinutd in
gheatda. Pentru evidentierea activitatii
enzimatice, se va introduce timp de 20 — 30
de minute la baia termostat la 37°C. La
reexaminarea eprubetei, se va observa
disparitia culorii albastre, ceea ce indica
reluarea activitatii enzimatice si hidroliza
amidonului. Oprirea activitatii enzimatice
prin utilizarea unor temperaturi scazute este
deci o reactie reversibila.

Existd situatii in care temperatura optima
pentru activitatea enzimatica poate fi foarte
scazutd sau foarte ridicata, precum in cazul
bacteriilor extremofile. Studierea acestor
enzime are aplicatii practice in industria
farmaceutica (ex.: purificarea proteinelor).

pH-ul

Obiective:

1.Stabilirea  rolului  pH-ului
mentinerea activitatii enzimelor
2.Cunoasterea pH-ului optim pentru
activitatea enzimatica
3.Realizarea experimentului
explicarea rezultatelor obtinute
4.Realizarea unui grafic pe baza
rezultatelor obtinute

in

si

Daca restul factorilor sunt mentinuti in
parametri optimi, viteza reactiei enzimatice
va creste cu cat pH-ul este mai aproape de
valoare optima si va scadea odatd cu
indepartarea fata de pH-ul optim.
Expunerea enzimelor la valori extreme de
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pH poate duce chiar si la denaturarea
acestora.

Modificarea pH-ului va avea ca efect
ionizarea atomilor si  moleculelor de
aminoacizi schimband astfel forma si
structura proteinelor. Aceste modificari
structurale vor duce si la afectarea functiei
proteinelor. Enzimele sunt la randul lor
proteine, astfel pH-ul le va afecta (in functie
de valoare) in mod reversibil sau ireversibil.
Modificarea pH-ului poate afecta in acelasi
mod si substratul.

Valoarea pH-ului optim va fi diferita de la
o enzima la alta. De exemplu pepsina si
tripsina, enzime proteolitice intalnite la
nivelul sistemului digestiv, vor avea un pH
optim diferit. Pepsina este activa in mediul
acid al stomacului, la un pH optim de 1,5 —
1,6, pe cand tripsina intalnitd la nivelul
intestinului subtire are un pH optim de 7,8 -
8,7.

Experiment:

Demonstrarea efectului pH-ului asupra a-
amilazei

pH-ul optim pentru a-amilaza variaza in jurul
valorilor de 5,6 — 7. Cresterea sau scaderea
pH-ului va scddea viteza de reactie sau va
opri activitatea enzimatica.

Pentru realizarea acestui experiment sunt
necesare urmatoarele materiale: a-amilaza
(salivd sau produs comercial), solutie de
amidon fiert (1%), eprubete, solutie Ligol,
baie termostat setata la 37°C, solutii tampon
(baze si acizi), hartie de pH.

Se determina pH-ul fiecarei solutii tampon
si se noteaza. Se iau cate 2 mL din fiecare
solutie tampon si se distribuie in eprubete
separate. in toate eprubetele se adaugi cate
2 mL de solutie de amidon si o cantitate
suficienta de enzimda. Se porneste
cronometrul. in toate eprubetele se adaugi
apoi cate 1 — 2 picaturi de solutie Liigol.

20

Eprubetele sunt puse apoi in baia
termostat pentru a aduce probele la o
temperatura optima activitatii enzimatice.

Se urmareste din 30 in 30 de secunde
modificarea culorii din eprubeta. Culoarea
formata in eprubeta va indica prezenta
amidonului, a stadiilor intermediare de
degradare, sau a maltozei.

Utilizand rezultatele obtinute pentru
fiecare pH in parte se poate realiza un grafic
cu activitatea enzimatica a a-amilazei.

Concentratia substratului si

concentratia enzimei

Obiective:

1.Cunoasterea efectului concentratiei
substratului asupra vitezei de reactie
2.Cunoasterea efectului concentratiei
enzimei asupra vitezei de reactie

3.Realizarea experimentelor Si
explicarea rezultatelor obtinute
Cresterea concentratiei substratului va

creste viteza de reactie enzimatica, pana la
atingerea unui plafon. Th momentul in care
toata cantitatea de enzima este legata de
substrat, orice crestere a cantitatii de
substrat nu va mai avea efect asupra vitezei
de reactie.

n mod asemanator, cresterea
concentratiei de enzima va grabi viteza de
reactie, atata timp cat exista substrat
disponibil. Daca toata cantitatea de substrat
este antrenatd in reactie, o eventualad
crestere a cantitatii de enzima nu va rezulta
si in cresterea vitezei de reactie.

Experiment:
Determinarea efectului concentratiei
substratului asupra vitezei de reactie
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Pentru realizarea experimentului, vor fi
necesare urmatoarele materiale: enzima a-

amilaza (salivda sau produs comercial),
solutie de amidon, eprubete, solutie Lugol,
pipete gradate, baie termostat si
cronometru.

in 5 eprubete se vor introduce 2 mL din
solutiile de amidon cu concentratii diferite
(0,1%, 0,5%, 1%, 3% si 5%). Apoi, in fiecare
eprubetd se adauga cate 0,5 mL solutie de a-
amilaza si cate 1 - 2 picaturi de solutie Lugol,
moment in care se porneste cronometrul.

&37"0
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Fig. 05. Eprubetele se mentin la termostat si
se determind timpul de hidrolizare a
amidonului.

Eprubetele se introduc in baia de apa la
temperatura de 37°C si se verifica din 30 in
30 de secunde pana la disparitia culorii
albastre. Se noteaza timpul scurs de la
introducerea enzimei pana la disparitia
culorii (indica hidroliza totala a amidonului si
prezenta maltozei sau a acrodextrinei).
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Schema experimentului a fost ilustrata in
figura 5.

Pe fisa de lucru se va nota timpul de
hidroliza pentru fiecare solutie de amidon si
concluziile experimentului. Se vor mentiona
la ce concentratii s-au obtinut timpul minim
si timpul maxim de hidroliza. Se va mentiona
daca la anumite concentratii timpul obtinut
este identic si se va oferi o explicatie pentru
rezultatul obtinut. De asemenea, se vor
compara rezultatele proprii cu cele ale
colegilor. Tn cazul existentei unor diferente,
va fi necesarad explicarea aparitiei acestora.

Efectul concentratiei enzimei asupra
vitezei de reactie poate fi testat prin
utilizarea unei amilaze de uz comercial si
stabilirea unui  model experimental
asemdnator cu cel discutat mai sus. Efectul
utilizarii unei concentratii mai mari de
enzima va fi de cresterea a vitezei de reactie,
pana la atingerea unui prag limita in care
cantitatea maximd disponibild de enzima
este angajata in descompunerea
substratului. Timpul maxim de hidroliza va fi
intdlnit la cea mai mica concentratie de
amilaza, iar timpul minim va fi intalnit la o
concentratie mai mare de enzima.

Produsi de reactie, lumina si ion

Obiective:
1.Cunoasterea efectului produsilor
de reactie asupra vitezei de reactie

2.Cunoasterea  efectului  luminii
asupra vitezei de reactie
3.Cunoasterea  efectului ionilor
asupra vitezei de reactie
4.Realizarea  experimentului  si

explicarea rezultatelor obtinute

Prezenta produsilor de reactie in exces in
mediul de reactie, va avea ca efect scaderea



ENZIME

vitezei de derulare a activitatii enzimatice
datorita existentei unui mecanism de tip
feedback.

Lumina are un efect direct asupra
activitatii enzimatice. Acest factor are o
importanta deosebita in studiul plantelor,
datorita afectarii procesului de fotosinteza,
dar poate fi studiat si in legatura cu diverse

microorganisme, precum fungii (ex.
Aspergillus niger).
Lumina poate afecta si activitatea

enzimelor de la nivelul organismului. S-a
observat ca lumina albastra creste viteza de
reactie a amilazei, pe cand, lumina
ultravioleta 1i scade activitatea.

Prezenta sau absenta unor ioni poate
modifica activitatea enzimatica n sensul
cresterii sau scaderii vitezei de reactie. De
exemplu, pepsinogenul (zimogen) este
convertit in pepsina (forma activa a enzimei)
in prezenta ionilor de H*, kinazele sunt
active doar in prezenta ionilor de Mg*?, iar
amilaza salivara este activa in prezenta
ionilor de CI".?

Experiment:
Determinarea efectului
activitatii a-amilazei
Pentru realizarea acestui experiment vor fi
necesare urmatoarele materiale: eprubete,
a-amilaza (salivara sau produs comercial),
solutie de amidon, solutie Ligol, baie
termostat setata la 37°C, cronometru, sursa
de lumind albastrd, sursa de Ilumina
ultravioleta.

luminii  asupra

n 3 eprubete se vor introduce cite 2 mL
de solutie de amidon si 1 — 2 picaturi de
solutie Ligol. Apoi, in fiecare eprubetd se
adaugi cate 0,5 mL de solutie de amilaza. in
acest moment se porneste cronometrul.
Schema experimentului a fost ilustrata in
figura 6.
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Fig. 06. Se cronometreazd timpul de
hidrolizd al amidonului in prezenta unei
surse de lumind (ex. lumind UV).

Prima eprubeta se va mentine la 37°C, fara
prezenta unei surse de lumind (proba
martor). A doua eprubeta se va mentine la
termostat sau intr-un recipient cu apa la
37°C, avand in apropiere o sursa lumina
albastra (ex. bec LED). A treia eprubeta se
mentine la termostat sau intr-un vas cu apa
la37°C, cu o sursa de lumina UV in apropiere
(ex. lampa UV).

Se va cronometra pentru fiecare proba
tipul scurs de la introducerea enzimei in
eprubetd, pana la disparitia culorii albastre.
Se vor nota timpii obtinuti pentru fiecare
eprubeta Tn parte si se vor explica
diferentele observate.
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Inhibitori enzimatici

Obiective:

1.Cunoasterea modului de inhibare a
activitatii enzimatice

2.Exemplificarea unor factori inhibatori
3.Realizarea experimentului si stabilirea
concluziilor

Inhibitorii enzimatici sunt substante sau
factori ce duc la alterarea activitatii
enzimatice, altii decat pH, temperatura,
concentratie etc. Inhibitia poate fi
reversibild sau ireversibild. Cea reversibila
fiind competitivd (functie ce sta la baza
modului de actiune al unui numar vast de
medicamente) sau non-competitiva (enzime
alosterice).

Un exemplu de inhibitie reversibila de tip
competitiv utilizata Tn activitatea clinica ar fi
administrarea etanolului pacientilor cu
intoxicatie cu metanol. n organism, asupra
metanolului va actiona enzima alcool
dehidrogenaza cu formare de formaldehida.
Etanolul administrat ca antidot in aceasta
intoxicatie va lega competitiv enzima, in
locul metanolului.

Inhibitia enzimatica mai poate avea loc si
prin actiunea unor anti — enzime. Acestea
sunt obisnuit substante de natura proteica
ce actioneaza asupra majoritatii enzimelor
digestive. De exemplu, unele specii de
helminti secreta anti — enzime pentru a
supravietui in sistemul digestiv. Totodats,
orezul crud contine proteine cu efect anti —
enzimatic.

Experiment:

Determinarea efectului inhibitor al ceaiului
negru asupra a-amilazei

Pentru realizarea experimentului vor fi
necesare urmatoarele materiale: eprubete,
o-amilaza (salivara sau produs comercial),
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solutie de amidon, solutie Liigol, ceai negru,
baie de apa la 37°C, cronometru.

Polifenolii continuti de catre ceaiul negru
au un efect inhibitor asupra enzimelor ce
hidrolizeaza carbohidrati. Efectul inhibitor
este cel mai slab in ceaiul verde, mediu
pentru ceaiul semi-fermentat Oolong si cel
mai puternic la ceaiul fermentat (negru).??

in dou3 eprubete se introduc cate 2 mL de
solutie de amidon si 1 — 2 picaturi de solutie
Lugol. Tn prima eprubetd se adaugs 2mL de
apa distilata, iar in a doua eprubetd se
adaugi 2 mL de decoct de ceai negru. in
ambele eprubete se adaugd apoi cate 1 mL
de solutie de a-amilaza, moment Tn care se
porneste cronometrul. Eprubetele se
introduc Tn baia termostat la 37° C si se
verifica din 30 in 30 de secunde pentru
urmarirea disparitiei culorii. Cronometrul se
opreste cand nu se mai observa culoarea
albastra.

5 00:0000
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Fig. 07. Se va observa prelungirea timpului
de reactie in prezenta ceaiului negru
datoritd activitdtii inhibitorii a polifenolilor.
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SISTEMUL NERVOS

Obiective:

1.Cunoasterea modului de organizare
sistemului nervos

2.Stabilirea rolurile sistemului nervos
3.Enumerarea tipurilor de tesut nervos
4.Definirea potentialul de actiune
5.Cunoasterea modului de comunicare
intre neuroni

Sistemul nervos (SN) poate fi divizat in doua
componente majore, respectiv sistemul
nervos central (SNC) si sistemul nervos
periferic (SNV). Sistemul nervos central este
reprezentat din punct de vedere anatomic
de catre encefal si maduva spindrii iar
sistemul nervos periferic contine restul
elementelor ce intra n alcatuirea sistemului
nervos.

Functiile majore ale SN sunt de a prelua
informatii din mediu si de a genera un
raspuns. Acest raspuns poate fi voluntar
(contractii musculare sistem nervos
somatic) sau involuntar (reglarea mediului
intern pentru mentinerea starii de
homeostazie — sistem nervos autonom;
sistemul nervos enteric — reglarea digestiei).
O altd functie este cea de integrare, prin
care informatia preluata din mediu este
interpretata la nivel central, unde reactia va
fi generatd in functie de experientele
anterioare.

Tesutul nervos este reprezentat de:

= neuroni (pseudo-unipolari, bipolari si
multipolari) — generarea potentialului de
actiune

= celule gliale (astrocite, microglii, celule
ependimale, celule Schwann etc.) — suport,
mielinizare, fagocitoza, secretia fluidului
cerebro-spinal

Potentialul
modificare

de actiune
rapida a sarcinii

reprezintd o
electrice
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celulare. Cuprinde trei perioade:
depolarizare, repolarizare si hiperpolarizare.

Neuronii comunica fintre ei prin
intermediul sinapselor. Acestea pot fi
chimice sau electrice. Sinapsele chimice
implica eliberarea de neurotransmitatori iar
sinapsele electrice necesita conexiune
directa intre cele doua celule pentru ca ionii
sa treaca de la o celuld la alta.
Neurotransmitatorii pot fi impartiti in:
= Sistemul colinergic — bazat pe acetilcolina
(receptori muscarinici si nicotinici)
= Aminoacizi — glutamat (Glu), acidul gama-
aminobutiric (GABA) si glicina (Gly)
= Amine biogene — serotonind, dopamina,
norepinefrina, epinefrinad
= Neuropeptide — met-encefalind, beta-
endorfina, peptidul intestinal vasoactiv (VIP)

Actul si arcul reflex

Obiective:

1.Definirea arcului reflex

2.Definirea actului reflex

3.Cunoasterea componentelor arcului
reflex

4.Demonstrarea rolului componentelor
arcului reflex

Actul reflex reprezinta un raspuns al
organului efector la o excitatie primita prin
intermediul unui arc reflex.

Arcul reflex reprezinta substratul anatomic
al actului reflex. Acesta are urmatoarele
componente:
= Receptor
= Cale aferenta (senzitiva)
= Centru nervos
= Cale eferentd (motorie)
= Efector

Arcul reflex si componentele sale a fost
schematizat in figura 1.
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Se pot deosebi doua tipuri de reflexe in
functie de numarul de neuroni implicati:
= Reflexe monosinaptice — un neuron
senzitiv si un neuron motor, cu o sinapsa
unica intre acestia
= Reflexe polisinaptice — mai multe sinapse
(majoritatea reflexelor)

n functie de componentele implicate in
arcul reflex se pot deosebi reflexe lungi si
reflexe scurte. Reflexele somatice sunt
intotdeauna reflexe lungi cu implicarea SNC,
chiar si in cazul reflexelor monosinaptice. in
cazul sistemului nervos autonom, este
posibild aparitia unui reflex fara implicarea

5

Fig. 1 Arcul reflex si componentele sale. 1. Receptor — piele si stimul dureros reprezentat
de ciupirea tegumentului cu ajutorul unei pense; 2. Cale nervoasa aferenta — nerv senzitiv
ce transmite potentialul de actiune la centrul nervos; 3. Centrul nervos spinal — se pot
observa doua sinapse (reflex polisinaptic), prima sinapsa fiind intre neuronul senzitiv si
un neuron intermediar iar a doua sinapsa intre neuronul intermediar si neuronul motor;
4. Cale eferenta — neuron motor ce transmite potentialul de actiune catre un efector; 5.
Efector — reprezentat de un muschi. Un exemplu de reflex pentru aceasta schema ar fi
retragerea membrului dupa ciupirea pielii (aplicarea unui stimul dureros) — reflex de

aparare.
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SNC. Tn acest caz, neuronul senzitiv
activeaza neuronul ganglionar pentru a
transmite mai rapid potentialul de actiune
catre efector, evitidndu-se trecerea pe la
nivelul SNC.

Demonstrarea rolului elementelor arcului
reflex la broasca

Demonstratie experimentald realizata dupa
modelul propus de G.N. Zilov (1954). Acest
experiment urmareste observarea reflexului
de flexie a membrului posterior si
demonstrarea rolului  componentelor
arcului reflex implicat.

Materiale necesare: broascd, manusi, ac
hipodermic si seringa (1 mL), metansulfonat
de tricaina solutie 1% (anestezic), lidocaina
(anestezic local), suport, trusa de vivisectie,
vata hidrofila, solutie Ringer pentru
amfibieni (0,65% NacCl), solutie acid acetic
10% sau pensa (stimul dureros)

Mod de lucru:

1. Realizarea  anesteziei: broasca se
contentioneaza astfel incat sa fie posibila
vizualizarea suprafetei ventrale a corpului.
Se injecteaza 0,5 mL de solutie de
metansulfonat de tricaind Tn cavitatea
celomica (injectie intracelomica — IC) si se
asteapta 30 de minute. De mentionat faptul
ca dupa hotararea CMVRO nr. 45/26.102013
se accepta ca metoda de eutanasie pentru
amfibieni si decapitarea, fara o sedare
prealabila.

2. Decapitarea broastei indepartarea
encefalului pentru obtinerea preparatului
de broasca spinala.

3. Suspendarea preparatului
suport.

4. Pentru fiecare pas experimental se va
determina si timpul reflex, respectiv timpul
scurs de la administrarea unui stimul pana la
producerea reflexului.

biologic 1n
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A. Demonstrarea rolului receptorului
Se introduce varful degetelor membrului
posterior in solutia de acid acetic 10% sau se
ciupeste pielea cu ajutorul unei pense. Se
observa reflexul de retragere a membrului
posterior. Pentru a demonstra rolul
receptorului se indepdrteaza pielea de la
nivelul membrului — incizie Tn jurul gambei,
dupa care pielea se decoleaza pana la nivelul
varfului degetelor. Dupa indepartarea pielii,
varful degetelor este introdus din nou in
solutia de acid acetic 10%. Se poate remarca
absenta reflexului de retragere a membrului
ca o consecinta a indepartarii receptorilor
cutanati.

B. Demonstrarea rolului cdii senzitive
Se verificd integritatea arcului reflex la
membrul posterior intact. Dupa obtinerea
unui reflex de retragere a membrului, pielea
se spala cu solutie Ringer. Se izoleaza nervul
sciatic peste care se aplica un tampon de
vata cu lidocaina. Se verificd din minut n
minut reflexul (cu acid acetic 10% sau prin

ciupirea membrului), pana la disparitia
acestuia.

C. Demonstrarea rolului  centrului
nervos

Pentru a scoate din functie SNC, se va
dilacera maduva spinarii cu ajutorul unui ac
spinal. Se ciupeste varful degetelor
membrului posterior sau se introduc in
solutia de acid acetic 10% pentru a verifica
aparitia reflexului de retragere a membrului.
Se constata disparitia tuturor reflexelor.

Atentie!

Manipularea broastelor se face numai
purtand manusi confectionate din nitril.
Broastele sunt alergice la latex.!
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Testarea reflexelor spinale la
animalele de companie

Obiective:

1.Stabilirea informatiilor obtinute odata
cu examinarea reflexelor spinale
2.Cunoasterea modului de apreciere a
raspunsului reflex

3.Testarea reflexului patelar

4.Testarea reflexului gastrocnemian
5.Testarea reflexului bicipital
6.Testarea reflexului tricipital
7.Testarea reflexului de retragere a
membrului

8.Testarea reflexului perineal
9.Testarea  reflexului  cutanat
trunchiului

al

Testarea reflexelor spinale reprezinta o

etapd importantd a unui examen neurologic,

cu importanta deosebitd la animalele de

companie. Reflexele spinale ofera informatii

legate de:

= Integritatea cdilor senzitive si motorii ale

arcului reflex

= Activitatea neuronilor motori superiori si

influenta acestora asupra arcului reflex.
Reflexele spinale pot fi apreciate in

functie de intensitatea  raspunsului

efectorului. Astfel, reflexele pot fi:

= Normale

= Slabe

= Exagerate — ex: leziuni ale neuronilor

motori superiori, animale agitate etc.

= Absente — ex: afectarea componentelor

arcului  reflex, leziuni ale articulatiei

implicate in rdaspunsul reflex etc.

Pacientul este lasat sa se obisnuiasca cu
mediul din sala de examinare si cu
persoanele prezente in camera. Mediul in
care se va realiza examinarea trebuie sa fie
linistit, fara zgomot, alte animale, sau factori
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stresori. Materialele necesare: plesimetru
(instrument pentru testarea reflexelor si
pentru practicarea percutiei — Figura 2),
pensa.

>

Fig. 2 Plesimetru utilizat ca instrument de
diagnostic in examenul neurologic.

Reflexul patelar — mod de lucru:

» Pacientul este mentinut in decubit lateral
» Membrul posterior examinat se mentine
intr-o flexie relaxata

» Cu ajutorul plesimetrului, se va lovi
ligamentul patelar (localizat intre patela si
tuberozitatea tibiala)

Raspunsul normal este reprezentat de o
extensie unicd, rapida, a membrului
examinat.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii despre integritatea nervului
femural si a segmentelor medulare L4-L6.

Reflexul gastrocnemian/Achilian — mod de
lucru:
» Pacientul este mentinut in decubit lateral
» Membrul posterior examinat este
imobilizat prin prinderea zonei metatarsiene
» Cu ajutorul plesimetrului, se percuteaza
tendonul calcanean comun (tendonul
Achilian) deasupra calcaneului.

Raspunsul normal este reprezentat de
contractia portiunii caudale a musculaturii
coapsei. Acest raspuns este mai putin
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evident si este destul de dificil de observat la
rasele cu bland deasa si lunga.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii despre integritatea nervului
sciatic si a segmentelor medulare L6-S2.

Reflexul bicipital — mod de lucru:

» Pacientul este mentinut in decubit lateral
» Membrul anterior examinat este
imobilizat astfel incat s3a se realizeze
extensia cotului (prin orientarea caudala a
membrului)

> Se pozitioneaza degetul aratator pe
insertia tendinoasa a bicepsului pe radius,
apoi cu ajutorul plesimetrului, se va percuta
degetul.

Raspunsul normal este reprezentat de
contractia muschiului biceps brahial. La
pacientii cu blana lunga se poate urmari
flexia cotului la lovirea tendonului. De
asemenea, la rasele mari, reflexul este mai
evident daca membrul este mentinut intr-o
pozitie paralela cu masa de examinare.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii cu privire la integritatea nervului
musculocutanat si a segmentelor medulare
C6—Cs.

Reflexul tricipital — mod de lucru:

» Pacientul este mentinut in decubit lateral
» Membrul anterior examinat este
imobilizat si se realizeaza flexia totului si
rotirea mediald umarului (spre thauntru)

» Cu ajutorul plesimetrului se percuteaza
tendonul tricepsului pe suprafata medial3,
deasupra olecranului.

Raspunsul normal este reprezentat de
contractia muschiului triceps. Acest reflex
este uneori slab observat si dificil de obtinut
chiar si la rasele cu blana scurta.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii legate de integritatea nervului
radial si a segmentelor medulare C7 —T2.
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Reflexul de retragere a membrului — mod
de lucru:

» Pacientul este mentinut in decubit lateral
» Membrul examinat este adus in extensie
» Cu ajutorul degetelor, examinatorul va
ciupi pielea interdigitala

Raspunsul normal este reprezentat de
retragerea membrului  (anterior  sau
posterior).

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii cu privire la integritatea nervilor
(musculocutanat, axilar, median, ulnar si
radial pentru membrele anterioare si nervul
sciatic pentru membrele posterioare.
Totodatd, se mai obtin informatii legate de
integritatea segmentelor medulare C6 — T2
si L6 — S2.

Reflexul perineal — mod de lucru:

» Pacientul este mentinut in decubit lateral
> Se imobilizeaza coada pentru
evidentierea perineului

» Cu ajutorul degetelor, examinatorul
ciupeste usor sau atinge perineul
examinare bilaterala.

Raspunsul normal este reprezentat de
contractia sfincterului si flexia cozii.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii legate despre integritatea
radacinilor nervoase perineale si pudende,
precum si despre integritatea segmentelor
S1 — S3 si portiunea terminala a coloanei
vertebrale.

Reflexul cutanat al trunchiului/Panniculus
—mod de lucru:

» Pacientul este mentinut 1in
patrupodala sau in decubit ventral
» Cu ajutorul unei pense se ciupeste pielea
lateral de coloana vertebrald, incepand de la
zona lombo-sacrald pana aproape de zona
gatului

» Examinarea se va realiza bilateral

pozitie



SISTEMUL NERVOS

Raspunsul normal este reprezentat de
contractia muschilor cutanati. Este prezent
in zona toraco-lombara si este absent in
zona sacrala si zona gatului.

Din punct de vedere clinic, reflexul ofera
informatii despre integritatea nervului
toracic lateral si a segmentelor medulare C8
-T1.

Laborator virtual de
Neurofiziologie?

Obiective:

1.Accesarea platformei online
2.Cunoasterea scopului realizarii
experimentului

3.Cunoastere modului de lucru al

disectiei
4.Utilizarea aplicatiei pentru realizarea
experimentului virtual

5.ldentificarea tuturor tipurilor de
neuroni
6.Explicarea prezentei sau absentei

raspunsului la aplicarea stimulilor
7.Cunoasterea tipurilor de neuroni
intalniti in cadrul experimentului

Experimentul prezentat  in cadrul
Laboratorului Virtual de Neurofiziologie a
fost realizat Tn cadrul Institutului Medical
Howard Hughes din Statele Unite ale
Americii si are ca scop investigarea unor
particularitati ale sistemul nervos al lipitorii.
Aceasta specie a fost aleasa pentru
realizarea simuldrii deoarece neuronii au
dimensiuni mari si pot fi identificati cu o
relativa usurinta.

Experimentul  virtual investigheaza
raspunsul individual al neuronilor la
actiunea unor stimuli tactili. Cu ajutorul
unor electrozi, activitatea neuronala poate fi
inregistrata, evidentiind  transmiterea
potentialului de actiune pe cale senzitiva.
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Cunostinte anterioare necesare: neuron,
potential de repaus si potential de actiune.
Experimentul este divizat in doua
sectiuni:
= Disectia Lipitorii — cu explicarea tehnicii

de izolare a componentelor sistemului
nervos

= Aplicarea  sondei si Identificarea
neuronilor — explorarea  raspunsului

neuronilor la aplicarea unor stimuli, precum
si aprecierea caracteristicilor anatomice ale
neuronilor prin utilizarea unui colorant
fluorescent.

Pentru accesarea experimentului,
dati click pe butonul de mai jos sau
tastati
https://www.biointeractive.org/clas
sroom-resources/neurophysiology-
virtual-lab

in bara de cautare a browserului.

TNCEPE EXPERIMENTUL '

Disectia lipitorii

= Pasul 1: Utilizarea unei solutii de etanol
8% pentru anestezierea lipitorii. Etanolul
reprezintd un anestezic eficient pentru
speciile ce prezinta respiratie cutanata.

= Pasul 2: Lipitoarea anesteziata este fixata
pe o placa de disectie in decubit dorsal.
Fixarea se face prin introducerea acelor la
nivelul ventuzelor anterioara si posterioara.
=Pasul 3: Se realizeaza o sectiune
longitudinala prin piele la nivelul liniei
mediane.

—>Pasul 4: Se indeparteaza marginile plagii
si se fixeaza pe placa de disectie.

—>Pasul 5: Odata cu deschiderea cavitatii
celomice, se pot observa structuri interne
precum organe digestive, excretoare si



https://www.biointeractive.org/classroom-resources/neurophysiology-virtual-lab
https://www.biointeractive.org/classroom-resources/neurophysiology-virtual-lab
https://www.biointeractive.org/classroom-resources/neurophysiology-virtual-lab
https://media.hhmi.org/biointeractive/vlabs/neurophysiology2/probe-identify-03.html
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reproducadtoare. Nu se poate observa insa
sistemul nervos care este localizat pe partea
ventrala a animalului, sub celelalte organe.

—>Pasul 6: Se indeparteaza structurile
interne si  se evidentiaza sinusurile
vasculare. Acestea cdptusesc cordonul
nervos ventral.

—>Pasul 7: Sinusul vascular prezinta
numeroase dilatatii. Fiecare dilatatie

contine un ganglion segmentar al sistemului
nervos.

=>Pasul 8: Se sectioneaza sinusul vascular si
se indeparteaza pentru  expunerea
ganglionului. Tn aceastd structurd se pot
vizualiza neuronii individuali din zona
dorsala a ganglionului. Neuronii care
raspund la stimuli tactili sunt localizati in
zona ventrala.

—>Pasul 9: Pentru a accesa zona ventrala a
ganglionului, lipitoarea este ntoarsa pielea
orientatd in sus. Se realizeaza o sectiune
circulara in peretele ventral al corpului
pentru a expune ganglionul.

—>Pasul 10: Se izoleaza o sectiune prin
realizarea a doua incizii paralele si
perpendiculare pe axul antero-posterior al
corpului. Inciziile sunt distantate astfel incat
ele cuprind cel putin un ganglion.

—>Pasul 11: Sectiunea izolatd este ntinsa si
fixata cu pielea in sus. Ganglionul va fi vizibil
prin gaura realizata in sectiune.

Aplicarea sondei si identificarea neuronilor
Prin urmatorii pasi veti explora modul in
care sistemul nervos al lipitorii raspunde la
diferite tipuri de stimuli:

= Inserati un electrod fintr-un neuron.
Monitorizati raspunsul electric pe masura ce
stimulati pielea cu diferite unelte.
=Injectati in neuron un colorant
fluorescent si observati caracteristicile
anatomice ale celulei.
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= Comparati datele electrice si anatomice
cu rezultatele publicate pentru a identifica
tipul neuronului.

= Repetati pasii anteriori  pana
identificarea tuturor tipurilor de neuroni.

la

Mod de lucru

Dupa pornirea experimentului veti observa
in partea stangd o imagine marita a
ganglionului. Aceasta cuprinde numeroase
cercuri delimitate cu negru ce indica
delimitarea neuronilor disponibili pentru
explorare. Unii dintre acesti neuroni sunt
senzitivi, altii nu. Pentru a-i deosebi, este
necesara identificarea modului in care
acestia raspund la actiunea stimulilor.

Dati click pe un neuron si observati
afisajul voltmetrului din partea dreapta.
Afisajul se va modifica odatd cu insertia
electrodului in neuron. Semnalele electrice
de la neuron sunt de asemenea trecute
printr-un amplificator audio, ce va produce
o versiune audio a semnalului afisat.

Pentru testarea raspunsului neuronului,
apasati pe pensuld, sonda sau pensa pentru
a stimula pielea lipitorii. Observati daca
neuronul prezinta descdrcari electrice
spontane, daca raspunde la stimuli tactili
slabi (pensula), medii (sondad), sau puternici
(pensa) prin generarea potentialelor de
actiune ce vor fi observate sub forma de
impulsuri pe afisajul voltmetrului. Ulterior,
veti compara rdspunsul observat cu datele
de referinta publicate. Cand terminati
testarea tuturor uneltelor, apasati butonul
,Continuare”.

Pentru utilizarea colorantului  si
vizualizarea neuronului, veti apdsa butonul
»Injectare Colorant”, urmat de butonul
Jintrerupdtor UV”, pentru a porni lumina
ultravioleta ce va activa colorantul
fluorescent. Acest procedeu va permite
identificarea caracteristicilor anatomice ale
neuronului. Forma fiecarui tip de neuron
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este unicd, ceea ce poate fi utilizat ca
metoda de identificare.

Identificarea neuronilor
Utilizand datele despre activitatea electrica
si structura anatomica a neuronului
identificat, veti identifica tipul de neuron pe
baza datelor de referinta publicate.

Identificati toate tipurile de neuroni.
Odata ce ati terminat, apdsati butonul
,Concluzii”.

Concluzii
Sistemul nervos este alcatuit din multe tipuri
de neuroni, fiecare transmitand diferite

tipuri de informatii. Modelul activitatii
electrice intr-un neuron are o insemnatate
specifica dependenta de identitatea

neuronului. De exemplu, neuronii senzitivi
care receptioneaza informatii tactile dintr-o
regiune specificd a organismului, transmit
informatia catre creier, formand o cale
nervoasa specificd. Acest principiu se aplica
chiar si la un animal simplu precum
lipitoarea. Dupa cum ati observat, la
lipitoare, sa-u identificat trei tipuri de
neuroni senzitivi ce raspund la senzatia
tactila si transmit informatia Tn restul
sistemului nervos.

Tipuri de neuroni identificati

Neuronii senzitivi sunt reprezentati de trei
categorii:

=T (touch — atingere) — raspund la stimuli
usori

=P (pressure — presiune) — raspund la
stimuli medii

=N (nocireceptive nocireceptori)
raspund la stimuli puternici. Daca informatia
ar fi procesata de catre animal, aceasta ar fi
de durere.

Alte categorii de neuroni:

= R (celule Retzius) — genereaza potentiale
de actiune spontane, fara a raspunde la
stimuli tactili.
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=X — neuroni motori ce nu rdspund al
stimuli senzitivi si nu au activitate electrica
spontana.

O alta categorie de neuroni pate fi cea de
neuroni motori.
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HEMATOLOGIE

Obiective:

1.Definirea hematologiei
2.Definirea componentelor
proprietatilor sangelui
3.Enumerarea
hematologice de rutina

si

examenelor

Hematologia este stiinta care se ocupa cu

studiul sangelui si a organelor
hematoformatoare. in context clinic,
hematologia urmareste studiul,
diagnosticul,  tratarea i preventia
afectiunilor maligne, infectioase,

nutritionale si degenerative ale sangelui, cu
impact major asupra tuturor sistemelor si
organelor.

Sangele are o consistentd lichida, este
vascos, usor alcalin, lipicios la atingere si cu
gust sdrat-metalic. Volumul total de sange
reprezinta circa 6 - 8% din greutatea
organismului si este mentinut la valori
constante sub actiunea a diversi hormoni ce
regleaza excretia apei si cantitatea de
substante dizolvate. Functiile tesutului
sanguin sunt de transport (gaze respiratorii,
nutrienti etc.), reglare (pH, temperatura
etc.) si protectie.

Sangele este format din plasma
(aproximativ 55%) si elemente figurate.
Hematiile au ca rol principal transportul

oxigenului catre tesuturi, plachetele
sangvine au rol in hemostaza iar leucocitele
fac parte din sistemul imunitar al
organismului.

Examenele hematologice utilizate 1in

practica medicala sunt foarte numeroase si
au un grad variat de complexitate in ceea ce
priveste realizarea si interpretarea. Dintre
acestea se pot aminti hemoleucograma,
testele de coagulare, analiza morfologica a
sangelui in frotiu, examenul maduvei osoase
hematogene, testul Coombs, VSH etc.
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Acest capitol va descrie cateva
experimente ce pot fi utilizate pentru
determinarea parametrilor hematologici in
practica medicald (hematocrit, numarul de
hematii, parametri eritrocitari derivati,
formula leucocitard etc.). nsusirea acestor
notiuni fiind esentiala pentru o buna
intelegere a caracteristicilor fiziologice ale
tesutului sangvin cat si pentru evidentierea
unor particularitati de specie.

Parametrii uzuali hematologici pot fi
determinati manual sau cu ajutorul
analizatoarelor hematologice. Aparatele

utilizate pot fi de uz veterinar sau de uz
uman, adaptate cu softuri pentru
majoritatea speciilor domestice. Cu ajutorul
acestor analizatoare se pot obtine diversi
parametri precum numarul de reticulocite,
largimea  distributiei  eritrocitare sau
volumul trombocitar mediu. Metodele de
obtinere a valorilor variaza in functie de
modelul  aparatului si  pot include
spectrofotometria, realizarea histogramelor
si citometrie in flux.

Una dintre limitdrile analizatoarelor de
hematologie este lipsa softurilor pentru
diferentierea elementelor figurate ale
speciilor cu hematii nucleate (pasari, reptile,
amfibieni, pesti), la care obtinerea unor
parametri de rutind se face prin metode
manuale, precum cele descrise in acest
capitol.

Printre avantajele utilizarii unor astfel de
aparate pentru obtinerea parametrilor
hematologici se pot distinge viteza de
realizare a testelor, gradul redus al erorii (in
conditiile unei calibrari corespunzatoare si a
mentenantei permanente) si volumul redus
al probei. Odata cu introducerea probei in
aparat, toate operatiunile de diluare sau de
adaugare a agentilor hemolizanti sunt
realizate in mod automat.
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Recoltarea probelor de sange

Obiective:
1.Descrierea scopului
probe se sange
2.Definirea termenului de asepsie si
stabilirea rolului acesteia in colectarea
probelor de sange

3.Descrierea metodelor de recoltare si a
materialelor necesare

4.Enumerarea locurilor de electie pentru
recoltarea probelor de sange
5.Cunoasterea principalelor tipuri de
anticoagulanti

6.Calcularea volumului de sange pentru
recoltare

colectarii unei

Sangele utilizat pentru determinari
hematologice de rutind poate fi recoltat de
la nivelul unei vene superficiale (prin
punctionarea vasului cu ajutorul unui ac
hipodermic) sau de la nivelul capilarelor
pielii (cu ajutorul unei lancete). Sangele
arterial este necesar pentru realizarea unor
investigatii particulare.

Probele de sange pot fi utilizate pentru
investigatii hematologice
(hemoleucograma, VSH), biochimice
(creatinind, colesterol, fosfataza alcalina
etc.), morfologice, serologice (dozare
anticorpi), imunologice, genetice (teste de
paternitate, depistare boli genetice),
toxicologice (dozare mercur, cadmiu,
methemoglobinad) etc.

Materialele necesare pentru obtinerea
probelor de sange variaza in functie de
metoda si locul recoltarii. Indiferent de tipul
de sange recoltat (capilar sau venos), prima
etapd este reprezentata de asigurarea
asepsiei locale.

Asepsia reprezinta o masura profilactica si
cuprinde un ansamblu de madsuri ce nu
permit contaminarea unei plagi cu agenti
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patogeni (bacterii, virusuri etc.). Pentru

prevenirea contamindrii sunt necesare
urmatoarele masuri:
1.Utilizarea instrumentarului steril

(lancete, ace, seringi, flacoane de recoltare),
fiind recomandata utilizarea instrumentelor
de unica folosinta.

2.Zona din care se face recoltare se va
tunde (recomandat dar optional), dupa care
se folosesc tampoane cu vatd hidrofila si
alcool sanitar 70% (2 — 3 tampoane) pentru
dezinfectia locald. Daca este nevoie, zona de
electie se poate spala initial cu apa si sapun,
insa aplicarea alcoolului trebuie facuta pe
pielea uscata.

Atentie!

Recoltarea probelor se face dupa ce
alcoolul de pe piele s-a evaporat,
deoarece actiunea sa este eficienta doar
dupa uscarea completa iar alcoolul
poate interfera cu unele determinari

(sange capilar pentru dozarea
hemoglobinei sau a glicemiei prin
metode rapide).

3.Prevenirea contamindrii — odatda cu

uscarea alcoolului pe zona de electie, se
evita contaminarea locala, fie cu mana
examinatorului, fie cu instrumentarul
nesteril. Aceste precautii se mentin pana
cand plaga creata s-a inchis.

Locul de recoltare variaza in functie de
specie si se poate adapta in functie de
cantitatea de sange necesara.

Sangele capilar se poate recolta dupa
punctionarea pielii cu ajutorul unei lancete
sterile de unica folosinta. Punctionarea pielii
se poate face la nivelul urechii (caine, pisica),
crestei si barbitelor (gdind), varful cozii
(taurine, soarece), mucoasa bucala (caine)
sau vulva (vaca).
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Sangele venos poate fi recoltat prin
punctionarea unui vas superficial cu ajutorul
acelor hipodermice.

= Caine, pisica si rumegator mic: vena
cefalica, vena safena si vena jugulara.

= Cabaline: vena jugulara, vena cefalica,
vena safena si vena faciala.

= Taurine: vena coccigiana
jugulara.

= lepure: vena auriculara laterala (cea mai
accesibild), vena jugulara, vena safenad, vena

si vena

cefalica si punctie intracardiaca (ca
interventie terminala, sub anestezie
profunda).

= Pasari: vena jugulara, vena axilara, vena
metatarsiana mediala.

= Cobai: vena safend, vena jugulara (sub
anestezie), vena cava craniald (sub anestezie

profundd), punctie intracardiacd (sub
anestezie  profunda, ca interventie
terminala).

= Soarece si sobolan - vena

submandibulara, vena safena, vena caudal3,
vena podalad dorsald, vena jugulara, sinusul
retro-orbital (sub anestezie profunda, ca
interventie terminald), punctie intracardiaca
(sub anestezie profunda, ca interventie
terminala).

Sangele venos se poate recolta prin doua
metode, respectiv cu ajutorul unei seringi
sau prin sistem tip vacutainer.

1. Pentru recoltarea sangelui cu
vacutainer, materialele necesare sunt
reprezentate de vacutainere, ac si holder

compatibil, garou (optional). Aceasta
metodd este recomandatda doar pentru
animalele de talie mare si medie si nu este
indicatd pentru animalele deshidratate sau
hipotensive.

2. In medicina veterinard, cel mai frecvent
este utilizata recoltarea cu

ajutorul unei seringi. Materialele necesare
sunt reprezentate de ac hipodermic,
seringd, tub recoltare si garou (optional).
Acele si tuburile pentru recoltare sunt
clasificate dupa un cod de culori recunoscut
pe plan international.

Nota!

n cazul recoltarii prin sistem vacutainer,
trecerea fortata a sangelui printr-un ac
cu diametru mic poate produce
hemoliza. Se recomanda utilizarea unui
acde 19 -21G.

Acele utilizate pentru recoltare se vor
adapta in functie de talia animalului.
Diametru acestora este exprimat in ,gauge”,
cu prescurtarea ,,G” (ex. 16G), dimensiunea
fiind corespunzatoare unei culori a
amboului. Tn tabelul 1 au fost exemplificate
cateva valori si corespondentul de culoare.

Tuburile de recoltare se aleg in functie de
examenul realizat si de cantitatea de sange
recoltatd. Acestea pot fi tuburi de
dimensiuni mari cu capacitate de 2 — 5 mL
sau microtainere cu volum de 0,5 mL, iar
materialul este plastic sau sticla. Pentru
recoltarea unui volum redus de sange se
recomanda utilizarea  microtainerelor,

Tabel 1. Exemple de valori ale dimensiunilor acelor hipodermice si corespondentul acestora
pentru culoarea amboului

Dimensiunea exterioard a canulei

Valoarea in gauge

Culoarea amboului

0,4 mm
0,5mm
0,7 mm
0,8 mm
1,1mm

1,6 mm
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27 G gri
25G portocaliu
25G Negru
21G Verde
19G Roz

16 G alb
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deoarece depasirea cantitatii recomandate
de anticoagulant poate modifica aspectul
elementelor figurate ale sangelui (aspect
important in analiza morfologica a sangelui
periferic). Totodata, recipientele de
dimensiuni mici prezinta riscuri proprii,
deoarece tensiunea superficiala si diametrul
redus al tubului duc la o amestecare
anevoioasa a probei cu anticoagulant.

Pentru analizele de hematologie se pot
folosi tuburile cu capac mov si verde.
Recipientul cu capac mov poate fi cu sau fara
gel separator. Acesta se preteaza foarte bine
pentru toate speciile de animale domestice,
fiind recomandat pentru realizarea
hemoleucogramei si  pentru analiza
morfologicd, deoarece nu modifica aspectul
hematiilor. Mai poate fi folosit pentru unele
teste biochimice, teste genetice si teste
moleculare.

Anticoagulantul continut de aceste tuburi
este reprezentat de EDTA (acidul
etilendiaminotetraacetic), in forma anhidra,
dispersata fin pe peretii tubului. Acest
anticoagulant are ca mecanism de actiune,
indepartarea calciului ionic prin fenomenul
de chelatare. EDTA-ul nu este recomandat
pentru specii precum strut, emu ¥ 2 sau
reptile 3, amfibieni* si pesti®, la care produce
hemoliza si  modificarea  aspectului
morfologic al leucocitelor. De asemenea,
poate produce psudotrombocitopenie prin
inducerea aparitiei microtrombilor in proba
recoltat3 ®.

Atentie!

Excesul de EDTA in proba va modifica
aspectul tuturor celulelor sangvine — va
micsora volumul hematiilor, ceea ce va
duce la obtinerea unui hematocrit
scazut, iar leucocitele vor prezenta
modificari degenerative.

Tubul de recoltare cu capac verde (uneori
capac portocaliu pentru microtainere)
contine heparina. Heparina este o molecula
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care se gaseste in mod natural in organism,
fiind secretata de catre bazofile si mastocite.

Modul de actiune este dependent de
legarea de antitrombina Ill, complexul
format avand capacitatea de a inactiva
foarte rapid factorii procoagulanti activati
precum factorul IX, X, XI si XII. Tn clinica este
utilizat ca tratament pentru prevenirea
coaguldrii intravasculare a sangelui.

Tuburile cu heparind poate fi folosit
pentru realizarea hemoleucogramei, insa nu
sunt recomandate deoarece pot produce
agregarea leucocitard. in ceea ce priveste
morfologia sangvina, heparina poate duce la
aparitia unei culori albastrui a hematiilor in
frotiu, precum si modificarea aspectului
leucocitelor.

Folosirea acestui anticoagulant este
recomandat pentru majoritatea testelor
biochimice (cu exceptia unor parametri
precum electroliti sau proteine plasmatice),
n special atunci cand se doreste obtinerea
rapida a rezultatelor (nu se mai asteapta
coagularea sangelui si obtinerea serului).

Nota!
Pentru speciile a caror sange coaguleaza
foarte rapid (soarece, gaina), se

recomanda adaugarea unei solutii de
anticoagulant in seringa pentru a facilita
recoltarea.

Recipientele cu capac albastru sunt
utilizate pentru testele de coagulare si
contin citrat de sodiu in proportie de 1:9 cu
cantitatea de sange recoltata.

Mecanismul de actiune se bazeaza pe
precipitarea ionilor de calciu. Citratul este
utilizat de asemenea si pentru stocarea
sangelui pentru transfuzii.

Citratul de sodiu mai este folosit si pentru
recipientele cu capac negru utilizate pentru
testul de sedimentare a hematiilor (VSH),
dar cu un raport modificat de 1:3
anticoagulant fata de proba de sange
recoltata.
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Sangele recoltat in recipiente cu citrat de
sodiu nu este recomandat pentru realizarea
hemoleucogramei  deoarece cantitatea
mare de anticoagulant va modifica raportul
elementelor figurate fata de partea lichida a
sangelui, ceea ce duce la obtinerea unor
valori modificate.

Tubul de recoltare cu capac gri contine
fluorura de sodiu ca substanta activa, in
combinatie cu un anticoagulant (EDTA).
Fluorura de sodiu inhibda enzimele din
reactia glicolitica, oprind metabolizarea
glucozei de catre eritrocite. Acest recipient,
desi nu este utilizat foarte frecvent, este
recomandat pentru determinarea cantitatii
de glucoza din sange.

Pentru realizarea examenelor biochimice,
serologice si imunologice se foloseste ser
obtinut dupa centrifugarea unei probe de
sange coagulat (sange recoltat fara
anticoagulant). Tn acest scop, se pot folosi
recipiente cu sau fara factor activator de
coagulare si gel de separare. Tipurile
principale de tuburi de recoltare, continutul
si utilitatea lor, au fost schematizate in
tabelul 2.

Nu sunt admise pentru teste
hematologice probele ce contin coaguli

(chiar si  microtrombi) sau probele cu
hemoliza. Hemoliza poate fi rezultatul
manipuldrii anevoioase a probei sau a
recoltarii necorespunzatoare.

in general, este admisd recoltarea unei
probe unice de 10% din volumul estimat de
sange. Pentru o valoare peste 10%, este
recomandatda administrarea unor fluide
izotonice pentru rehidratare (3-4 ori
volumul recoltat).

Pentru stabilirea volumului estimat de
sange se pot folosi valori tabelare pentru
fiecare specie a cantitatii de sange per kg,
sau se poate calcula stiind ca sangele
reprezintda 6 — 8% din greutatea corporala.

Ca exemplu, un soarece cu o greutate
corporalad de 20g are sange in proportie de
58,5 mL/kg, adica un volum total estimat de
1,17 mL. Totodata, la un soarece de 20g, 6%
din greutatea corporald este reprezentata
de 1,2 mL de sange. Cantitatea maxima de
sange ce poate fi recoltata fara a produce
efecte negative si fara a necesita rehidratare
este de 1,2 mL x 0,1 (10% din volumul total
estimat de sange) = 0,12 mL.

Tabel 2. Tipuri de recipiente: continut si utilizare

Culoare capac | Continut
Mov EDTA
Verde Heparina
Albastru Citrat de sodiu 1:9
Negru Citrat de sodiu 1:3
Gri Fluorura de sodiu + EDTA
Galben Activator de coagulare
Portocaliu Activator de coagulare

Rosu -

Gel de Utilizare
separare
Teste hematologice, biochimie
Nu/Da (limitat), teste genetice, teste
moleculare
NU Biochimie, teste hematologice
(limitat)
Nu Teste de coagulare

Nu Test de sedimentare (VSH)

Nu Dozare glucoza
Da Biochimie

Nu Serologie

Nu Imunologie



HEMATOLOGIE

Hemoleucograma

Hemoleucograma cuprinde o paleta
diversificata de determinadri, axate pe
descrierea hematiilor, a leucocitelor si a
trombocitelor.  Determinarile  pot fi
efectuate prin metode manuale sau cu
ajutorul analizatoarelor hematologice.

Determinarea numadrului de hematii

Obiective:

1.Cunoasterea principiului pe care se
bazeaza determinarile de
hemocitometrie.

2.Cunoasterea materialelor utilizate si a
modului de lucru.

3.Cunoasterea surselor de erori.
4.Explicarea diferentelor pentru tehnica
folosita la mamifer si cea de la pasare.
5.Interpretarea valorilor de referinta si
cunoasterea scopului acestei
determinari.

Determinarea numarului de hematii cu

ajutorul  analizatoarelor  hematologice
utilizeaza tehnologie de madasurare a
impedantei prin  metoda volumetrica.

Practic, aparatul inregistreazd schimbarea
voltajului odata cu trecerea celulelor printre
doi electrozi.

Hemocitometria reprezinta o metoda de
determinare a numarului de celule dintr-o
proba de sange,
astfel, hematiile, leucocitele si plachetele
sangvine vor fi numarate separat.

Principiu:

Deoarece numadrul de hematii este foarte
mare (de ordinul a milioane pe milimetru
cub de sange), numararea

acestora chiar si cu ajutorul unui microscop
este foarte dificilda. Pentru a compensa acest
obstacol, proba de sange poate fi diluata cu
un volum cunoscut de solutie pentru a
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permite identificarea clard a elementelor
figurate si pentru a permite stabilirea
numarului.

Proba de sange este diluata cu ajutorul
unei pipete speciale, amestecul rezultat
fiind apoi distribuit intr-un spatiu cu volum
cunoscut, aflat intre o lamela si camera de
numarat.

Unitate de mdsurad:

Rezultatul obtinut se masoara in milioane
hematii pe milimetru cub de sange (mm c,
mm3, pL). Tn sistemul international,
exprimarea numarului de hematii se face
raportat la litru, dar pot fi intalnite diverse
tipuri de exprimari in functie de aparatul
utilizat pentru realizarea determinarii sau
sursa de literatura consultata.

Astfel, pentru un caine cu 8,2 milioane de
hematii pe milimetru cub de sange,
exprimarea poate fi: 8,2 x 108/mm?; 8,2 x
10%2/L; 8,2 x 10%/ uL; 8,2 M/uL; 8,2 x
10%/mmc, 8,2 x 10%/mcL.

Materiale necesare:

Setul de hemocitometrie este format din:
1.Pipeta de dilutie (Potain)

2.Camera de numarat

3.Lamele

4 Lichid de dilutie

5.Materiale auxiliare: sticla de ceas, vata
hidrofila, alcool sanitar, lanceta pentru
recoltarea sangelui sau sange recoltat
anterior (cu un anticoagulant ce nu modifica
volumul probei — ex. EDTA).

Pipeta de dilutie

Este o pipeta fabricata din sticld, cu un
capilar subtire si o dilatatie ce contine o bila
din sticla de culoare rosie. Pipeta Potain si
componentele sale au fost schematizate in
figura 1.
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Fig. 1 Pipetd Potain pentru numdrarea
hematiilor. A: tub capilar, B: dilatatie, C: bild
de sticld de culoare rosie.

Pipeta Potain este alcatuita dintr-un tub
capilar, cu varf conic in partea terminald.
Capilarul pipetei prezinta diviziuni marcate,
cu diferente in functie de pipeta, putand fi
intdlnite doar doua diviziuni (0,5 si 1) sau
mai multe diviziuni (5, 4, 3, 2, 1). Bulbul sau
dilatatia pipetei actioneaza ca un rezervor
de stocare si amestecare a probei de sange
cu lichidul de dilutie. Bila de sticla din
interiorul dilatatiei ajuta la amestecare
solutiei dar si la identificarea pipetei
(culoare rosie pentru hematii si alba pentru
leucocite).

Al treilea component al pipetei este tubul
de cauciuc si piesa bucala. Dupa dilatatie,
este prezenta o ald portiune ingusta (unde
se observd o noud demarcatie — 101), de
care se ataseaza tubul de cauciuc, care se
recomanda a fi de o lungime de aproximativ
20 cm pentru a permite umplerea pipetei
prin aspiratie usoara si totodata observarea
gradatiilor. Piesa bucala este obisnuit de
culoare rosie pentru hematii si alba pentru
leucocite.

Atentie!
Tnainte si dupd utilizarea pipetei se va
dezinfecta piesa bucala cu alcool sanitar.

Lichidul de dilutie va fi diferit in functie de
specia examinata. Pentru mamifere se
foloseste lichidul Marcano, care mentine
integritatea structurala a hematiilor si
produce liza celulelor nucleate si a
trombocitelor. La pasare, lichidul de dilutie
folosit este reprezentat de solutia Natt —
Herrick, care pastreaza integritatea
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structurald a tuturor elementelor figurate,
prin urmare poate fi utilizat atat pentru
numadrarea hematiilor cat si a leucocitelor.

Camera de numarat

Este confectionata dintr-o bucata unica de
sticla, cu santuri gravate in profunzime ce
delimiteaza o zona centrald denumita
»platou”. Aceasta platforma centralda este
mai joasa cu 0,1 mm fata de pilonii laterali.
Platoul este la randul sau strabatut
transversal de un sant ce il imparte in doua
zone egale pe care se poate observa cite o
retea, dupa cum este ilustrat in figura 2.

C

A B

e,

Fig. 2 Camerd de numdrat: A. lameld, B.
Retea, C. Locul unde se depune picdtura de
sdnge diluat.

Pilonii laterali au rolul de a sustine lamela
care odata dispusa la suprafata camerei de
numarat, va acoperi reteaua si va crea un
spatiu cu indltimea de 0,1 mm in care va
difuza sangele diluat, dupa cum este ilustrat
in figura 3.

Reteaua hemocitometrului

Reteaua este divizata in 9 patrate mari,
fiecare cu suprafata de 1 mm?, dupd cum se
poate observa in figura 4. Dintre aceste 9
patrate mari, cele 4 corespunzatoare
colturilor sunt divizate fiecare in cate 16
patrate medii cu o suprafatd de 1/16 mm?
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(latura de % mm). Aceste 4 patrate din
colturi sunt utilizate pentru numadrarea
leucocitelor.

~ N\ /7
I— i

Fig. 3 Camerd de numdrat: A. Platforma
centrald ce contine reteaua, B. Spatiul dintre
platforma centrald si lameld cu indltimea de
0,1 mm, C. Pilon lateral pe care se sprijind
lamela, D. Sant in care se scurge excesul de
lichid.

Pentru numararea hematiilor este utilizat
patratul mare central. Acesta este prevazut
cu numeroase diviziuni ce il delimiteaza in
25 sau 16 patrate medii (in functie de tipul
camerei de numadrat) separate unul de
celdlalt prin doud sau trei linii paralele.
Aceste patrate medii sunt la randul lor
divizate Tn cate 16 patrate mici, fiecare cu o
suprafatd de 1/400 mm?.

Il

Fig. 4 Reteaua unui hemocitometru, cu 9
pdtrate mari cu latura de 1 mm. In pétratele
galbene se vor numdra leucocite iar in
pdtratul rosu se numdrd hematiile.
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Mod de lucru:

Pregatirea setului pentru hemocitometrie
reprezinta primul pas, astfel incat, tot
instrumentarul trebuie sa fie la Tndemana
utilizatorului. Se toarna lichid de dilutie in
sticla de ceas apoi se pregateste proba de
sange, <care poate fi recoltat pe
anticoagulant sau poate fi proaspat, recoltat
prin punctie capilara.

Se fixeaza piesa bucald si se orienteaza
pipeta astfel incat gradatiile pot fi vizualizate
cu usurinta. Varful pipetei se pune in contact
cu sangele (o picatura mare dispusa pe o
lama sau in contact direct cu sangele din
plagd) si se orienteaza la un unghi de
aproximativ 40 de grade. Se aspird sangele
pana la diviziunea 2 sau 0,5 in functie de
modelul pipetei.

Atentie!

Dimensiunea picaturii trebuie sa fie
suficient de mare, daca varful pipetei nu
se mentine Tn contact permanent, se
poate aspira aer, ceea ce reprezinta o
eroare de tehnica si necesita evacuarea
sangelui si reluarea determinarii.

Dupa aspirarea sangelui, varful pipetei se
curata cu ajutorul unui tampon de panza,
fara a atinge deschiderea de la varful
pipetei. Pentru ajustarea cantitatii de sange
din pipeta, se poate sterge de cateva ori
varful pipetei de suprafata palmei sau de o
bucatd de héartie pana cand coloana de
sange coboara la diviziunea 2 sau 0,5 in
functie de modelul pipetei.

Apoi, pipeta se mentine in pozitie aproape
verticala si se aspira lichidul de dilutie pana
la diviziunea 101 aflata deasupra dilatatiei.
Diluarea sangelui nu trebuie realizata rapid
pentru a Tmpiedica coagularea acestuia in
tubul capilar.

Dupa aspirare, pipeta se mentine fin
pozitie orizontala, se prinde de la ambele
capete 1intre degetul mare si degetul
aratator si se inclina usor timp de 2-3 minute
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pentru a facilita amestecarea cu lichidul de
dilutie. Pipeta se mentine 1in pozitie
orizontald pe masa de lucru si se prinde
imaginea retelei.

Reteaua se examineaza cu un obiectiv mic
(10x) pentru alegerea zonei pentru
examinare (fixarea patratului central), apoi
se poate utiliza un obiectiv mai mare (20x).
Dacd zona de lucru nu prezinta artefacte (ex.
praf), se poate aplica lamela pe suprafata
camerei de numarare (sprijinitd pe cei doi
piloni laterali si acoperind retelele din zona
centrald).

Pipeta se mai inclina de cateva ori pentru
a asigura omogenizarea elementelor
figurate din dilutie, apoi vor fi evacuate pe
un tampon de tifon primele 2-3 picaturi ce
contin doar lichid de dilutie.

Nota!

Pipetele de dilutie pentru hematii pot fi
folosite pentru determinarea numarului
de leucocite (atunci cand acestea sunt
foarte numeroase ex. leucemie),
trombocite si spermatozoizi.

Mentinand pipeta la un unghi de 45 de
grade, se pozitioneaza varful pipetei pe
suprafata platformei centrala, foarte
aproape de marginea lamelei. Dupa
exprimarea picaturii, aceasta va difuza sub
lameld prin fenomenul de capilaritate si va
acoperi suprafata retelei. Daca picatura este
prea mare, excesul de lichid se va scurge in
santurile laterale. Daca picatura a fost prea
mica si nu a fost acoperita suprafata retelei,
este necesara curdtarea camerei de
numarat si addugarea unei noi picaturi.
Uneori pot apdrea bule de aer daca pe
suprafata retelei sau a lamelei sunt prezente
molecule de grasime (de exemplu dupa
atingerea acestora cu degetul).

Dupa aplicarea lichidului de dilutie se
asteapta 2-3 minute pentru linistirea
curentilor din fluid, apoi poate fi realizata
numararea.
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Pentru stabilirea numarului de hematii se
vor alege aleatoriu 5 patrate medii cu cate
16 patrate mici, numarandu-se in final
hematii in 80 de patrate cu suprafata de
1/400 mm?. Modul de numdarare este
ilustrat in figura 5 .

I w I I I
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Fig. 5 Pdtrat mediu cu 16 pdtrate cu
suprafata de 1/400 mm?. Sdgetile mov
indicd directia de numdrare.

Se numara fara pauza hematiile din cate
un patrat mediu, precum cel ilustrat in figura
de mai sus. Se incepe cu patratul mic din
coltul din stanga sus si se numara hematiile
din interiorul patratului, cele de pe latura
stanga si cele de pe latura superioara, apoi
se trece la patratul urmator. La final, nu vor
fi numarate hematiile dispuse pe latura
dreapta si pe latura inferioara a patratului
mediu, Tnsa numarul acestora este
considerat a fi neglijabil (nu modifica
rezultatul final).

Dupa finalizarea numararii, camera de
numarat se spald, se usuca cu un material
hidrofil (de preferat bumbac fin —sa nu lase
resturi de fibre pe camera de numarat si sa
nu zgarie sticla), apoi se degreseaza cu
alcool si se asaza in suportul de plastic. Se
evacueaza continutul pipetei, apoi se spala
cu apa distilata, apoi cu alcool si acetona.
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Metoda de calcul
Pentru obtinerea numarului de hematii se
utilizeaza urmatoarea formula:

Nr. hematii=;(—0:s :1:D, unde

= X reprezinta numdrul de hematii
numadrate in cele 5 patrate medii a cate 16
patrate mici.

= S reprezintd suprafata unui patrat mic,
respectiv 1/400 mm?.

= T reprezinta indltimea coloanei de lichid
(distanta dintre camera de numarat si
lamela), respectiv 0,1 mm.

= D reprezinta dilutia utilizata (pentru
aspirarea sangelui la diviziunea 2 sau 0,5,
dilutia este de 1/200, pentru aspirarea
sangelui la diviziunea 1, dilutia este de
1/100).

Nr. hematii = ;{—0 x 400 x 10 x 200

Nr. hematii = X X 10000

Determinarea numarului de hematii la
pasare

Pentru pasari, determinarea numarului de
hematii se realizeaza utilizand tehnica

descrisa pentru mamifere. Deosebirile sunt
legate de lichidul de dilutie (Natt Herrick) si
faptul ca pe retea se observa atat hematii
cat si leucocite si trombocite, fiind necesara
diferentierea pentru o numarare
corespunzatoare. Se pastreaza formula de
calcul.

Surse de erori
Erorile posibile sunt numeroase si pot fi
legate de umplerea necorespunzdtoare a
pipetei (modificarea dilutiei), umplerea
necorespunzdtoare a camerei de numarat
(modificarea volumului de lichid dintre
camera si lameld) si erori de numarare.
Erorile pot produce o variatie a numarului
de hematii de pana la 10 — 15%, chiar mai
mult pentru un examinator fara experienta.

Interval de referinta

Numarul de hematii variaza destul de mult
la speciile domestice, diferentele observate
putand fi corelate pozitiv cu dimensiunile
hematiilor, observandu-se astfel un numar
mai mare de hematii la speciile cu
dimensiuni celulare reduse si un numar de
hematii mai mic la speciile cu hematii de

Tabel 3. Valori de referintd pentru numdrul de hematii si dimensiunea hematiilor pentru

speciile de animale domestice si de laborator

Specia AT S Dimensiunea medie a hematiilor (um)
(x 10%/mm?3 de sange)
Cdine 5,5-38,5 7
Pisica 5-11 5,5-6,3
Cal 6-13 5-6
Ponei 4,7-9,4
Mdgar 4,7-9 -
Vacd 49-7,5 5-6
Oaie 9-15 4,5
Caprd 8-18 2,5-3,9
Porc 5-8 6
Gdind 2,5-3,5 12x6
Sobolan 7-10 57-7
Soarece 9-10,6 5-7

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107
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dimensiuni mari. Intervalele de referinta au
fost inscrise in tabelul 3.

Determinarea numarului de hematii are o
relevanta  clinica  deosebita  pentru
aprecierea starii de sanatate a animalelor.
Numarul de hematii scade in anemii si creste
in policitemie sau poate avea valori fals
crescute in deshidratare.

Determinarea cantitatii de
hemoglobina

Obiective:

1.Stabilirea relevantei acestei
determinari

2.Realizarea estimarii valorii
hemoglobinei prin metoda Gowers —
Sahli si  cunoasterea  principiului

determinarii

3.Explicarea surselor de erori
4.Cunoasterea metodelor exacte pentru
determinarea cantitatii de hemoglobina

Hemoglobina este o cromoproteina
intalnita Tn interiorul hematiilor, cu rol in
transportul gazelor respiratorii.
Determinarea valorii hemoglobinei face
parte din hemoleucograma de baza si este
un parametru ce suferd modificari n
numeroase afectiuni precum anemii, boli
nutritionale si inflamatii cronice.

Valoarea hemoglobinei dintr-o proba de
sange poate fi estimata prin metode
colorimetrice. Cele mai cunoscute fiind
metoda Haldane (bazata pe abilitatea
hemoglobinei de a lega monoxid de carbon),
Tallgvist (necesita o picatura de sange pe
hartie de filtru si compararea culorii cu o

scala standardizata de culori), metoda
Lovibond — Drabkin si variatiile sale
(masoara cantitatea de

cianmethemoglobina si compara culoarea
cu un etalon) si Sahli.
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Principiu:

Metoda Sahli se foloseste pentru estimarea
cantitatii de hemoglobina dintr-un volum
cunoscut de sange, prin diluarea cu acid
clorhidric si compararea cu un etalon de
culoare. Exprimarea cantitatii de
hemoglobina se face in g%, dar unitatea de
mdsura folositd in mod curent este g/dL.

Materiale necesare:

1. Stativ cu etalon — Suport din material
plastic pentru eprubeta
hemoglobinometrului si doua bare din sticla
coloratd pentru compararea culorii din
eprubeta. Stativul este schematizat in figura
6.

Fig. 6 Suportul hemoglobinometrului Sahli:
A. Bara etalon din sticla colorata; B. Spatiu
pentru examinarea continutului eprubetei.

2. Eprubetd gradatd — cu gradatii in g% (2 -
24 g%) in culoare galbena sih % (20 — 160%)
in culoare rosie.

3. Pipetd pentru hemoglobind este
formata dintr-un tub capilar fara dilatatii, cu
o gradatie unica la 0,02 mL. Pipeta de sticla
este prevazuta cu un tub flexibil de cauciuc
si o piesd bucala. Pipeta este schematizata in
figura 7.
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Fig. 7 Pipetd pentru hemoglobinometru
Sahli.

4. Baghetd de sticld — utilizatd pentru
omogenizarea continutului eprubetei.

5. Pipete Pasteur — pentru acidul clorhidric si
apa distilata.

6. Apd distilatd

7. Acid clorhidric — solutie N/10 (0,1 N)

8. Probd de sdnge — poate fi utilizata sange
proaspat, recoltat prin punctie capilara sau
poate fi utilizat sange recoltat pe
anticoagulant (care nu modifica volumul
probei — ex. heparind sau EDTA).

9. Alte materiale — vata hidrofild, alcool
sanitar, material din panza sau bumbac,
lanceta (pentru recoltarea sangelui prin
punctie capilara).

Mod de lucru

Utilizand o pipeta Pasteur, se introduce HCI
in eprubeta hemoglobinometrului pana la
gradatia galbena de 3 g%, sau gradatia rosie
de 20% (aproximativ 10 picaturi de HCI).

Se dezinfecteaza piesa bucald a pipetei
hemoglobinometrului cu alcool sanitar si se
aspira sange pana la gradatia indicata pe
capilar (0,02 mL). Se vor indeparta urmele
de sange de la exteriorul pipetei prin
stergerea acesteia cu un material textil —
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fara a atinge varful pipetei (poate modifica
cantitatea de sange din capilar).

Atentie!

Sangele ramas pe exteriorul pipetei va
modifica semnificativ cantitatea probei
(pentru aceasta determinare este
necesar un volum fix de sange — 0,02 mL)

Se imerseaza varful pipetei in solutia de
acid din eprubeta si se evacueaza sangele.
Se aspira si se evacueaza continutul de 3 -4
ori pentru a goli complet continutul
eprubetei. Pipeta se retrage prin
mentinerea in contact cu peretele eprubetei
pentru a nu permite Tndepdrtarea unei
cantitati semnificative de solutie
(fenomenul de adeziune).

Continutul eprubetei se omogenizeaza cu
ajutorul baghetei din sticla prin miscari de
rotatie si retragere.

Eprubeta se asaza in stativul etalon si se
lasa 6 — 8 minute 1n repaus, timp in care
acidul clorhidric produce hemoliza si
converteste hemoglobina in hematina acida
de culoare bruna aurie.

Se scoate eprubeta din stativ si se adauga
apa distilata picaturd cu picatura,
omogenizand constant cu bagheta de sticla.
Dupa fiecare cantitate de apa distilata
adaugata, eprubeta se aseza din nou in
stativ pentru compararea cu barele etalon.

Nota!
Pentru examinarea culorii, se
indeparteaza bagheta din eprubeta

deoarece prezenta acesteia poate face
ca solutia de hemoglobina sa para mai
deschisa la culoare.

Stativul etalon se mentine la nivelul
ochilor in dreptul unei surse de lumina (de
obicei, stativul prezintd o placa alba
semitransparenta in partea din spate pentru
a permite filtrarea omogena a sursei de
lumina).
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Daca culoarea din interiorul eprubetei
este aceeasi cu cea a etalonului, eprubeta se
scoate din stativ si se citeste nivelul
lichidului (la meniscul inferior) pe scala
gradata galbena, cu exprimare in g%.

Surse de erori

Majoritatea erorilor sunt de natura tehnica,
fie o cantitate necorespunzatoare de sange
(nu s-au aspirat fix 0,02 mL, nu s-a curatat
exteriorul pipetei, nu s-a evacuat toata
cantitatea de sange din  pipetd),
nerespectarea timpilor (sub 6 minute, nu se
formeaza o cantitate suficienta de hematina
acida si peste 10 minute, culoarea poate sa
scada in intensitate), modificarea in timp a
culorii barelor etalon.

O alta sursa de eroare poate fi de natura
personald, mai exact de modul in care
fiecare examinator percepe culoarea probei
in raport cu etalonul.

Erorile de determinare pot modifica
valoarea hemoglobinei cu 10 -15 %. Aceste
erori pot fi reduse la 5% prin aplicarea unei
corectii. Se va face media a trei citiri pe
aceeasi proba, dupa cum urmeaza:
= Cand culoarea este usor mai inchisa
decat cea a etalonului (dar foarte apropiata)
= Cand culoarea este identicd cu cea a
etalonului
= Cand culoarea este usor mai deschisa
decét cea a etalonului.

Metode moderne
Determinarea valorii hemoglobinei se
determina obisnuit ca parte integratd a
hemoleucogramei.

Proprietatea hemoglobinei de a refracta
anumite lungimi de unda de lumina face
posibild dozarea acesteia prin metode de
spectrofotometrie. Multe modele de
analizatoare hematologice au ca tehnica
producerea folosirea unor compusi precum
fericianura de potasiu pentru a converti
toate tipurile de hemoglobina intalnite in
mod normal in sange (oxihemoglobina,

hemoglobina redusa, carboxihemoglobina si
methemoglobind) fntr-un compus stabil
(cianmethemoglobind) ce  poate fi
determinat prin analiza spectrofotometrica.
Prin comparatie, metoda Sahli ofera o
estimare doar a oxihemoglobinei si a
hemoglobinei reduse (carboxihemoglobina
si methemoglobina nu sunt estimate).

Datorita deseurilor toxice, aparatele de
hematologie de generatii noi, nu mai
utilizeaza cianuri pentru identificare, ci
folosesc compusi pe baza de sulf pentru a
produce derivati stabili de hemoglobina ce
pot fi analizati prin metoda colorimetrica
(spectrofotometrie).

Interval de referinta

Cantitatea de hemoglobind are valori
apropiate pentru majoritatea speciilor de
animale domestice. Valorile au fost inscrise
in tabelul 4. Cantitatea de hemoglobina
creste Tn conditii de hipoxie si policitemie si
va fi scazuta in anemii, inflamatii cronice,
carente etc.

Tabel 4. Interval de referintd pentru
valoarea hemoglobinei

Specia Interval de referinta (g/dL)
Cdine 12-18
Pisica 8-15
Cal 11-19
Magar 9,5-16,5
Vacd 8,4-12
Oaie 9-15
Caprad 8-12
Porc 10-16
Gdind 7-13
Sobolan 13,7-17,6
Soarece 13,3-15,4
Elefant 9,6 15,3

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107
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Determinarea Hematocritului

Obiective:

1.Definirea hematocritului si stabilirea
importantei clinice

2.Stabilirea metodelor de determinare
3.ldentificarea unor situatii fiziologice si
patologice de modificare a acestui
parametru

Hematocritul reprezinta exprimarea
procentuala a cantitatii de hematii dintr-un
volum de sange. Modificarea numarului de
hematii sau a cantitatii de plasma (uneori
chiar si a numarului de leucocite) va avea un
efect direct asupra acestui parametru.

Hematocritul este exprimat procentual
(%) si poate fi intalnit in literatura sau in
hemoleucograma cu prescurtarile: Ht, Hct
sau PCV (packed cell volume — volumul de
celule aglomerate).

Atentie!
Determinarea hematocritului se
realizeaza numai cu probe de sange
recoltate pe anticoagulant (EDTA sau
heparina pentru ca nu modifica volumul
probei).

Metode de determinare

1.Analizator hematologic — obtinerea unei
valori pentru hematocrit ca parte a
hemoleucogramei cu parametri de baza.
2.Metoda centrifugdrii in tuburi de
microhematocrit — presupune folosirea unor
tuburi cu capilar ingust (tuburi de
microhematocrit). Tuburile pot fi cu sau fara
anticoagulant. Tubul se pune in contact cu
picdtura de sange iar umplerea acestuia se
va face prin capilaritate odata cu inclinarea
tubului. Folosind un material pliabil precum
plastilina, se vor obtura capetele tubului,
dupa care acesta este introdus fintr-o
centrifuga pentru tuburi de
microhematocrit.
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Proba se centrifugheaza la 2500 rpm
(rotatii pe minut) timp de 10 minute. Dupa
centrifugare se va observa depunerea
celulelor in partea inferioara a tubului, ce va
avea o culoare rosie si separarea plasmei in
partea superioara a tubului, care va avea o
culoare galben pal.

Pentru aprecierea hematocritului, tubul
este comparat cu o scald etalon, dupa cum
este indicat in figura 8. Coloana de sange
(alcatuita din elemente figurate si plasma)
este asezata astfel fncat sa cuprinda in
totalitate scala (capatul inferior la 0 si
capatul superior la 100). Linia
corespunzatoare limitei dintre plasma si
elemente figurate este considerata ca fiind
valoarea hematocritului.
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Fig. 8. Schema de citire a hematocritului in
tuburi de microhematocrit (in imagine,
valoareas cititd este de 38%)

3.Metoda centrifugdrii in eprubete pentru
hematocrit — se preteaza pentru cantitati
mai mari de sange si are avantajul citirii
rezultatului direct pe scala gradata a
eprubetei.

Sangele recoltat pe anticoagulant este
aspirat intr-o seringa cu ac lung si introdusa
in eprubeta pentru hematocrit. Varful acului
trebuie sa atinga fundul eprubetei. Se apasa
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usor pistonul seringii, iar acul se retrage pe
masura umplerii eprubetei. Sangele trebuie
sa ajunga la diviziunea 100 a eprubetei iar
proba nu trebuie sa contina goluri de aer.

Eprubeta se centrifugheaza la 3000 rpm
10 minut, dupa care se examineaza prin
citirea scalei gradate.

in situatia in care eprubetele nu sunt
gradate, hematocritul poate fi calculat
folosind o rigla. Se masoara inaltimea
coloanei de sange (plasmad +elemente
figurate) si Tnaltimea coloanei de elemente
figurate si se aplica urmatoarea formula:

iniltime elemente figurate
inaltime coloani de singe

x 100

4.Metode rapide hemoglobinometrul
foloseste strip-uri de unica folosinta si ofera
valori pentru hemoglobina si hematocrit.

Modificarea hematocritului

Elementele figurate ale sangelui sunt
reprezentate de hematii, trombocite si
leucocite. Cele mai numeroase sunt
hematiile, astfel ca din coloana de sediment
obtinut prin centrifugare, trombocitele si
leucocitele se pot observa ca o linie de
delimitare intre hematii si plasma, dupa cum
este ilustrat in figura 9.
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Fig. 9. Probd de sdnge centrifugata: A.
plasmd, B. Hematii, C. trombocite si
leucocite.
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Prin centrifugare, nu se poate exprima
toata plasma aflata intre hematii, aceasta
insumand aproximativ 2% din valoarea
coloanei de elemente figurate. Hematocritul
real se poate calcula prin inmultirea valorii
citite cu 0,98.

Sangele venos are un hematocrit mai
mare decat cel al sangelui arterial.
Modificarea pH-ului de la 7,41 in sangele
arterial la 7,37 in sangele venos face ca
hematiile sa creasca usor in volum prin
absorbtia apei.

Intervalele de valori pentru speciile de
animale domestice si de laborator au fost
inscrise in tabelul 5.

Tabel 5. Valori ale intervalelor de referintd
pentru hematocrit

Specie | Interval de referinta (%)
Cdine 37-55
Pisica 24 -46
Cal 32-53
Mdgar 28 —-47
Vacd 21-30
Oaie 27 —-45
Caprad 22 -38
Porc 32-50
Gdinad 22-35
Sobolan 38 -52
Soarece 46 - 55

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107 |

Cresterea hematocritului poate fi legata
de cresterea numarului de celule
policitemie (nou-ndscuti, animale crescute
la altitudini mari), hipoxie etc. O ald cauza
este legatd de scaderea cantitatii de apa din
plasma — deshidratare, arsuri etc.

Scaderea hematocritului este ntalnita in
starile de hiperhidratare, gestatie
(hemodilutie) precum si toate tipurile de
anemii.

Un alt motiv pentru modificarea
hematocritului este legat de anticoagulantul
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utilizat.  Citratul de sodiu este un
anticoagulant sub forma lichida, iar
utilizarea sa va creste cantitatea de lichid a
probei, ceea ce va duce la scaderea falsa a
valorii hemoglobinei. Totodata, utilizarea
unui cantitati prea mari de EDTA (prin
nerespectarea limitei de umplere a tubului
de recoltare, de exemplu) va duce la
micsorarea  hematiilor si  scaderea
hematocritului.

Calcularea parametrilor eritrocitari
derivati

Obiective:
1.Definirea
derivati

2.Cunoasterea formulelor de calcul

parametrilor eritrocitari

3.Stabilirea importantei indicilor fin
descrierea tipurilor de anemii
Valorile hematocritului, a cantitatii de

hemoglobina sau a numarul de hematii nu
ofera examinatorului informatii legate de
aspectul individual al hematiilor. Pentru a
caracteriza in mod corespunzator un tip de
anemie, sunt necesare informatii legate de

volumul hematiilor, cantitatea de
hemoglobindg din interiorul acestora,
precum si procentul de saturatie cu

hemoglobind a hematiilor, valori obtinute
prin calcularea parametrilor eritrocitari
derivati sau a indicilor eritrocitari.

Volumul eritrocitar mediu (VEM)
intalnit Tn practicd si n literaturd sub
prescurtarea din limba engleza — MCV
(mean cell volume), reprezinta dimensiunea
medie a unei hematii.

Acest parametru este calculat pe baza
valorii hematocritului si a numarului de
hematii, prin urmatoarea formula:

Ht x 10

VEM = ———
Nr. hematii
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Unde:

= Ht reprezinta valoarea hematocritului,
= Nr. hematii reprezintda numarul de
hematii/mm3 de sange, folosindu-se doar
cifra milioanelor.

Ex.
Pentru un hematocrit de 45% si un numar de
hematii de 7,8 M/uL:

45x 10
7,8

VEM

= 57,69

Volumul eritrocitar mediu are ca unitate
de masurd um?3, prin urmare, in exemplul
anterior, VEM are o valoare de 57,69 um?3. O
alta exprimare posibild a acestei valori este
in femtolitri, astfel valoarea VEM va fi de
57,69 fL.

Acest parametru este foarte util n
caracterizarea anemiilor. Se pot deosebi

astfel anemii  normocitare  (anemia
posthemoragicd acutd), cand volumul
hematiilor nu este afectat, anemii

microcitare (ex: anemia feripriva, anemia
hemolitica mediata imun) cu un volum redus
al hematiilor si anemii macrocitare (anemia
megaloblasticd) cu o crestere a volumului
mediu al hematiilor.

Hemoglobina eritrocitara medie (HEM)
Poate fi intalnit si cu prescurtarea din limba
engleza MCH (mean corpuscular
hemoglobin sau mean cell hemoglobin) si
reprezinta continutul mediu in hemoglobina
a unei hematii.

Se poate calcula pe baza cantitatii de
hemoglobina si a numarului de hematii prin
urmatoarea formula:

Hb x 10

HEM = ——
Nr. hematii
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Unde:

= Hb reprezintd valoarea hemoglobinei
(g/dL),

= Nr. hematii reprezinta numarul de
hematii/mm3 de sange, folosind doar cifra
milioanelor pentru calcul.

Ex.
Pentru o valoare a hemoglobinei de 12,7
g/dL si un numar de hematii de 7,8 M/puL:

12,7 x10

HEM
7,8

= 16,28

Cantitatea de hemoglobina eritrocitara
medie se exprima in picograme, astfel, in
exemplul anterior, valoarea HEM este de
16,28 pg.

Modificarea hemoglobinei eritrocitare
medii indicd o perturbare a fincarcarii
hematiei cu hemoglobina, practic o crestere
sau scadere a cantitatii de hemoglobina din
interiorul hematiilor. Aceasta valoare poate
fi crescuta (anemia megaloblasticd) sau
poate fi scazutd (anemia feripriva). Acest
parametru se coreleaza pentru interpretare
cu concentratia de hemoglobina eritrocitara
medie.

Concentratia de hemoglobina eritrocitara
medie (CHEM)
intalnit n practicd si n literaturi cu
prescurtarea din limba englezd — MCHC
(mean corpuscular hemoglobin
concentration sau mean cell hemoglobin
concentration), reprezinta corelatia dintre
volumul hematiilor si gradul sau procentul
de incdrcare cu hemoglobind a acestora,
altfel spus, cat la suta dintr-o hematie este
reprezentat de hemoglobina.

Acest indice se poate calcula pe baza
valorii hemoglobinei si a hematocritului, cu
urmatoarea formula:

Hb
CHEM = —x 100
Ht

Unde:
= Hb reprezintda valoarea hemoglobinei

(g/dL),
= Ht reprezintd valoarea hematocritului

(%).

Ex.
Pentru o valoare a hemoglobinei de 12,7
g/dL si o valoare a hematocritului de 45%:

Tabel 6. Valori de referintd pentru volumul eritrocitar mediu, hemoglobina eritrocitard medie
si concentratia de hemoglobind eritrocitard medie.

Specia | VEM (um3,fL) HEM (pg) CHEM (%, g/dL)
Cdine 60-77 21-32 32-36
Pisicd 37-55 13,5-23 26-36

Cal 37-59 12-20 31-40
Mdgar 46 —-67 16-23 32-36
Vacd 36-50 14-19 38-43
Oaie 28-40 8-12 31-34
Capré 16 -25 5-8 30-36
Porc 50-68 17-21 30-34
Gdind 90— 140 33-47 26-35
Sobolan 48 — 58 17-20 28-33
Soarece 48 - 59 13-16 27-31

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107

49



HEMATOLOGIE

12,7
CHEM = 75 X 100 = 28,2 %

Concentratia se exprimda obisnuit Tn
procente (%), dar valoarea CHEM mai poate
fi exprimata in g/dL, astfel, in exemplul
anterior, valoarea CHEM este de 28,2 g/dL.

Concentratia de hemoglobina eritrocitara
medie este utila pentru caracterizarea
tipurilor de anemii. Se pot intalnit anemii
normocrome, cu o concentratie normala de
hemoglobina, hipocrome precum anemia
feripriva, cand nu exista cantitati suficiente
de hemoglobina in hematie (terminatia -
crom sugereaza o modificare a culorii
hematiilor deoarece intensitatea culorii este
direct proportionald cu gradul de incarcare
cu hemoglobina) si anemii hipercome cand
valoarea concentratiei de hemoglobina este
crescuta (asociata obisnuit cu prezenta
hemolizei in proba — hemoglobina libera in
plasma — secundara anemiilor hemolitice).

Valorile de referinta pentru speciile de
animale domestice si de laborator au fost
inscrise in tabelul 6.

Determinarea acestor indici are o
importanta majora pentru caracterizarea
tipurilor de anemie insa orice modificare ar
trebui verificata si prin examinarea frotiului
din sange periferic pentru o confirmare a
prezentei hematiilor cu modificari de
culoare sau de volum.

Erorile aparute in determinarea valorilor
pentru numarul de hematii, hematocrit si
hemoglobindg (precum cele intalnite la
metodele manuale de determinare) vor
modifica Th mod fals si valorile indicilor
eritrocitari derivati.
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de

Determinarea numarului
reticulocite si a largimii
distributie eritrocitara

Obiective:

1.Definirea termenilor de reticulocite si
largimea distributiei eritrocitare
2.Stabilirea metodelor de determinare
3.Cunoasterea importantei clinice a
modificarii acestor parametri

Reticulocitele sunt hematii imature ce au in
citoplasma cantitati semnificative de ARN
(acid ribonucleic) ribozomal si mitocondrial.
Acest parametru nu face parte din
hemoleucograma de baza dar ofera
informatii asupra modului de functionare al
maduvei hematogene (regenerare dupa
pierderea masei sangvine).

La unele specii, prezenta reticulocitelor in
sangele periferic este fiziologica. Circa 1%
din hematii fiind reticulocite la caine si porc
i 0,5% la pisicd. Soarecele are un procent de
reticulocite de aproximativ 4% ca o
consecintda a duratei reduse de viata a
hematiilor si regenerarii rapide a acestora.

in frotiurile colorate cu solutii de tip
Romanowsky, reticulocitele au un aspect
specific, fiind obisnuit mai mari decat
hematiile mature si cu o coloratie usor
bazofilica, dupa cum se poate observa in
figura 10.

Numarul de hematii poate fi determinat
prin metode automate sau manuale, iar
exprimarea numarului poate fi in procente
(%) sau ca numar absolut (x10°/L sau
x103/uL).

Aparatele de hematologie folosesc
metode de citometrie in flux cu coloranti

fluorescenti ce se leaga de ARN-ul
ribozomal.
Pentru realizarea metodei manuale de

numadrare a reticulocitelor este nevoie de
urmatoarele materiale: roba de sange
(sange capilar sau sdnge venos recoltat pe



Lucrari practice fiziologie

EDTA), colorant (albastru de cresil briliant
sau albastru de metilen N), pipete, recipient
gol, lame de microscop, microscop optic cu
obiectiv de imersie.

Fig. 10. Reticulocite indicate prin vérfurile
sdagetilor. Celulele au dimensiuni mai mari
decdt hematiile si au o culoare mai inchisad.

Mod de lucru

Se introduc 3-4 picaturi de colorant in tubul
gol, peste care se adauga acelasi numar de
picaturi de sange si se omogenizeaza.

Proba se lasa 10 minute in repaus pentru
fixarea colorantului, dupda care se
omogenizeazd prin Inclinare repetata si se
realizeazd un frotiu.

Atentie!

Colorantul se poate poate adera pe
suprafata hematiilor mature daca se
depaseste timpul de colorare.

Dupa uscarea frotiului, acesta se
examineaza la microscop fara a fi necesara
fixarea sau o colorare suplimentara.

Se vor numara 1000 de hematii, notandu-
se cate dintre acestea sunt reticulocite.
Reticulocitele pot fi recunoscute datoritad
prezentei granulatiilor de culoare albastra in
interiorul citoplasmei.

Procentul de reticulocite se calculeaza cu
urmatoarea formula:

Nr.retic. din 1000 de hematii
x 100
1000
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Ex.
Pentru un numar de reticulocite de 10 la
1000 de hematii:

% Reticulocite = X 100 = 1%

1000

Numadrul absolut de reticulocite
calculeaza prin urmatoarea formula:

se

Nr. hematii (x 108/mm?3) x %reticulocite

Ex.
Pentru un numar de hematii de 7 x 10/mm?3
si un procent de reticulocite de 1%:

Nr. reticulocite= 7 (x 105/mm3) x 1% =0,07 (x
108/mm?) sau 70 (x 103/mm3)

Daca hematocritul are o valoare scazuta,
procentul de reticulocite poate sa fie fals
crescut deoarece proba de sange contine
putine hematii. Se va folosi urmatoarea
formula de corectie cu valoarea media a
hematocritului fiziologic pentru specia
studiata pentru a obtine procentul de
reticulocite corectat:

Hematocrit proba X % reticulocite

Hematocrit valoare referinta

Ex.
Pentru un hematocrit de 25, un % de
reticulocite de 15% si o valoare fiziologica de

42% pentru hematocrit, procentul de
reticulocite corectat va fi:
25x 15
% corectat = ——— = 8,9%

42
Surse de erori
Erorile apdrute 1in realizarea acestei
determinari sunt legate fie de tehnica
(nerespectarea cantitatii de colorant,
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depasirea timpului de colorare) sau erori de
numarare.

Sursele principale de erori sunt incluziile
eritrocitare care se coloreaza cu albastru de
metilen N sau albastru de cresil briliant
(corpii Pappenheimer, corpii Howell — Jolly)
sau prezenta corpilor refractari.

Interpretare

Cresterea numarului de reticulocite din
sangele periferic indicd prezenta unui
proces regenerativ si indica spre o buna
functionare a maduvei osoase hematogene.
Valorile de referinta pentru speciile de
animale domestice si de laborator au fost
inscrise in tabelul 7.

Trebuie mentionat faptul ca la cabaline,
numarul reticulocitelor nu va fi crescut
deoarece hematiile se maturizeaza complet
in maduva osoasa hematogena.

Largimea de distributie eritrocitara

Acest parametru a fost studiat in
profunzime in medicina umana ca o metoda
de apreciere cantitativd a anizocitozei
eritrocitare si a heterogenitatii eritrocitelor
aflate in circulatie. Largimea distributiei
eritrocitare este obtinutda pe baza valorii

medii si a deviatiei standard a volumului
celular, din care se alcdtuieste o histograma.

Gradul de variatie a volumului hematiilor
poate fi descris numeric prin acest
parametru si poate fi observat in frotiul de
sange periferic odata cu analiza morfologica
a sangelui, unde se poate face o apreciere
subiectivd a gradului de anizocitoza
(prezenta hematiilor cu dimensiuni variate).
in figura 11. poate fi observati anizocitoza,
ce in hemoleucograma s-ar traduce prin
modificarea largimii  de  distributie
eritrocitara.

Largimea distributiei eritrocitare este
prescurtata RDW, dupa denumirea din limba
engleza (red blood cell distribution width)
sau LDE in limba romana si face parte din

hemoleucograma obtinuta cu ajutorul
analizatoarelor hematologice.
Acest parametru este apreciat 1n

comparatie cu Volumul Eritrocitar Mediu si
cu numarul si procentul de reticulocite
pentru caracterizarea anemiilor.
Modificarea acestuia este mai eficienta
pentru detectarea prezentei rdspunsului
regenerativ decat aprecierea altor indici
eritrocitari sau analiza morfologica a
frotiului®.

Tabel 7. Valori ale intervalelor de referintd pentru reticulocite (procent si numdr absolut)

si pentru ldrgimea de distributie eritrocita

rd.

Seals Procentul de Numarul de reticulocite Largimea distributiei
reticulocite (%) (x103/uL) eritrocitare (%)

Céine 0-1,5 11-92 10,6 — 14,3
Pisicd 0-04 9-61 13,2-17,5
Cal 0 0 17-20
Vacd 0-0,1 0-6,8 16 - 20
Oaie - - 16 - 22
Caprd - - 17,8-24,4
Porc 0-1 - 12,7 -32
Gdind 0-0,6 - -
Sobolan - - 11-15
Soarece 0-11,3 177 - 306 12-18

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107; www.vet.cornell.edu; www.vetmed.ucdavis.edu; Herman

si col., 20195
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Fig. 11. SGnge periferic — se observd variatia
volumului hematiilor (anizocitozd) dar si
variatia formei hematiilor (poikilocitozd).
de

Determinarea numarului

leucocite

Obiective:

1.Cunoasterea materialelor si a modului
de lucru

2.Cunoasterea modului de lucru si a
diferentelor de realizare la mamifer si
pasare

3.Stabilirea surselor de erori
4.Interpretarea intervalelor de referinta
si  stabilirea  importantei acestei
determinari

Leucocitele sau celulele albe ale sangelui
reprezinta modul de aparare a organismului
impotriva unor agenti externi precum
bacterii, fungi, paraziti, virusuri, substante
toxice etc. Tn cazul contactului cu un agent
patogen, numarul acestor celule poate sa
creasca sau sa scada, iar acest aspect va
ajuta clinicianul in stabilirea unui diagnostic.

Numarul de leucocite poate fi obtinut prin
metoda manuald (hemocitometrie) sau
metoda automata (analizator de
hematologie).
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Determinarea prin metoda automata
Analizatoarele de hematologie folosesc
tehnica de citometrie in flux pentru
stabilirea numarului de leucocite
(diferentiere fata de eritrocite prin prezenta
nucleului) dar si pentru stabilirea numarului
fiecdrei categorii de leucocit Tn parte. Acest
lucru este posibil datorita capacitatii
aparatului de a diferenta forma nucleului si
de a aprecia prezenta si aspectul
granulatiilor.

Limitarea acestor aparate intervine atunci
cand sunt prezente metarubricite in sangele
periferic. Acestea vor fi numarate in mod
obisnuit ca leucocite sau vor fi marcate ca
celule neidentificate. Prezenta acestor
hematii tinere este confirmatd prin
examinarea frotiului si este urmatd de
realizarea formulei leucocitare si corectarea
numarului total de leucocite.

O altd limitare a analizatoarelor de
hematologie constda in recunoasterea
bazofilelor. in general, o hemoleucogrami
cu bazofilie (cresterea numarului de bazofile
peste limita superioara a intervalului de
referinta) necesita  confirmare  prin
examinarea hemoleucogramei.

in cadrul hemoleucogramei, numérul de
leucocite este exprimat tnh mii/mm?3, K/mm?,
x103/mm?3, x103/uL sau x10%/L si este foarte
des prescurtat WBC (white blood cells) dupa
denumirea din limba engleza.

Determinarea prin metoda manuala
Principiul acestei determinari este identic cu
cel pentru determinarea numarului de
hematii.

Materiale necesare:

= Sange recoltat pe anticoagulant
(heparina sau EDTA pentru ca nu modifica
volumul de sdnge) sau sange capilar.

= Camera de numdrat — se poate folosi
acelasi tip de camerda ca la elementele
figurate rosii.



HEMATOLOGIE

= Lamela

= Lichid de dilutie (Tlrk produce
hemoliza si coloreaza nucleul leucocitelor
pentru a facilita numararea).

= Sticla de ceas

= Pipeta pentru leucocite — ilustrata in
figura 12. Se deosebeste de pipeta pentru
numararea hematiilor prin grosimea tubului
capilar, diametrul dilatatiei (in care incape
de 10 ori mai putin lichid de dilutie — astfel
daca pentru numararea hematiilor, sangele
a fost diluat de 100 de ori, pentru
numararea leucocitelor, sangele va fi diluat
de 10 ori) si culoarea bilei de sticla (alba
pentru leucocite si rosie pentru hematii). Tn
mod obisnuit, si piesa bucald a tubului de
cauciuc este tot alba pentru a permite o
identificare rapida.

= Microscop

= Materiale auxiliare — vata hidrofila,
carpa din material textil, alcool sanitar.

A

o
o

Fig. 12. Pipetd Potain pentru numdrarea
leucocitelor.

Mod de lucru

Se introduc 2-3 mL de lichid de dilutie Tirk
in sticla de ceas si se dezinfecteazd piesa
bucala a pipetei cu vata si alcool sanitar.

Se pregateste proba de sange prin
omogenizare  (inclinarea  repetata a
flaconului) sau se recolteaza o proba
proaspata de sange prin punctie capilara si
se aspird in pipeta pana la diviziunea 0,5
pentru o dilutie de 1:20 sau pana la
diviziunea 1 pentru o dilutie de 1:10. Se
indepdrteaza excesul de sange de pe
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exteriorul pipetei si se aspira lichid de dilutie
pana la diviziunea 11. Umplerea pipetei se
face fara goluri de aer (modifica semnificativ
cantitatea de sange si cea de solutie
diluanta).

Continutul pipetei se omogenizeaza prin
prinderea capetelor piesei de sticla intre
doua degete si inclinarea repetata, apoi se
lasa in repaus timp de 5 minute in pozitie
orizontald pe masa de lucru.

n acest timp se asazd camera de numérat
la microscop, se prinde imaginea retelei si se

plica lamela.
La fel ca la tehnica de numarare a
hematiilor, continutul pipetei se

omogenizeaza din nou Tnainte de folosire,
apoi se arunca primele 2-3 picaturi (acestea
contin doar lichid de dilutie) si se plica o
picdtura pe platoul central al camerei, in
apropierea lamelei. Picatura va difuza prin
fenomenul de capilaritate, sub lamela si va
acoperi reteaua. Dupa 2-3 minute, odata cu
linistirea curentilor din lichid si stabilizarea
imaginii, leucocitele se vor numara in cele
patru patrate din colturi, fiecare cu latura de
1mm. Acestea au fost ilustrate cu galben in
figura 12.

| SRsadaas tas
S e

Fig. 13. Reteaua hemocitometrului —
patratele galbene pentru numararea
leucocitelor.
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Leucocitele se pot identifica dupa forma
rotunda si nucleul inchis la culoare (colorat
de violetul de gentiana din compozitia
lichidului de dilutie). Acestea sunt
refractarea, astfel ca apar sticloase atunci
cand se ajusteaza imaginea prin microvizare
(n acest mod se pot deosebi de eventuale
particule de praf). La o examinare cu un
obiectiv. mai mare, pot fi observate si
celulele fantoma, citoplasma hematiilor
lipsita de continut.

Formula de calcul pentru numarul de
leucocite este urmatoarea:

Nr. leucocite=M:1:D

Unde:

= M reprezintd media numarului de
leucocite pe un milimetru patrat (numarul
total de leucocite numarate pe cele patru
patrate, impartit la 4),

= | reprezinta indltimea coloanei de lichid
de la camera de numarat la lameld =0,1 mm
= D reprezinta dilutia utilizata — 1/10 sau
1/20

Determinarea numdrului de leucocite la
pasdre

Pasarile, reptilele, amfibienii si pestii au
hematii nucleate, astfel, metoda aplicata
pentru mamifer nu poate fi folosita.
Numarul de leucocite este apreciat odata cu
cel de hematii (metoda si materialele au fost
prezentate anterior), utilizdnd aceeasi
pipeta si acelasi lichid de dilutie. Formula de
calcul este cea de la mamifer (M:I:D).

Surse de erori
Sunt asemandtoare ca cele intalnite la
hematii, cuprinzand erori legate de modul
de umplere al pipetei, de umplere a camerei
de numarat, de numarare sau de calcul.
Gradul de eroare este insa mult mai redus
decat ce intalnit la hematii, in principal
datorita dilutiei (10 — 20 in comparatie cu
100 - 200 la hematii). Procentul de eroare
este In medie de 5 — 10% si poate sa fie mai
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redus daca numaratoarea se face pe ambele
retele ale camerei de numarat.

Nota!

in cazul prezentei unui numar foarte
mare de leucocite (ex. leucemie), se
poate folosi o pipeta pentru hematii ce
permite realizarea unei dilutii mai mari
(1/100 pana la 1/200).

Interpretare

Cresterea numarului de leucocite se
numeste leucocitoza iar scaderea se
numeste leucopenie. Modificarea

numarului total de leucocite sau a unor
categorii individuale poate fi fiziologica in
situatii. Intervalul de valori pentru speciile
domestice si de laborator a fost inclus in
tabelul 8.

Leucocitoza fiziologica apare ca un
raspuns al organismului la situatiile de stres
(cresterea cantitdtii de epinefrind sau
norepinefrind). Este 1intdlnitd cel mai
frecvent la pisica (indiferent de varsta) si la
tineretul ecvin (sub 12 luni), avand o
frecventda mult mai redusa la animalele
tinere din alte specii. Leucocitoza se traduce
printr-o crestere usoara a numarului de
neutrofile segmentate (neutrofilie) si a
numarului  de limfocite (limfocitoza).
Aceastd modificare este tranzitorie,
numarul leucocitelor revenind in parametri
normali dupa aproximativ 30 de minute. La
pisica, aceste schimbari pot fi acompaniate
de eozinofilie si bazofilie.

Atentie!

Leucocitoza fiziologica este diferita fata
de leucograma de stres (datorata
cresterii cantitatii de corticosteroizi — din
surse exogene sau endogene)

Numarul de leucocite este de asemenea
mai mare la animalele nou-nascute si
tineret, la care se recomanda utilizarea unor
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Tabel. 8. Valori de referintd pentru numdrul de leucocite

#lLeucocite #Neutrofile #Limfocite #Monocite #Eozinofile #Bazofile
Specia | (x103/uL)  /Heterofile (x103/ulL)  (x103/uL) (x103/uL) (x103/uL)
(x10%/pL)
Céine | 6-7 3-11,5 1-4,8 0,15-1,35 0,1-1,25 rare
Pisicg | 5,5-19,5 2,5-12,5 1,5-7 0-0,85 0-1,5 rare
cal 52-13,7 2,7-9,6 1,1-5,6 0,13-0,59 0,06-0,58 0,01 -
0,16
Vacd | 5,1-13,3 1,7-6 1,8-8,1 0,1-0,7 0,1-1,2 0,0-0,2
Ogie | 4—8 0,7—-6 2-9 0-0,75 0-1 0-0,3
Caprg | 4—13 1-7,2 2-9 0-0,55 0,05-0,65 0-0,12
Porc | 11-22 3-10,4 4,2-13,6 0,2-2,2 0,05-2,4 rare
Gdindg | 12-30 3-6 7-17,5 0,15-2 0-1 rare
Sobolan | 1,96-8,25 0,22-1,57 1,41-7,1 0,03-0,18 0,01-0,16 0-0,05
Soarece | 1,22-4,78 0,1-1,66 0,86-3,7 0-0,05 0-0,07 0-0,01
Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107, Radostis si col, 2000*°
valori de referinta specifice varstei. aprecierea raspunsului organismului la

O crestere a numadrului de neutrofile si
monocite (monocitoza) poate fi observata si
in gestatie.

din

Realizarea frotiului

periferic

sange

Obiective:

1.Cunoasterea modului de realizare a
unui frotiu de sange

2.Cunoasterea metodelor de colorare si
a caracteristicilor acestora

3.Stabilirea modului de examinare a
frotiului de sange

4.Cunoasterea importantei examinarii
frotiului de sange

5.Enumerarea unor posibile artefacte ce
pot ingreuna examinarea

Examinarea frotiului din sange periferic
reprezinta unul dintre  examenele
hematologice de bazd 1n medicina
veterinara. Este util pentru stabilirea unui
diagnostic (parazitoze, anemii, intoxicatii,
neoplazii etc.), stabilirea unui prognostic sau
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diverse tratamente.

Materiale necesare:
= Sange proaspat recoltat prin punctie
capilard sau sange venos recoltat pe
anticoagulant (recomandat EDTA deoarece
nu modifica aspectul morfologic al
hematiilor)
= Lame de microscop
= Pipetd sau tub de microhematocrit
= Colorant

Mod de realizare
Se pregatesc doua lame de microscop — una
pe care se va intinde frotiul si una ce va fi
folosita pentru intinderea frotiului. Lamele
trebuie sa fie curate, fara particule de praf
sau amprente (daca sunt scoase din
ambalajul producatorului, de obicei nu
necesita curatare) ce pot afecta aspectul
final al frotiului. Lamele se pot sterge cu
alcool sanitar si apoi cu un material textil ce
nu lasa detritus pe suprafata sticlei.

in cazul utilizarii sdngelui proaspat, se
recomanda fintinderea rapida a frotiului.
Prezenta coagulilor in frotiu poate afecta
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calitatea acestuia si poate crea aspecte
artefactuale (de exemplu trombocitopenie -
scaderea numarului de trombocite).

Daca se foloseste sange recoltat pe
anticoagulant, este necesara omogenizarea
probei prin inclinarea usoara a recipientului,
apoi, cu ajutorul unei pipete sau a unui tub
de microhematocrit, se va depune o
picdtura de sange pe lama, in apropierea
zonei opace (dacd aceasta existd). Cea de-a
doua lama se asaza cu marginea ingusta, la
un unghi de 45 de grade pe suprafata primei
lame, naintea picaturii de sange.

Printr-o miscare de retragere, se pune in
contact cu picdtura de sange (mentinand
contactul cu lama de pe masa) si se observa
difuzarea probei pe toata lungimea muchiei
lamei tragator.

Atentie!
Lama tragator se mentine tot timpul n
contact cu lama de pe masa, iar frotiul se
intinde printr-o miscare unica, continua,
cu mentinerea contantd a unei presiuni
usoare.

Urmatoarea etapa este impingerea sau
retragerea lamei tragator (in functie de
manualitatea fiecdrui examinator) si
intinderea efectivd a frotiului. Etapele
realizarii frotiului au fost schematizate in
figurile 14, 15 si 16. in imaginile oferite
procesul este de impingere a lamei pentru
intinderea frotiului.

Zona matda a lamei este utila pentru
manipularea lamei (astfel incat sa nu se
atinga frotiul proaspat intins) si permite
inscrierea  datelor precum  numele
pacientului, data si numarul de inregistrare
din registrul de consultatii sau registrul
laboratorului. Pentru scrierea datelor se
foloseste un creion. Culoarea markerelor se
poate sterge in procesul de colorare.

Un frotiu realizat corespunzator va avea
suprafata uniforma, margini paralele si se va
termina printr-o zona franjurata. Dupa
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uscarea acestuia se poate trece la etapa de
colorare.

Fig. 14. Picdtura de sdnge este depusd pe
lama de microscop in apropierea zonei
mate.

Fig. 15. Lama se pune in contact cu picdtura
de sdnge (se mentine la un unghi de
aproximativ 45° fatd de lama de pe masa de
lucru) si se observa difuzarea sdngelui pe
lungimea muchiei.

Fig. 16. Printr-o miscare continud, sdngele
este intins pe suprafata lamei.

Coloratiile de tip Romanowsky sunt cele
mai frecvent folosite pentru examinarea
frotiurilor de sange. Printre acestea se pot
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enumera coloratile May - Grinwald —
Giemsa, Giemsa rapida si Diff — Quick.
Elementele figurate vor fi colorate astfel:

= Hematiile vor fi roz — portocalii,

= Nucleii vor fi mov de diferite intensitati,
= Granulatiile se vor colora in functie de
afinitatea tinctoriald, de la roz deschis la
albastru —inchis negricios,

= Citoplasma va fide culoare gri—albastru
pal.

Se pot folosi de asemenea coloratii
speciale precum Albastru de cresil briliant
(pentru identificarea reticulocitelor) sau
coloratia Pearls (pentru identificarea
depozitelor de fier), dar acestea nu sunt
incluse Tn examenele hematologice de
rutind.

Coloratia May-Griinwald Giemsa (MGG)

Reprezinta coloratia de electie pentru
hematologie. Poate fi folosita pentru
colorarea frotiurilor din sange periferic dar
si pentru diverse alte frotiuri citologice
(maduva osoasa hematogena, lichide
cavitare, frotiuri citovaginale, punctii etc.).

Trusa de colorare va include cei doi
coloranti May — Griinwald si Giemsa, apa
distilata, pipete, recipiente gradate si o baie
de colorat.

Lamele se asaza pe suportul baii de colorat
dupa care se prepara solutia Giemsa. Solutia
concentrata se va dilua in proportie de 1:9
(sau dupa indicatiile producatorului) cu apa
distilata intr-un cilindru. Solutia Giemsa se
prepara in momentul utilizarii si se poate
pastra doar cateva ore, dupa care va incepe
sa precipite.

Primul pas va fi acoperirea frotiurilor cu un
numar cunoscut de picaturi de solutie May —
Grinwald. Acestea se lasa 3 minute, dupa
care se vor acoperi (fara a varsa colorantul)
cu acelasi numar de picaturi de apa distilata,
asteptand alte 3 minute.

Lichidul de pe suprafata frotiurilor se
varsa iar frotiurile vor fi acoperite cu solutie
Giemsa diluata. Timpul de asteptare pentru
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aceasta etapa va fi de 25 — 30 de minute.
Acest timp se poate prelungi pentru
frotiurile groase sau pentru probele de
citologie (de exemplu, pentru colorarea unui
preparat citologic din maduva osoasa
hematogena, se recomanda dublarea
timpului de expunere).

Frotiurile se spala cu apa distilata sau sub
jet de apa la robinet, se lasad pana la uscarea
completd, apoi se examineaza la microscop.

Modul de examinare al unui frotiu

Examinarea frotiului incepe cu cel mai mic
obiectiv al microscopului, cu care se va
scana toata suprafata (pot fi observate
elemente mari precum diversi paraziti), apoi
se trece la un obiectiv mediu (20x) pentru

identificarea zonei optime pentru
examinare.

Aceastd zona este localizata in apropierea
partii  terminale franjurate si este

caracterizata prin modul de dispunere al
elementelor figurate intr-un singur strat.
Pozitia distantata a celulelor permite
examinatorului sa distinga in mod precis si
corect caracteristicile fiecarui element in
parte si aprecierea diferentelor de culoare,
volum, granulatii etc. Cele trei zone ale
frotiului sunt ilustrate in figurile 17, 18 si 19.

L

Fig. 17. Zona franjuratd terminald a frotiului
din sdnge periferic unde se observd spatii
goale vaste intre elementele figurate.
Acestea au tendinta de a rdmdne grupate,
ceea ce poate ingreuna aprecierea unor
caracteristici precum forma sau mdrimea.
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Pentru realizarea unor investigatii precum
formula leucocitara, se recomanda
examinarea frotiului incepand cu marginile
laterale, datorita faptului ca leucocitele sunt
mai dense si pot fi impinse catre margini in
momentul Intinderii frotiului.

strat reprezintd aria de interes pentru
caracterizarea morfologicd a elementelor
figurate.

Fig. 19. Corpul frotiului reprezintd zona in
care sdngele este dispus in strat gros.
Elementele figurate sunt suprapuse sau

aglutinate, ceea ce face imposibild
aprecierea trdsdaturilor morfologice.

Artefacte

Artefactele pot ingreuna examinarea unui
frotiu sau pot induce 1in eroare un
examinator lipsit de experienta. Sursele
acestor artefacte sunt diverse, incepand cu
coagularea sangelui Tnainte de intinderea
frotiului, precipitarea colorantului,
umiditate crescuta in laborator, exces de
anticoagulant etc.

Corpii refractari (Fig. 20) reprezintd
fragmente cu aspect sticlos, evidentiate cu
usurinta la microvizare. Acestea sunt

intdlnite Tn interiorul hematiilor si pot fi
confundati cu paraziti intracitoplasmatici.
sau

Apar in  urma uscarii fixarii

necorespunzatoare a frotiului.

Fig. 20. La védrful sagetilor verzi sunt prezenti
corpi refractari cu aspect asemdndtor unor
incluzii celulare.

Precipitatul I3sat de colorant poate fi o
consecintd a utilizarii unei solutii vechi (se
poate remedia prin filtrare), folosirea unui
timp prea lung de colorare sau indepartarii
necorespunzatoare a colorantului 1n
procesul de spalare a frotiului. Figura 21
ilustreaza prezenta colorantului in frotiu.
Particulele inchise la culoare pot modifica
aspectul leucocitelor si pot fi confundate cu
anumite specii de bacterii.

Atentie!

Prezenta microcoagulilor (Fig. 22 ) poate
crea un aspect de falsa trombocitopenie.
Apar frecvent in contaminarea tisulara in
momentul recoltarii.

in cazul stocdrii prelungite a frotiurilor
necolorate si nefixate, acestea vor avea o
nuantda albastruie a hematiilor, datorita
modificarii afinitatii pentru colorant. O
modificare asemandtoare poate sa apara ca
urmare a utilizarii unei ape distilate cu pH
necorespunzator in coloratia May
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Grinwald Giemsa. Acest aspect a fost
ilustrat in figura 22. Colorarea diferita a
hematiilor poate fi considerata artefact
deoarece face dificila  diferentierea
policromatofilelor (reticulocitelor).

.

Fig. 21. Precipitat prezent in tot cdmpul
microscopic. Poate fi confundat cu bacterii
sau cu anumite incluzii celulare.

A o

Fig. 22. Frotiu ce a fost tinut peste 24 de ore
inainte de fixare si colorare (MGG). Se
observd culoarea albastrd — gri a hematiilor.

Formula leucocitara

Obiective:
1.Definirea formulei leucocitare si
stabilirea importantei acestei
determinari
2.Cunoasterea formulei pentru

corectarea numarului de leucocite
3.Recunoasterea caracteristicilor
fiecarei categorii de celule leucocitare
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Formula leucocitara reprezinta procentul
fiecarei categorii de celule leucocitare in
sangele periferic.

Desi diagnosticul urmareste modificarea
numarului absolut, exista situatii in care
formula leucocitara devine utila. De
exemplu, la sangele de pasare, numarul de
leucocite se poate obtine prin metoda
hemocitometrului, iar cu ajutorul unei
formule leucocitare, se poate stabili un
numdr absolut pentru fiecare categorie
leucocitara in parte (inmultirea procentului
pe categorie cu numarul total de leucocite).

O alta situatie Tn care este utila realizarea
formulei leucocitare este prezenta unui
proces regenerativ intens ce duce la aparitia
hematiilor nucleate in sange
(metarubricite), precum cele din figura 23.

¢

Fig. 23. Hematii nucleate (metarubricite)

Analizatoarele hematologice vor numara
obisnuit aceste metarubricite ca fiind
leucocite, astfel este necesara numararea
lor in paralel cu fintocmirea formulei
leucocitare, stabilirea numarului de hematii
nucleate la 100 de leucocite numarate,
aplicdndu-se apoi urmatoare formuld de
corectie:

Nr.leucocite
1 4+ (Hem.nucleate +~ 100)
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Ex: Pentru 25 de hematii nucleate la 100 de
leucocite numadrate si un numar absolut de
leucocite de 16 x 103/mm3 de sange,
numarul de leucocite corectat va fi de:

16000

Leuc.corectat = —————
1+ (25 +100)
Leuc. corectat = 12800 leucocite pe mm?3 de
sange sau 12,8 x 103/uL de sange.

Se poate observa in exemplul de mai sus
faptul ca diferenta dintre cele doua valori
este foarte mare si poate uneori sa faca
diferenta intre fiziologic si patologic.

Cu noua valoare a numarului de leucocite
corectate se pot recalcula valorile numarului
absolut pentru fiecare categorie de
leucocite in parte utilizand procentele din
formula leucocitara.

Pentru realizarea corectd a unei formule
leucocitare este necesara identificarea si
clasificarea corespunzatoare a categoriilor
de leucocite.

Neutrofilul
Reprezinta prima linie de apararea
organismului si are in principal rol in
fagocitoza. in figura 24 este ilustrat un
neutrofil fnconjurat de hematii si doua
trombocite.

La caine, neutrofilele reprezinta cea mai
numeroasa categorie de leucocite. Celulele
mature au nucleul alungit si segmentat
(separate prin fingustari ale materialului
nuclear). Neutrofilele tinere (in banda) nu
prezinta 1ingustari ale nucleului, fiind
denumite si neutrofile nesegmentate.

Citoplasma este obisnuit incolora sau usor
oxifila (roz). Granulatiile nu se disting sau
pot fi colorate spre roz.

La pisica, aspectul neutrofilelor este
asemanator cu cel intalnit la céine. La
aceasta specie pot fi observati si corpii Bar,
segmente de cromatind sexuala, intalnite la
4 — 11% din neutrofilele femelelor’. Tn
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literatura, acest segment al nucleului mai
este intalnit sub denumirea de , drumstick”
(datorita asemanarii cu un copan de pui).

Fig. 24. Neutrofil cu nucleu Impdrtit in trei
segmente si granulatii fine vizibile in
citoplasmd.

La cal, nucleul neutrofilelor are frecvent
membrana cu margini angulare. Sunt
prezenti si corpii Bar, identificati ca fiind o
formatiune mov, atasatd de nucleu printr-un
filament subtire de cromatina. Citoplasma
este incolorad, cu granulatii mai mult sau mai
putin vizibile in functie de timpul de
colorare.

Nota!

Calul are un numar redus de neutrofile in
bandd. Numarul acestora nu creste
suficient in situatii patologice pentru a
avea valoare de diagnostic.

Neutrofilele bovinelor au citoplasma de
culoare roz (contin trei tipuri de granule si
nu contin lizozim) si nucleu polisegmentat.
Aceleasi caracteristici sunt intalnite si la
rumegatoarele mici.

La suine, neutrofilele au membrana
nucleara neregulata si citoplasma colorata
roz pal sau albastru pal.
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Atentie!

Frotiurile realizate din probe de sange
pastrate un timp indelungat (chiar si la
4°C) vor contine neutrofile
hipersegmentate.

Pasarile nu au neutrofile, fiind fnsa
intalnite heterofilele sau pseudoeozinofilele,
ce reprezinta cea mai numeroasa categorie
de granulocite. Granulatiile
intracitoplasmatice au forma de bastonas
(alungite) sau forma aciculard. Citoplasma
este transparentd iar granulatiile pot
acoperi partial nucleul, care va aparea
impartit in 2 — 3 segmente. Heterofilele au
functii asemandtoare cu neutrofilele
mamiferelor.

La animalele de laborator (soarece si
sobolan), nucleul neutrofilelor prezinta
numeroase inflexiuni ceea ce le poate da un
aspect hipersegmentat (diferentd a
criteriului de apreciere fata de alte specii).
Citoplasma este aproape incolora, cu
granulatii fine. Neutrofilele in banda pot
avea nucleul sub forma circulara (forma de
inel).

Eozinofilul

Acest tip celular a fost numit pe baza
afinitatii  tinctoriale a  granulatiilor
intracitoplasmatice si are roluri multiple in
raspunsul imun, cele mai bine cunoscute
fiind activitatea antiparazitara Si
participarea in reactiile de hipersensibilitate
(alergii) alaturi de bazofil si mastocit.

La canide sunt intalnite Tn numar redus in
circulatie si au dimensiuni mai mari decat
neutrofilele. Pot fi recunoscute usor pe baza
prezentei granulelor eozinofile (roz).
Citoplasma este usor bazofila (albastrd) si
poate contine un numar redus de vacuole
incolore.

Nucleul are un numar mai redus de
segmente decat neutrofilul, fiind intalnite in
mod obisnuit 2 sau 3.
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Pisicile au eozinofile cu nucleu obisnuit
bilobat si un numar mare de granule de
culoare roz portocaliu pal. Aceste
granulatii sunt abundente in citoplasma, au
dimensiuni reduse si forma alungita.

Eozinofilele cabalinelor au un aspect
specific. Acestea contin granulatii de culoare
rosu — portocaliu, ce deseori acoperd
nucleul si ofera celulelor un aspect de
,Zmeurd”.

Taurinele au eozinofile cu nucleu sub
forma de banda sau bilobat si numeroase
granulatii roz — rosietice de dimensiuni mici
si cu forma rotunda asemanator cu figura
25. Citoplasma este bazofild. Aspecte
asemdnadtoare sunt intalnite la ovine si
caprine.

Fig. 25. Eozinofil cu nucleu segmentat si
granulatii de culoare roz — rosietice.

Eozinofilele suinelor au deseori aspect de
celule in banda (slab segmentat).
Granulatiile citoplasmatice sunt rotunde si
ovalare, de culoare roz — oranj deschis si pot
acoperi nucleul.

La pasari, eozinofilele au forma rotunda
sau neregulata si nucleu segmentat.
Citoplasma este de culoare albastru deschis
iar granulatiile sunt oxifile, de forma
rotunda sau usor ovalara.
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La animalele de laborator, eozinofilele au
deseori nucleul in banda sau cu formad
inelara si este acoperit de granulatii
abundente. Granulatiile sunt de dimensiuni
relativ mari, sunt uniforme ca dimensiuni si
au culoare rosie sau portocalie.

Bazofilul

Reprezinta o categorie mai putin numeroasa
de celule albe, avand o proportie de
aproximativ 0,5% din totalul leucocitelor.
Odata ajunse in sangele periferic, acestea
vor rdmane in circulatie aproximativ 6 ore,
dupa care vor migra in tesuturi. Au rol in
medierea reactiilor alergice. In figura 26 este
reprezentat un bazofil cu granulatii inchise
la culoare in citoplasma.

g

Fig. 26 Bazofil cu granulatii de culoare
inchisd ce nu permit observarea nucleului.

La céine, bazofilele au dimensiuni mai
mari decat neutrofilele si un nucleu
segmentat. Granulatiile sunt rare si au
culoare mov sau mov — roz. Citoplasma este
albastra spre gri sau cu tenta usor mov.

La feline, dimensiunea bazofilelor este
asemanatoare cu eozinofilele. Nucleul
acestora este segmentat iar granulatiile din
citoplasma au dimensiuni mici,
asemanatoare in dimensiuni, forma rotunda

si culoare mov deschis sau mov — roz.
Ocazional pot fi observate si granulatii mov
inchis, dar intr-un numar mai mic.

Bazofilele intalnite la ecvine variaza din
punctul de vedere al numarului de granulatii
din citoplasma. Acestea pot fi rare sau
abundente, de culoare mov si cu dimensiuni
variabile. Daca numarul acestora este foarte
mare, pot sa mascheze nucleul. Citoplasma
variaza de la incolor la albastru deschis.

La taurine, bazofilele contin numeroase
granulatii de culoare albastru — finchis.
Acestea sunt mici si pot masca nucleul.
Aspecte asemdnatoare sunt intalnite la
caprine si ovine.

La suine, bazofilele contin numeroase
granulatii cu forma usor alungita, colorate
mov deschis pana la mov inchis. Nucleul va
aparea mov — pal.

La galinacee, neutrofilul este o celula cu
granulatii colorate albastru —inchis si nucleu
de forma rotunda, plasat central. Are un
aspect asemandtor cu mastocitul de la
mamifere. Totodata, numarul acestora este
mai mare la pasare decat la mamifere.

Soarecii si sobolanii au bazofile cu aspect
specific. Acestea prezintd un nucleu lobat,
citoplasma cu granulatii mari, de culoare
mov si numar variabil.

Limfocitul

Reprezinta un tip celular cu rol important in
raspunsul imun, precum producerea de
anticorpi si initierea efectelor imune mediat
celular, precum citotoxicitatea sau reactiile
de hipersensibilitate intarziata. in figura 27
este ilustrat un limfocit cu aspect tipic.

La caine, limfocitele din sangele periferic
vor avea dimensiuni variate (mici, medii si
mari), cele mici fiind cele mai numeroase.
Aspectul acestora este tipic, cu raportul
nucleu — citoplasma in favoarea nucleului,
cu o cantitate mica de citoplasma cu aspect
de ,halou” sau ,,semilund” in jurul nucleului.
Limfocitele medii au dimensiuni
asemandtoare cu neutrofilele. Ocazional,
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acestea pot contine in citoplasma un numar
foarte mic de granulatii roz mov.
Citoplasma este mai abundenta si se poate
observa in jurul nucleului.

La feline, limfocitele au dimensiuni mai
reduse decat neutrofilele. Nucleul acestora
este rotund si poate prezenta o adancitura
vizibila pe margine. Unele limfocite pot avea
cateva granulatii oxifile in citoplasma.

. D
Fig. 27. Limfocit de dimensiuni mici, cu
nucleu mare si rotund ce ocupd aproape

toatd celula.

Limfocitele cabalinelor au dimensiuni mai
reduse decat granulocitele. Pot fi intalnite si
limfocite mari, cu citoplasma abundenta de
culoare albastru deschis.

Limfocitele taurinelor reprezinta
categoria predominanta de leucocite (la
animalele adulte). Limfocitele mari pot fi
confundate cu  monocitele  datorita
prezentei unei cantitati mari de citoplasma
(este posibil sa contind si vacuole
intracitoplasmatice). Majoritatea celulelor
contin granulatii de culoare mov, ce ajuta la
deosebirea fata de monocit.

La caprine si ovine, limfocitele sunt de
dimensiuni mici si medii. Tn mod frecvent
pot fi identificate si un numar mic de
granulatii roz in citoplasma. La fel ca la
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taurine, aceastd categorie celularda este
predominanta la animalele adulte.

La suine, limfocitele din sangele periferic
sunt mici, medii si mari. Cele mari pot
contine granulatii roz in citoplasma. Acestea
au forma rotunda sau usor alungita si sunt
dispuse grupat.

La galinacee, limfocitele reprezintd
categoria predominanta de leucocite. SE
intalnesc limfocite mici si medii, cu aspect
tipic de nucleu rotund si mare, cu citoplasma
bazofila. Ocazional, citoplasma limfocitelor
mici poate prezenta proiectii citoplasmatice
iar limfocitele medii pot adera la celulele din
jur, ceea ce le poate da un aspect angular.

La soarece si sobolan, limfocitele
predomind ca linie limfocitara, chiar si la
animalele tinere. Limfocitele din sangele
periferic pot fi mici sau mari, cele mari avand
citoplasma mai abundenta si uneori
granulatii roz dispuse grupat in citoplasma.

Monocitul

Reprezinta un tip celular cu rol major in
fagocitoza. Acesta migreaza din sange in
tesuturi unde se diferentiaza in macrofag si
celula dendriticd. Tn figura 28 este
reprezentat un monocit cu vacuole
citoplasmatice si nucleu lobat.

La caine, monocitele au dimensiuni mai
mari decat neutrofilele. Nucleul poate avea
forme variate — rotund, lobat, in forma de
potcoava, in forma literei ,S”, cu aspect de
,fluture” sau reniform. Cele cu nucleu in
banda pot fi deosebite de neutrofilele in
banda prin [atimea mai mare a nucleului si
aspectul capetelor nucleului care vor fi
rotunjite. Citoplasma este colorata albastru
—gri, pana la albastru inchis si poate contine
un numar variabil de vacuole. Ocazional, se
pot distinge si granulatii foarte fine
dispersate in citoplasma.

La feline, monocitele au dimensiuni mai
mari decat neutrofilele si nucleu cu forme
variate. Acesta poate fi rotund, lobat,
reniform sau neregulat. Citoplasma este
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abundentd, de culoare albastru — deschis
pand la gri, cu un numar mic de vacuole
citoplasmatice.

o
7
- ) ;

Fié. 28. Monocit cu nucleu bilobat. Se pot
distinge vacuole citoplasmatice si granulatii
fine de culoare roz.

La ecvine, monocitele au dimensiuni mari
si nucleu cu forma variata: oval, lobat, forma
de potcoava sau neregulat. Citoplasma are
culoare gri — albastru, cu un numar mic de
vacuole si granulatii fine de culoare roz.

La taurine, monocitele au dimensiuni
mari, nucleu in forma aproape rotunda,
bilobat sau cu aspect ameboid. Prezintd
numeroase vacuole citoplasmatice. Aspecte
similare pot fi observate la ovine si caprine.

Monocitele suinelor au un nucleu cu
formad neregulata, cromatind cu aspect
dantelat si citoplasma abundenta de culoare
gri — albastru. Pot fi intalnite vacuole si
granulatii fine.

La galinacee, monocitele sunt celule mari,
care pot fi confundate cu limfocitele mari.
Monocitele au un nucleu aproape rotund, cu
o zona laterald deformata (aspect spintecat)
si citoplasma abundenta cu vacuole si
granulatii foarte fine.

La soarece si sobolan, monocitele sunt
cele mai mari leucocite din sangele periferic.

Nucleul acestor celule poate avea forma
rotunda, lobata, sau neregulata. Deseori
contine vacuole citoplasmatice si uneori se
pot distinge granulatii oxifile fine.

Pentru realizarea formulei leucocitare se
vor numara 200 de leucocite. Examinarea
frotiului se va face incepand cu marginile
laterale, in zona in care celulele sunt dispuse
intr-un singur strat, mutand obiectivul in zig
—zag sau in orice alta manierad astfel incat sa
nu existe posibilitatea de a vizualiza de doua
ori aceeasi parte a frotiului (Figura 29).

Fig. 29. Metoda examindrii frotiului pentru
realizarea formulei leucocitare.

Se va folosi un obiectiv mic (20x) pentru
prinderea imaginii si stabilirea locului optim
pentru Tnceperea examindrii, apoi se va
trece la un obiectiv mai mare (40x) pentru
distingerea categoriilor de leucocite. Pentru
observarea detaliilor, se va utiliza obiectivul
de imersie (100x), dupa aplicarea pe
suprafata frotiului a unei picaturi de ulei de
imersie.

Atentie!

Dupa finalizarea determinarii, frotiurile
se asaza cu partea uleioasd pe un
material absorbant (hartie de filtru sau
servetel din hartie) ce nu lasa detritus.
Acestea nu se sterg — se poate zgaria
suprafata frotiului, iar in timp se
estompeaza detaliile.
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Pe masura gasirii leucocitelor in frotiu, se
vor nota 1n tabel cu ajutorul unor linii sau
marcaje in dreptul categoriei respective.
Tabelul este impartit in 10 coloane a cate 20
de elemente, pentru a usura calculul final si
pentru a urmari mai simplu numarul de
celule. Dupa identificarea a 200 de
leucocite, se vor aduna pe orizontal numarul
de celule pentru fiecare categorie in parte.
Pentru verificarea corectitudinii, se poate
aduna pe verticala coloana de total, care ar
trebui sd insumeze 200 de celule. Pentru
obtinerea procentelor, numarul total pentru
fiecare categorie se imparte la 2, astfel,
pentru 60 de limfocite gasite in frotiu,
procentul de limfocite va fi de 30%. In
tabelul 9 a fost prezentat modul de
completare a unei formule leucocitare la
mamifer.

Pentru pasare, modul de completare este
identic, fiind Tntalnite diferente numai in
ceea ce priveste categoriile de leucocite.
Astfel, in locul neutrofilelor segmentate siin
bandd, va fi finscrisd categoria de
pseudoeozinofile sau heterofile. Modelul
pentru speciile cu hematii nucleate poate fi
vizualizat in tabelul 10.

Tn cazul speciilor cu hematii nucleate,
obtinerea unui numar absolut pentru fiecare
categorie de leucocit in parte se va face pe
baza formulei leucocitare obtinute prin
examinarea frotiului si Tnmultirea
procentului cu numarul de leucocite obtinut
prin metoda hemocitometrica.

Ex: Pentru un numar de leucocite de 12 x
10% / mm?3 de sdnge si o formuld leucocitara
cu 56% heterofile, numarul absolut de
heterofile va fi:

12000 x 0,56 = 6720 de heterofile pe mm?3
de sdnge sau 6,72 x 103/mm3 de singe.

in mod asemén&tor, pentru corectarea
numarului le leucocite in cazul prezentei
hematiilor nucleate, se foloseste formula
leucocitara obtinutd prin examinarea
frotiului.

Ex. Pentru un numar corectat de leucocite
de 12,8 x 103/mm3de sange si un procent de
neutrofile de 64,5%, numarul corectat de
neutrofile va fi 8,25 x 103/mm?3 de sange.

Tabel 9. Tabel formuld leucocitard mamifer si exemplu completare

Categque | Il 1l [\ \Y Vi Vil | VII IX X Total %
leucocite

Neutrofile " 17 85
nesegmentate

Neutrofile Il " 112 56

segmentate 1

Eozinofile | 3 1,5

Bazofile 1 0,5
. . "l

Limfocite " 56 28

Monocite 1] | 11 5,5

Total 20| 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 200 | 100
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Tabel 10. Tabel formuld leucocitard pasdre

Categorie

. 1]
leucocite

v

VI | vIE | VI Total | %

Pseudoeozinofile/
Heterofile

Eozinofile

Bazofile

Limfocite

Monocite

Total 20| 20 | 20 | 20

20

20| 20 | 20 | 20 | 20 | 200 | 100

Estimarea numarului de plachete
sangvine

Obiective:

1.Cunoasterea metodelor pentru
obtinerea numadrului de plachete
sangvine

2.Stabilirea importantei estimarii

numarului de plachete sangvine
3.Cunoasterea metodei de lucru si a
formulei de calcul pentru estimarea
numarului de plachete sangvine

4 Interpretarea intervalului de referinta

Plachetele sangvine reprezintd ce de-a
doua categorie de elemente figurate ca

numar, dupda hematii. Acestea sunt
fragmente celulare provenite din
megacariocitele intalnite in maduva osoasa
hematogena.

Rolul acestor fragmente celulare este de
realizare a coagularii, mentinerea integritatii
vasculare si controlul hemostazei.

Echivalentul plachetelor sangvine la
speciile cu hematii nucleate sunt
trombocitele. Acestea sunt celule nucleate,
de dimensiuni mici, cu forma rotunda sau
ovala. La pasari, trombocitele au si rol imun
datorita capacitatii fagocitare.
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Pentru obtinerea numarului absolut de
plachete sangvine se poate folosi metoda
manuala de numarare, folosind
hemocitometrul, pipeta Potain si o solutie
diluanta ce produce hemolizd. Aceasta
metodd, precum cea de determinare a
numarului de hematii si leucocite este mai
putin exacta decidt metoda automata.
Pentru pasari, metoda manuala de stabilire
a numarului de trombocite ramane ca
metoda etalon.

Metoda automata de obtinere a
numarului de plachete sangvine utilizeaza
tehnologia de citometrie in flux, bazata pe
dispersia luminii, identificand plachetele pe
baza dimensiunilor acestora si a indicelor de
refractie.

in completarea determinérii automate a
numarului de plachete este recomandata si
evaluarea morfologica a frotiului din sange
periferic. Se cauta identificarea prezentei
agregatelor de plachete (microtrombi) ce
pot duce la scaderea falsda a numarului de
plachete, atat in metoda manuala, cat si in
cea automata. In cazul prezentei acestor
agregate In numar mare (in numar mare in
zona franjurata, terminala a frotiului), nu se
va lua in calcul valoarea obtinutd pentru
numarul de plachete si se va recurge la
estimarea numarului de plachete in frotiu.

Prezenta microcoagulilor este foarte des
intalnita la soarece datorita numarului mare
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de trombocite si a activarii plachetare
rapide, dar si la pisica, unde este greu de
obtinut o valoare reald a numadrului de
plachete.

Estimarea numarului de plachete

Estimarea numarului de plachete dintr-un
frotiu realizat din sange periferic se va
realiza utilizand un microscop cu obiectiv de
imersie (100x). Este analizatd zona in care
celulele sunt dispuse intr-un singur start (in
apropierea zonei franjurate a frotiului),
unde se numara plachetele din 10 campuri
microscopice alese aleatoriu. Numarul de
plachete sangvine se estimeaza prin
urmatoarea formula:

Plachete estimate /uL = Media din
10 campuri x 15000

Ex:

Daca s-au numarat in total 56 de plachete,
media va fi de 5,6 plachete sangvine pe
camp microscopic, astfel:

Numarul estimat de plachete / uL = 5,6 x
15000 = 84000 plachete/ uL sau 8,4 x 10%/ uL

Pentru realizarea  acestui examen
microscopic, este importanta identificarea
corectd plachetelor sangvine.

Acestea sunt in general mici, de forma
rotunda sau ovald. Citoplasma poate fi
incolora, pana la gri — deschis, cu numeroase
granulatii roz, chiar si mov in citoplasma.
Plachetele activate pot avea membrana cu
aspect de pseudopode (prelungiri fine).
Uneori pot fi observate si plachete foarte
mari, ce depdsesc dimensiunea unei
hematii. Aspectul plachetelor este ilustrat in
figura 30.

Fig. 30. Doud trombocite la vérful sdgetilor
negre. Se poate observa citoplasma incolord
si prezenta vacuolelor de culoare roz -mov.

Interpretare

Numarul de plachete sangvine este mai
mare la tineret, in special la bovine si ecvine
(aspect fiziologic).

Numarul poate fi scdzut in cazul
consumului crescut, al pierderii unei
cantitati de sange (hemoragii) sau fals
scazut, cand sunt prezenti microcoaguli.
Intervalul de referintd este prezentat in
tabelul 11.

Tabel 11. Valori ale intervalelor de
referintd pentru plachetele sangvine

Specie Interval (x 103/pL)
Céine 200 - 500
Pisicd 200 - 800
Cal 100 - 350
Mdgar 160 - 580
Vacéa 160 - 650
Oaie 800 - 1100
Caprd 300 - 600
Porc 200 - 500
Gdind 20-30
Sobolan 630-1170
Soarece 320- 1866

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107
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Determinarea vitezei de
sedimentare a hematiilor (VSH)
Obiective:
1.Definirea vitezei de sedimentare si
stabilirea importantei acestei
determinari
2.Cunoasterea modului de lucru
3.Interpretarea rezultatelor Si

cunoasterea particularitatilor de specie

Viteza de sedimentare a hematiilor
reprezinta distanta parcursa de hematii pe o
unitate de timp, pana la depunerea pe
fundul unui recipient. Pentru realizarea
acestei determinari se foloseste sange
recoltat pe anticoagulant. Tn acest sens
poate fi folosit orice tip de anticoagulant
care nu modifica hematocritul, sau pot fi
folosite recipientele dedicate pentru VSH
(capac negru si continut de citrat de sodiu
1:4).

Metoda Westergren

Este una dintre cele mai frecvent folosite
metode pentru estimarea vitezei de
sedimentare a hematiilor. O alternativa
pentru aceasta ar fi metoda Wintrobe care
foloseste tuburi de dimensiuni mai mici.

Materialele necesare sunt reprezentate
de proba de sange venos, pipete (tuburi)
Westergren si stativ pentru pipete (figura
31).

Pipeta este un tub lung cu marcatii ce
reprezinta inaltimea tubului in milimetri sau
fara marcatii, atunci cand acestea sunt
trasate pe stativ. Partea superioara se
termind la marcatia 0. Aceste tuburi pot fi
fabricate din sticla si sunt reutilizabile, sau
pot fi de unica folosinta, fabricate dintr-un
material plastic.

Pipeta este umpluta pana la diviziunea 0 si
se asaza in stativ, Tn pozitie verticala la
temperatura camerei. Citirea se face la o ora
la nivelul diviziunii din dreptul liniei de
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contact dintre sediment (elemente figurate
— culoare rosie) si partea lichida superioara
(plasma — culoare alb — galbuie), dupa cum
este indicat in figura 32.

Fig. 31. Stativ clasic pentru VSH cu 6 pipete
pentru examinare.

v (]
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Fig. 32. Pipetd VSH — la vdrful sdgetii verzi se
va face citirea initiald (la diviziunea 0), iar
citirea finald se va face la o ord, la varful
sdgetii negre.
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Rezultatul este exprimat Tn numar de
mm/h (milimetri pe ord) iar valoarea
intervalului de referinta difera foarte multin
functie de specie.

Pe parcursul procesului de sedimentare,
pot fi observate trei stadii:
= 1. Perioada de agregare, in care se
formeaza fisicurile (rulourile) — tradus prin
schimbarea modului de aranjare a
hematiilor. Tn aceasta fazi, viteza de
sedimentare este redusa.
= 2. Perioada de sedimentare rapida in
care alunecarea hematiilor are loc la o viteza
constanta.
= 3. Perioada finala in care majoritatea
hematiilor s-au aglomerat la baza tubului,
iar viteza de sedimentare este din nou lenta.

Hematiile au sarcini negative la suprafata
membranei. Precum un magnet, sarcinile
identice se resping, ceea ce va fincetini
procesul de alunecare spre fundul
recipientului. Prezenta unor proteine
(precum cele aparute in inflamatii) ce se
lipesc de suprafata hematiilor, le poate
schimba sarcina electrica, iar hematiile vor
avea tendinta sa formeze agregate (fisicuri),
ceea ce va grabi procesul de alunecare spre
fundul recipientului.

Interpretare
Viteza de sedimentare a hematiilor nu face
parte din seria investigatiilor hematologice
de bazd. Aceasta este o investigatie
nespecifica ce semnaleaza obisnuit prezenta
unor procese inflamatoare in organism. Este
folosita cu succes in medicina umana pentru
monitorizarea unor procese inflamatoare
cronice ale articulatiilor. O investigatie cu
valoare de diagnostic mai mare este dozarea
proteinei C reactive.

in medicina veterinara, se pot observa
diferente majore ale valorilor de referinta,
cu o viteza foarte mare pentru sangele de
ecvine, datorita cantitatii crescute de
proteine plasmatice la aceasta specie.
Aceasta particularitate are consecinte
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vizibile sin sangele periferic, unde hematiile
se dispun unain spatele celeilalte, sub forma
de rulouri sau fisicuri.

Valori de referinta pentru animalele
domestice au fost inscrise in tabelul 12.

Tabel 12. Valori de referintd pentru viteza
de sedimentare

Specia Valori (mm/h)
Cdine 0-10

Cal 51-63
Oaie 0-1
Vacd 0-2
Porc 1-14
Gdind 1-4

Interval de referintd dupd Militello si col, 2020%,
Osbaldistion, 1971%, Reece, 1997%

Valoarea vitezei de sedimentare poate fi
influentatd de numerosi factori precum
numarul de hematii, forma hematiilor,
cantitatea de  proteine  plasmatice,
medicamente, cantitatea de colesterol etc.

Testul de fragilitate osmotica a
hematiilor

Obiective:

1.Definirea fragilitatii osmotice
2.Cunoasterea principiului determinarii
fragilitatii osmotice

3.Cunoasterea modului de lucru
4.Interpretarea rezultatelor

Rezistenta osmotica a hematiilor reprezinta
proprietatea acestora de a-si mentine
integritatea membranara atunci cand sunt
imersate 1n solutii hipotone (hipoosmotice)
de concentratii diferite.

Osmolaritatea plasmei este mentinuta in
limitele a 270 — 310 mosmoli. Substantele cu
rol major in stabilirea acestei valori sunt
reprezentate de cationi, precum sodiul (136
— 145 mM) si potasiul (3,6 — 5,4 mM), si
anioni precum clorul. Concentratia molara a
altor substante active osmotic (uree,
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glucoza, proteine plasmatice) este mica,
fiind responsabile pentru 8 —12 mosmoli de
presiune oncotic3 coloidald.'

Astfel, gradul de rezistenta a hematiilor
la hemoliza este testat pe baza scaderii
concentratiei de clorura de sodiu din plasma
si contine o curba de hemoliza cu o valoare
pentru rezistenta maxima a hematiilor si
rezistenta minima a hematiilor.

Fragilitatea osmoticd este testatda prin

suspendarea hematiilor in solutii de
concentratii descrescatoare de solutii
hipotone si mentinerea lor pentru o

perioada de 30 de minute la o temperatura
de 37°C. Probele vor fi apoi centrifugate, iar
supernatantul se va analiza prin metoda
spectrofotometrica (540 nm) pentru
determinarea procentului de hemoliza. O
alternativa pentru metoda
spectrofotometrica ar fi metoda manuala de
determinare.

Pentru realizarea metodei manuale sunt
necesare: eprubete, pipete gradate, apa
distilata, solutie clorura de sodiu 1%,
centrifuga si sange venos recoltat pe
anticoagulant.

09% 08% 07%

0,5%

Mod de lucru

Utilizand apa distilata si solutia de clorura de
sodiu 1%, se vor umple 9 eprubetele
numerotate de la 1 la 9 cu cate 1 mL de
solutie cu concentratii descrescatoare,
pornind de la 0,9%, pana la 0,1% (ex: in
eprubeta 1, se adauga 0,9 mL solutie NaCl si
0,1 mL apa distilata, pentru o concentratie
de 0,9%; in eprubeta 2 se adaugd 0,8 mL
solutie de clorurd de sodiu si 0,2 mL apa
distilata pentru a obtine o concentratie de
0,8% NaCl etc.)

Dupa realizarea concentratiilor
descrescatoare de clorura de sodiu, se
adauga cate o picdtura de sange in fiecare
eprubeta si se omogenizeaza prin inclinare.

Eprubetele se centrifugheaza 5 minute la
2000 rpm pentru a produce rapid
sedimentarea elementelor figurate, dupa
care se asaza intr-un stativ in ordinea
numerica. Hemoliza va fi evidenta prin
colorarea solutiei de clorura de sodiu in roz,
datorita punerii in libertate a hemoglobinei
care difuzeaza in solutie. Hematiile integre
vor putea fi observate ca un sediment pe
fundul eprubetei. Prima eprubeta in care
apare hemoliza reprezinta rezistenta
minima si evidentiaza concentratia la care
primele hematii isi vor pierde integritatea

02% 0.1%

04%

L
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Fig. 33. Rezistenta osmoticd minimd in eprubeta 4 (0,6% NaCl), unde a apdrut pentru prima
datd hemoliza si rezistenta maximd in eprubeta 7 (0,3% NaCl), ultima eprubetd in care se

gdseste sediment de hematii.
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structurald. Se observa sedimentul pe
fundul eprubetei dar si aparitia culorii in
solutie. Ultima eprubeta in care este Intalnit
sedimentul de hematii reprezinta rezistenta
osmotica maxima, respectiv concentratia
minima la care hematiile fisi pdastreaza
integritatea structurala, dupa exemplul
ilustrat in figura 33.

Pentru stabilirea unor date exacte, se pot
face dilutii mai mici, Tncepand cu
concentratia precedenta rezistentei minime
si terminand cu concentratia urmatoare
rezistentei maxime. De exemplu, 1In
eprubeta 1 se vor introduce 0,7 mL solutie
clorura de sodiu si 0,3 mL apa distilata
(concentratie de 0,7%), in eprubeta 2 se vor
introduce 0,68 mL solutie clorura de sodiu si
0,32 mL apa distilatda (concentratie de
0,68%) etc. pana la concentratia 0,3, dupa
care se repeta toti pasii si se examineaza
pentru stabilirea exacta a valorilor fragilitatii
osmotice eritrocitare.

Interpretare

Hematiile introduse in solutii hipotone
raspund prin trecerea in spatiul intracelular
a apei pentru reglarea diferentei de
concentratie. Rezistenta hematiilor la
hemolizd este un rezultat direct al formei
biconcave a acestora, ceea ce le permite o
crestere a volumului cu pana la 70% fara
distrugerea membranei celulare. Depasirea
acestei limite duce la lizarea celulei.

Prin urmare, orice modificare a raportului
suprafata — volum, va avea consecinte si
asupra fragilitatii osmotice a hematiilor.

Acest test poate fi folosit ca metoda de
diagnostic pentru unele afectiuni
hematologice, dar si in cercetare pentru
stabilirea efectelor unor factori
(temperatura, pH) si substante precum
medicamente etc. asupra proprietatilor
hematiilor.

in conditii fiziologice, hematiile tinere au
rezistenta cea mai mare, comparativ cu
hematiile batrane care isi pierd plasticitatea

si au rezistenta cea mai mica. In categoria de
hematii tinere sunt incluse si reticulocitele
care au un raport suprafatd — volum mai
mare decat hematiile mature.

Pentru un animal clinic sanatos, mutarea
intervalului rezistenta minima — rezistenta
maxima spre o concentratie mai mare va
indica prezenta unei populatii de hematii
imbatranite. Acelasi interval mutat spre
concentratiile mici, va indica prezenta unor
hematii rezistente, tinere. Diferenta mare
dintre cele doua concentratii
(corespunzatoare rezistentei maxime si
rezistentei minime) indica prezenta unei
populatii eterogene de hematii in sangele
periferic.

n tabelul 13 au fost inscrise cateva valori
de referinta pentru animalele domestice. Ca
apreciere generald, se considera ca
hematiile au o fragilitate osmotica crescuta
atunci cand rezistenta minimad este sub
concentratia de 0,5% NaCl.

Tabel 13. Interval de referintd pentru
fragilitatea  osmoticd a  hematiilor
(rezistenta minimd — rezistenta maximd,
in concentratii de NaCl)

Specia % NaCl
lepure 0,5-0,3
Vacd 0,55-0,35
Oaie 0,65-0,45
Caprd 0,75-0,55
Céine 0,55-0,38
Pisicd 0,57-0,45

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107,
Thrall si col, 2012%, Barascud si col., 1998,
Tritschler si col, 2016, Ilghokwe, 20188
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Hemostaza

Hemostaza este un termen corespunzator
unor procese fiziologice complexe ce au ca
rezultat final oprirea unei hemoragii,
respectiv, mentinerea echilibrului fluido —
coagulant al sangelui.

Procesul hemostatic se deruleaza in trei
etape: faza vasculo plachetara,
corespunzatoare hemostazei primare, faza
activarii cascadei de coagulare, finalizata cu
formarea cheagului si corespunzatoare
hemostazei secundare, si faza de activare a
mecanismelor de control ce limiteaza
activarea cascadei de coagulare la nivelul
regiunii vasculare lezate.

Timpul de sangerare

Obiective:
1.Definirea timpului de sangerare si
stabilirea importantei acestei

determinari

2.Cunoasterea metodei de lucru
3.Interpretarea  intervalelor
referinta

de

Timpul de sangerare reprezinta durata de
timp scursa de la producerea unei plagi
standard pana la oprirea sangerarii.

Aceasta determinare este utild in context
clinic pentru evaluarea hemostazei primare.
Pentru animalele de talie mica se foloseste
timpul de sangerare a mucoasei bucale,
pentru animalele de talie mare se foloseste
timpul de sangerare al buzei, iar pentru
rozatoare, se poate utiliza timpul de
sangerare al cozii.

Mod de lucru

Pentru realizarea inciziilor, sunt necesare
lancete speciale ce perforeaza mucoasa la o
adancime suficienta pentru a determina
activarea plachetara, dar nu si formarea
fibrinei.

73

Pentru obtinerea timpului de sangerare la
nivelul mucoasei bucale, buza superioara va
fi rasfransa catre exterior, evidentiind
mucoasa bucald, si prinsa cu ajutorul unei
benzi de tifon de maxilar sau de maxilar si
mandibula.

Incizia  va fi realizatd deasupra
premolarilor, evitdndu-se zonele cu vase
foarte bine evidentiate. Tn momentul
realizarii inciziei, se va porni cronometrul.
Sangele exprimat se va indeparta prin
aplicarea unei hartii de filtru in imediata
vecindtate a inciziei, fara a atinge incizia si
fara a aplica presiune locala. Cronometrul se
va opri in momentul in care nu se mai
observa sange pe suprafata hartiei de filtru.

Faza vasculo — plachetard a hemostazei
debuteazd prin vasoconstrictie locala
(tngustarea lumenului vasului de sange
pentru apropierea marginilor plagii si
limitarea volumului de sange circulant),
urmata de aderarea plachetelor sangvine la
endoteliul lezat si agregarea acestora (adera

intre ele), formand un veritabil dop
plachetar.
Acest test este recomandat pentru

pacientii cu hemoragii vizibile la nivelul
mucoaselor si poate scoate in evidentd o
afectiune a plachetelor sangvine.

Interpretare

Intervalul de referinta depinde n principal
de dimensiunea plagii realizate, mai exact
de tipul lancetei folosite. Ca o regula
generala, timpul de sangerare ar trebui sa fie
sub 4 minute pentru caine si sub 2 minute
pentru pisica pentru a fi considerat
fiziologic. Valoare de diagnostic prezinta
doar prelungirea timpului de sangerare.

Ca surse de erori pentru acest test, pot fi
enumerate adancimea inciziei (daca se
aplica mai multa presiune pe lanceta, incizia
va fi mai profunda), presiunea exercitata de
catre banda de tifon (poate produce staza
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vasculara ce poate prelungi Tn mod fals
timpul de sangerare) si hartia de filtru
aplicatd incorect (atunci cand se plica
presiune locala sau cand hartia atinge
plaga).

Acest test poate fi Tnlocuit cu metode
exacte pentru aprecierea factorilor implicati
in hemostaza primara, precum teste ce
evalueaza functia plachetara, obtinerea
numadrului de plachete sangvine sau dozarea
factorului Von Willebrand.

Timpul de coagulare

Obiective:

1.Definirea timpului de coagulare
2.Enumerarea metodelor de
determinare si cunoasterea modului de
lucru
3.Stabilirea
determinari
4.Interpretarea valorilor de referinta

importantei acestei

Timpul de coagulare este reprezentat de
durata de timp scurs de la recoltarea unei
probe de sange pana la coagularea acesteia.

Coagularea in tub capilar

Pentru aceasta determinare este nevoie de
0 proba de sange capilar si un tub de
microhematocrit fara anticoagulant.

Se recolteaza sange in tubul capilar prin
inclinarea acestuia si punerea capatului in
contact cu picatura de sange, umplerea
facdndu-se prin capilaritate. Se porneste
cronometrul, iar tubul se mentine intre
palme pentru a pastra o temperatura cat
mai apropiata de 37°C.

Din 30 in 30 de secunde, se rupe cate un
fragment de tub si se indeparteaza cele
douda margini pentru a verifica prezenta
coagulului. Daca intre cele doua margini ale
tubului se exprima un fir subtire de fibrina
(figura 34), proba este considerata a fi
coagulata si se opreste cronometrul.
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Fig. 34. Filament vizibil de fibrind intre cele
doud margini ale tubului capilar.

Coagularea pe lama
Materiale necesare: lama de microscop,
cutie Petri, hartie de filtru, proba de sange.

Se recolteaza o picatura de sange capilar
care se asaza pe o lam& de microscop. in
momentul  recoltarii, se va porni
cronometrul. Lama apoi este introdusa in
cutia Petri, pe fundul careia a fost dispusa
hartie de filtru umezita.

Cutia se inclind din 30 in 30 de secunde
pand cand nu se mai observa deformarea
picdturii, moment in care se va opri
cronometrul.

Atentie!

Picdtura de sange recoltatda pentru
coagularea pe lama trebuie sa fie
suficient de mare astfel incat sa permita
vizualizarea deformarii sau a prezentei
retelei de fibrina.

Totodatd, coagularea mai poate fi
verificata prin introducerea unui ac, sau
chiar a lancetei utilizate pentru recoltare in
picatura (din 30 in 30 de secunde). Daca pe
varful acului se ancoreaza un filament de
fibrind (figura 35), se confirma prezenta
coagularii si se opreste cronometrul.

Alte metode

= Activatori ai cdii extrinsece — utilizeaza
tromboplastind tisulara sau factor tisular
uman recombinat
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= Activatori ai cdii intrinsece — utilizeaza
substante ce activeaza factorul XII. Ex: bile
de sticla, pamant silicios (diatomit), caolin
etc.

= Activatori ai caii comune —trombina sau
venin de vipera.

Toate aceste metode pot fi confirmate
vizual (prin inclinarea tubului in care a fost
introdusa proba) sau prin metode automate
(mecanice, foto-optice - spectrofotometrie,
vascoelastice — tromboelastrometrie)

[T

Fig. 35. Test de coagulare pe lamd, cu
formarea retelei de fibrind si prinderea
acesteia pe vdrful lancetei.

Valorile de referinta sunt ilustrate in
tabelul 14. Trebuie mentionat faptul ca
fiecare metoda de determinare prezinta
intervale diferite ca referinta pentru
interpretare. Respectiv, fiecare laborator
utilizeaza in mod obisnuit un set propriu de
valori de referinta pentru speciile studiate.
Datele prezentate in tabel pentru timpul de
coagulare sunt obtinute prin testul de

activare a cdii intrinseci, respectiv, timpul de
coagulare activatd (ACT — activated
coagulation time).

Timpul de protrombina (PT)

Timpul de protrombina sau timpul Quick,
masoara timpul scurs de la activarea
factorului VIl la producerea fibrinei.
Reprezinta un test pentru calea extrinseca si
calea comuna.

Pentru realizarea acestei investigatii este
nevoie de sange venos recoltat pe
anticoagulant (citrat de sodiu 3,8%, 1:9 —
recipient cu capac albastru).

Timpul de tromboplastina activata partial
(aPTT)

Timpul de tromboplastina activata partial
masoara timpul necesar producerii fibrinei
de la initierea caii intrinseci. Modul de
recoltare a probei de sange este identic cu
cel descris pentru timpul de protrombina.

Timpul de trombina (TT)

Timpul de trombina masoara timpul necesar
transformarii fibrinogenului in fibrind in
prezenta trombinei. Acest test masoara
astfel integritatea acestei reactii si indica o
scadere a disponibilitatii fibrinogenului sau
prezenta unui factor inhibitor a activarii
acestuia.

Tabel 14. Valori medii si interval de valori pentru timpul de sdngerare, timpul de
coagulare, timpul de protrombind (PT) si timpul de tromboplastind activatd partial

aAPTT) la diferite specii.

Specia Timp de sangerare  Timp de coagulare PT aPTT
(minute) (minute) (secunde) (secunde)
lepure 1,4-5,4 4 7,5 15,7 -42,7
Dihor 2 10,3 -15,7 18,4
Cobai 3,5-4 3 17,6 - 26 13-22,9
Hamster 1,8 1-3 9-14 22,2-24,4
Gdind 9-11
Cdine <4 09-1,3 11-16 10-17
Pisicd <2 09-14 15-20 15-19
Cal <5 2,1-3,3 16 - 20 45 - 66

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107; www.vet.cornell.edu
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Grupele de sange

Obiective:

1.Cunoasterea grupelor de sange la
animalele domestice
2.Cunoasterea utilitatii
grupei de sange
3.Stabilirea metodelor de testare a
compatibilitatii  sangelui dintre un
donator si un primitor

4.Cunoasterea modului de recoltare,
procesare si stocare a sangelui pentru
transfuzii

determinarii

La om, grupele de sange au fost descoperite
in anul 1900, de catre Karl Landsteiner si au
fost incadrate in sistemul ABC, devenit mai
apoi ABO (O sau 0, dupa cuvantul german
»ohne”). Atat la om, cat si la animale,
grupele de sange sunt determinate de
antigene specifice, dobandite genetic si
localizate pe suprafata hematiilor.

in afara antigenelor de suprafatd, mai
prezintd importanta si anticorpii plasmatici
care pot fi produsi in mod natural de catre
organism sau pot apdrea secundar unei
sensibilizari (contact cu antigenul specific de
pe suprafata hematiilor). in mod fiziologic,
nu vor exista anticorpi pentru antigenele
prezente pe propriile hematii.

Caine

Au fost identificate 7 sisteme de grupa si 9
grupe distincte. incadrarea acestora se face
pe baza unui sistem de litere (A, B, C, D, Fsi
Tr) si pe baza sistemului DEA (dog
erythrocyte antigen). Serurile pentru
tipizare sunt disponibile doar pentru grupele
DEA1.1,1.2,3,4,5si7.

Sistemul DEA 1.1, 1.2, 1.3 (Sistemul A)

Sistemul A prezinta cea mai mare relevanta
din punct de vedere clinic. Incidenta cea mai
mare este intalnita la subgrupa 1.1, urmata
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de 1.2. Subgrupa 1.3 a fost identificata in
Australia.

Nu exista anticorpi naturali pentru
antigenele DEA 1.1 si 1.2. Anticorpii vor fi
intalniti  Tn  urma unei sensibilizari

(transfuzii), avand drept consecintd reactii
acute soldate cu hemoliza si pierderea masei
de sange transfuzate dup 12 ore. Aceasta
grupa este asociata si cu izoeritroliza
neonatala (asemanatoare cu
incompatibilitatea de Rh la om).

Sistemul DEA 3 (Sistemul B)

Au fost descoperiti anticorp naturali anti —
DEA 3 la aproape 20% dintre cainii DEA 3 —
negativi’. Este o grupa rar intalnit3, dar care
pare a avea o incidenta mai mare la rasele
de ogar?®.

Sistemul DEA 4 (Sistemul C)

Nu au fost intalniti anticorpi naturali pentru
acest sistem de grupa. Cainii DEA 4 negativi
expusi la antigenul DEA 4, vor produce
anticorpi specific, acestia avand 1insa
imunogenitate foarte redusd. Se pot
observa reactii transfuzionale doar dupa
administrarea repetatda de sange DEA 4 la
indivizi sensibilizati.

Sistemul DEA 5 (Sistemul D)

Au fost identificati anticorpi naturali anti —
DEA 5 la aproximativ 10% din populatia de
caini DEA 5 — negativd’. Incidenta acestei
grupe este scazutad, dar are o prevalenta mai
mare la rasele de ogari®®.

Sistemul DEA 6 (Sistemul F)

Nu au fost Intalniti anticorpi naturali pentru
antigenele DEA 6. Transfuziile la indivizii
sensibilizati pot induce reactii transfuzionale
soldate cu pierderea masei sangvine
transfuzate. Serul pentru tipizarea DEA 6 nu
se mai produce.
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Sistemul DEA 7 (Sistemul Tr)

Au fost identificati anticorpi naturali anti —
Tr la aproximativ 40 — 45% din c4ini’, acestia
fiind Tnsa slab imunogeni, nehemolitici si cu
titru scazut.

Sistemul DEA 8

Antigenul acestui sistem a fost denumit
initia He si poate fi intalnit la 40 — 45% din
populatia canina. Serul pentru tipizare nu se
mai produce.

Alte sisteme de grupe

Sistemul D, a fost identificat in Japonia si
cuprinde 2 antigene: D1 si D2, cu trei
fenotipuri: D1, D2 si D1D2. Grupa D2 a fost
descrisd numai in Japonia, dar grupele D1 si
DEA 3, care este asemanatoare antigenic au
o incidenta crescuta la rasele cu origine
Japoneza, cum ar fi Akita, Shiba, Kishu si
Shikoku.

Antigenul Dal a fost identificat la dalmatieni.

Pisica

La feline a fost identificat sistemul de grupa
AB, cu 3 fenotipuri distincte: A, B si AB.
Asemadnator cu omul, pisica prezinta
anticorpi naturali anti — A si anti — B. Grupa
A este cea mai frecvent intalnita. Grupa B
este rara si asociata mai mult cu rasele pure,
iar grupa AB are o reprezentare foarte
redusa, fiind intalnita doar la rasele la care a
fost identificata si grupa B.

Prezenta anticorpilor naturali in plasma va
face posibila observarea reactiilor
transfuzionale chiar si la prima transfuzie, la
indivizi nesensibilizati. Indivizii cu grupa A
prezinta un titru scdzut de anticorpi anti — B,
iar cei cu grupa B prezinta un titru crescut de
anticorpi anti — A.

La aceasta specie a fost identificata si
izoeritroliza neonatala la pisoii cu grupa A
sau AB proveniti de la mame cu grupa B.
Anticorpii anti A sunt fintalniti Tn
concentratie foarte mare in colostru.
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Antigenul eritrocitar Mik

Acest antigen a fost descoperit pe fondul
unor reactii transfuzionale la indivizi cu
grupe compatibile. A fost descrisa prezenta
anticorpilor naturali anti — Mik. Datorita
faptului ca nu exista seruri pentru tipizarea,
este necesara realizarea testelor de
compatibilitate pentru prevenirea reactiilor
adverse post-transfuzionale aparute in cazul
incompatibilitatii.

Taurine

La aceasta specie au fost identificate peste
70 de factori de grupa, cu diferite subtipuri
ce alcatuiesc fenogrupe. Factorii de grupa au
fost identificati prin litere (Ex. EAA, EAB,
EAC, unde EA reprezintda termenul de
antigen eritrocitar — erythrocyte antigen).
Singurii anticorpi regasiti in mod natural in
plasma sunt anticorpii anti — J, asociati
antigenului eritrocitar J care nu este o
componenta intrinseca a membranei
eritrocitare. Grupele ce prezinta interes
clinic sunt B si J.

Cabaline
Calul prezinta 34 de factori de grupa
distribuiti in 7 sisteme de grupa notate cu

litere (EAA, EAC, EAD etc.).
Incompatibilitatile de grupa au importanta
clinica la aceasta. Anticorpii pentru

antigenele grupelor de sange pot fi intalniti
in mod natural in plasma sau pot fi dobanditi
in urma gestatiei. La cal a fost identificata
izoeritroliza neonatala. Grupele ce prezinta
interes clinic sunt A, Csi Q.

Ovine si caprine

La oaie au fost descrise 8 sisteme de grupa
(EAA, EAB, EAC, EAD, EAM, EAR SI EAF30) si
22 de factori de grupa. Grupele ce prezinta
interes clinic sunt B si R. La capra au fost
identificate 6 sisteme genetice (EAA, EAB,
EAC, EAE, EAF si EAR).



HEMATOLOGIE

Suine

Au fost identificate 16 sisteme de grupa, cu
un numadr variabil de factori. Sistemele de
grupa au fost notate cu litere (de la EAA,
pana la EAP). Sistemul A (EAA — erythrocyte
antigen A) este inrudit cu sistemul EAJ de la
taurine, sistemul EAR de la ovine si grupa A
de la om.

Importanta determinarii grupei de sange
La animalele de rentd, stabilirea grupei de
sange nu are relevanta practica datorita
variatiei mari a grupelor. in cazul in care este
necesara realizarea unei transfuzii, aceasta
se poate face in general fara cunoastere
grupei, fiind suficiente testele de
compatibilitate (valabil pentru o transfuzie
unica).

Transfuzia poate fi utila si pentru
inlocuirea proteinelor plasmatice, uneori
nefiind necesara prezenta elementelor
figurate. Plasma poate fi recoltata si
administrata proaspata sau poate fi
congelata pentru pastrare folosire
ulterioara.

O alta utilizare posibila  pentru
determinarea grupelor de sange este in
domeniul de ameliorare, unde este necesara
stabilirea unui pedigreu exact si estimarea
eritabilitatii pentru selectia exemplarelor de
monta. Variatia foarte mare a grupelor
permite  stabilirea paternitatii sau
maternitatii cu un grad de exactitate de
pana la 98% pentru majoritatea speciilor de
rentd. Utilizarea grupelor de sange a fost
inlocuitd de tipizarile ADN in domeniul de
ameliorare a speciilor.

si

Teste de compatibilitate

Stabilirea grupelor de sange la animalele de
companie se face cu ajutorul unor teste
rapide, cu obtinerea rezultatelor in 2 — 5
minute. Chiar si Tn cazurile in care sunt
testati atat primitorul cat si donatorul si
existd compatibilitate de grupd, se
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recomanda realizarea testelor de
compatibilitate.

Testul de compatibilitate majord directd
este util pentru detectarea anticorpilor anti
eritrocitari din sangele primitorului.
Pentru realizarea acestui test se amesteca
pe o lama plasma de la primitor cu hematii
de la donator. Lama se inclind pentru a
facilita amestecarea celor doua parti, apoi se
evalueaza macroscopic si  microscopic

pentru prezenta aglutinarii.

Testul de compatibilitate minori directd este
utilizat pentru detectarea anticorpilor anti-
eritrocitari din sangele donatorului. Pentru
realizare se amestecd pe o lama de
microscop plasma de la donator cu hematii
de la primitor. Lama se inclind pentru
facilitarea amestecarii celor doua parti apoi
se examineazd macroscopic si microscopic
pentru prezenta aglutinarii.

Testul autoaglutindrii pe lamd este util
pentru excluderea autoaglutinarii 1n
contextul verificarii compatibilitatii dintre
donator si primitor. Tn anumite situatii
patologice (anemia hemolitica autoimuna,
inflamatii), hematiile au tendinta sa formeze
agregate. Aceste situatii trebuie excluse
pentru o apreciere corecta a testelor de
compatibilitate.

Pentru realizarea acestui test, pe o lama
de microscop se vor depune cateva picaturi
de solutie salina (2 picaturi pentru cdine si 3
— 4 picaturi pentru pisica, deoarece la
aceasta specie, hematiile au tendinta
naturald de a forma fisicuri), peste care se
adaugad o picatura de sange recoltat pe EDTA
de la primitor. Lama se inclind pentru
facilitarea omogenizarii, apoi se examineaza
microscopic si macroscopic.

La microscop se va face si diferenta intre
aglutinare, atunci cand hematiile sunt
dispuse sub forma unui ciorchine (anemia
autoimuna), si dispunerea sub forma rulouri
sau fisicuri (in inflamatii).
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Transfuzii

Transfuziile de sange au devenit posibile la o
scara larga Tn medicina veterinard datorita
aparitiei bancilor de sange si a colaborarii
proprietarilor de animale. Pentru realizarea
unei transfuzii este necesara respectarea
unor parametri stricti pentru recoltarea
probelor si pentru stocarea si procesarea
acestora.

Cantitatea de sange recoltata de la
donator variaza in functie de specie si se
calculeaza in functie de volumul estimat de
sange (85 mL/kg pentru cdine si 40 — 60
mL/kg pentru pisicd). Se recomanda
recoltarea unui volum de 15 — 22% din
volumul estimat de sange, adica un volum
maxim de 19 mL/kg la cdine si 11— 19 mL/kg
la pisica.

Tnainte recoltare, donatorul este evaluat
clinic si se realizeaza examene de laborator
precum hemoleucograma, profil biochimic
si profil de dozare a anticorpilor pentru boli
infectioase. Ca o regula generald, valoare
hematocritului ar trebui sa aiba o valoare de
minim 40% pentru cdine si 30% pentru
pisica, iar valoarea hemoglobinei sa fie de
minim 13 g/dL la cdine si 10 g/dL la pisica.

Sangele este colectat in pungi speciale de
uz uman. Acestea reprezintd un sistem
inchis ce impiedica contaminarea probei.
Sangele mai poate fi colectat si printr-un
sistem deschis, precum seringi sau flacoane
cu anticoagulant. Tn cazul sistemului deschis,
este recomandata utilizarea produsului
sanguin in 24 de ore (cu stocarela 1 - 6°C).

Pungile pentru recoltare au dimensiuni
variate si contin anticoagulant, prezervant si
aditivi nutritivi. Anticoagulantul de electie
este reprezentat de citrat.

Aditivii nutritivi au scopul de a prelungi
perioada de pastrare a sangelui pana la
aproape o lund si sunt reprezentati de
solutie salind, adenina, dextroza, manitol si
acid citrat — citric. Umplerea pungilor de
sange se va face cu respectare volumului
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10% pentru pastrarea raportului dintre

sange si anticoagulant.

Fig. 37. Pungi pentru recoltarea sdngelui
pentru transfuzii. *

Vasul recomandat pentru recoltarea
sangelui pentru transfuzii este reprezentat
de vena jugulard. La pisica este obisnuit
nevoie de sedare sau anestezie pentru
recoltare.

Optional, dupa recoltarea sangelui pot fi
administrate suplimente de fier si se poate
face rehidratare  intravenoasa sau
subcutanata cu un volum de 2 — 3 ori mai
mare decat cel al sangelui recoltat.

Sangele recoltat poate fi Tmpartit in
diferite tipuri de produse, in functie de
necesitate, deosebindu-se: plasma
(proaspata sau congelata), crioprecipitat si
criosupernatant  (obtinut din  plasma
congelata in primele 8 ore de la recoltare) si
concentrat plachetar.

Sangele integral poate fi stocat pana la o
luna de zile la o temperatura de 1 — 6°C iar
plasma proaspata congelata (congelatd in
primele 8 ore de la recoltare) poate fi
stocata 1 an la -18°C sau 7 ani la -65°C.
Plasma congelatda dupa 8 ore poate fi
pastrata timp de 5 ani la -18°C.
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Maduva osoasa hematogena

Obiective:

1.Cunoastere notiunilor de

hematopoieza si hematopoieza
extramedulard
2.Stabilirea importantei evaluarii

maduvei osoase hematogene
3.Cunoasterea modului de recoltare a
maduvei osoase hematogene
4.Cunoasterea modului de realizare a

frotiului din maduva 0soasa
hematogena
4. Recunoasterea tipurilor de celule
intalnite la nivelul maduvei osoase
hematogene

Evaluarea citologica a maduvei osoase
hematogene este utild pentru investigarea
afectiunilor hematologice ce nu pot fi
diagnosticate prin evaluarea sangelui. La
cabaline, maduva osoasa hematogena este
evaluata pentru depistarea raspunsului
regenerativ in anemii, deoarece la aceastd
specie, reticulocitele nu sunt eliberate in
sangele periferic.

Hematopoieza reprezinta procesul prin
care organismul produce elemente figurate
sangvine noi. Centrul principal de
hematopoieza este la nivelul maduvei
osoase hematogene, iar hematopoieza
extramedulara reprezintda procesul de
producere a celulelor sanguine noi in afara
maduvei hematogene. Existd specii precum
soarecele, la care splina ramane un centru
hematopoietic pe toata durata vietii. Alte
localizari ale hematopoiezei extramedulare:
ficat, limfonoduri, rinichi, cord, tesut adipos,
sinusuri para-nazale, uter etc.

La caine si pisicd, maduva osoasa poate fi
recoltata de la nivelul capatului proximal al
femurului (fig. 38), prin fosa trocanterica; de
la nivelul crestei iliace si capatului proximal
al humerusului.
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La animalele de talie mare se preteaza
recoltarea de la nivelul iliumului, coastelor
sau sternului.

La soarece, maduva osoasa poate fi
recoltata de la nivelul femurului, tibiei si
humerusului.

Se poate folosi sedare sau anestezie
generalda, dar pentru unele specii este
suficienta anestezia locala. Totodata,
maduva hematogena poate fi recoltata ca
parte a examenului necropsic.

Fig. 38. Capatul proximal al humerusului, cu
mdduva hematogend coloratd in rosu si o
schemd a vascularizatiei. *

Materiale necesare: ac de biopsie (acele
hipodermice se pot infunda cu fragmente
osoase), seringa, lame de microscop,
colorant pentru hematologie, microscop.

Mod de lucru

Se pregdteste zona de insertie a acului prin
tundere, radere, spalare si asepsie. Daca
animalul are pielea groasa, aceasta se poate
sectiona pentru a facilita patrunderea
acului. Se introduce acul prin apasare usoara
si rotire. Se findeparteaza stiletul si se
ataseaza seringa si se aplica presiune
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negativda pana la exprimarea vizibila a
maduvei in seringa.

Dupa colectarea probei, frotiurile se
realizeaza rapid pentru a preveni
coagularea. Ca metoda de precautie, se pot
adauga 2 — 3 picaturi de EDTA, solutie 10%
in seringa Tnainte de recoltare.

Se pune o picaturda de maduva pe o lama
de microscop, apoi a doua lama de
microscop se asaza peste prima, farda a
exercita presiune. Se asteapta intinderea
picaturii, apoi se Tindeparteaza lama
superioard prin alunecarea pe suprafata
primei lame (figura 39).

L N
P 1 —
Vv N
Fig. 39. Realizarea unui frotiu din maduva
hematogend. Etapa 1 — suprapunerea celor
doud lame si intinderea picaturii de maduvd
hematogend. Etapa 2 — separarea celor

doud lame prin alunecare in directia indicatd
de sdgeatd.*

Dupa uscarea completd, frotiurile se vor
colora utilizand  coloratii de tip
Romanowsky (Ex. Diff — Quick, May -
Grinwald Giemsa). Datoritd celularitatii
bogate, se recomanda prelungirea timpilor
de expunere a colorantilor.

Celulele seriei eritroide

Precursorii eritrocitari au nuclei rotunzi,
cromatind condensata si citoplasma de
culoare albastru inchis, ce vireaza spre roz
odatda cu cresterea cantitatii de
hemoglobind la celulele mai bine
diferentiate.

Stadiile de dezvoltare a unei hematii sunt
reprezentate de: rubriblaste, prorubricite,
rubricite, metarubricite, eritrocite
policromatofile si eritrocite mature.
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Celulele liniei mieloide (granulocitare)
Precursorii granulocitari au forme
neregulate si deseori nucleul pozitionat
excentric, cromatina find sau granulara si
citoplasma de culoare mov deschis. Stadiile
mai tarzii contin si granulatii azurofile, iar
nucleul devine alungit, sub forma de
potcoavad, inelar, sau chiar segmentat.

Stadiile de dezvoltare ale granulocitelor
sunt: mieloblast, promielocit, mielocit,
metamielocit, granulocit Tn banda si
granulocit segmentat.

Celulele liniei monocitare

Precursorii monocitari sunt ntalniti intr-o
proportie foarte redusa si obisnuit sunt
dificil de deosebit fata de precursorii liniei
mieloide. Ca element distinctiv ar putea fi
mentionatd forma neregulata a nucleului.

Celulele liniei megacariocitare

Fragmentele citoplasmatice ale
megacariocitelor vor deveni plachete
sangvine. Aceste celule au dimensiuni foarte
mari si pot avea pana la 16 nuclei, ce pot fi
observati intr-o grupare in centrul celulei.
Stadiile de dezvoltare ale acestei linii
celulare sunt: megacarioblast,
promegacariocit si megacariocit.

Alte tipuri celulare

La examinarea microscopica a frotiului din
maduva osoasa pot fi observate limfocite
mici, cu aspect asemanator celor din sangele
periferic, plasmocite, limfoblaste (foarte
rare la animalele sdanatoase), macrofage,
osteoblaste, osteoclaste, mastocite,
fibrocite si fibroblaste.

Interpretare
Evaluarea si interpretarea maduvei osoase
hematogene trebuie realizata in paralel cu
hemoleucograma si cu frotiul din sangele
periferic.

Examinarea frotiului se va realiza initial cu
un obiectiv mic (x10 sau x20), apoi cu
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obiectiv cu imersie pentru observarea
detaliilor. Se pot observa aspecte legate de
abundenta celulelor, numarul acestora

poate fi crescut (proliferare) sau poate fi
scazut (hipoplazie sau aplazie).

: et . ‘Dni_“:‘;
Fig. 40. Mdduvd osoasd hematogend (x40)
provenitd de la soarece. Se pot observa 3
megacariocite  indicate  prin  sdgetile
albastre.

Fig. 41. Mdduvd osoasd hematogend (x100)
provenitd de la soarece. Aspect fiziologic cu
predominarea liniei  granulocitare
maturare ordonatd.

Un alt aspect ce poate fi evaluat este
numarul megacariocitelor, care poate fi
crescut, scazut sau adecvat. Ca regula
generald, intr-un frotiu ar trebui sa se

si

observe cel putin 5 — 10 megacariocite, iar
pentru o crestere a numarului, acesta ar
trebui sa fie peste 50.

Raportul mieloid — eritroid (M:E) are o
importanta deosebita in evaluarea maduvei
osoase, oferind informatii legate de
cresterea sau scdaderea proportiilor acestor
doud categorii celulare. Pentru realizarea
raportului, se identificd o zona in care
elementele celulare sunt bine
individualizate si pot fi recunoscute cu
usurinta dupa caracteristicile morfologice si
se numara 300 — 500 de elemente figurate
nucleate care se Tmpart in cele doua
categorii de celule.

Ordinea maturarii celulelor ar trebui luata
de asemenea in considerare. n mod
fiziologic, majoritatea celulelor (aproximativ
80%) ar trebui sa fie forme mature
(incepand cu metamielocite pentru linia
granulocitard si rubricite pentru linia
eritrocitara).

Restul categoriilor de celule ar trebui
evaluate pentru stabilirea unui procent.
Macrofagele constituie aproximativ 1% din
totalul celulelor iar limfocitele aproximativ
5%, la unele specii precum soarece si
sobolan putand reprezenta chiar si o treime
din numarul total de celule de la nivel
medular.

Tabel 15. Raportul mieloid - eritroid la
speciile de animale domestice si de
laborator

Specia Raport M:E
Céine 1,0:1-2,9:1
Pisica 1,2:1-2:1
Cal 0,5:1-2,4:1
Vacéa 0,36:1-0,6:1
Oaie 0,5:1-0,6:1
Capré 1:1

Porc 1,77:1-2:1
Soarece 0,8:1-2,79:1

Interval de referintd dupd Weiss si Wardrop, 20107
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SISTEMUL DIGESTIV

Studiul salivei

Obiective:

1.Recoltarea probelor de saliva
2.Proprietati organoleptice ale salivei
3.Cunoasterea compozitiei chimice a
salivei

4.Enumerarea rolurilor secretiei salivare
5.ldentificrea unor ioni si saruri
anorganice din compozitia salivei
6.ldentificarea unor substante organice
din saliva

7.Realizarea examenului microscopic al
salivei

8.Determinarea pH-ului salivei

Saliva reprezinta produsul de secretie al
glandelor salivare. Saliva din cavitatea
bucala este un amestec al produselor de
secretie provenite de la glandele salivare
majore si minore: parotidd, mandibulara,
sublingual3, zigomatica, si glandele bucale,
labiale, linguale, tonsilare, palatine, si
molare.

Recoltarea probelor de saliva la animale
este deseori dificila. Probele pot fi aspirate
de la nivelul cavitatii bucale, sau pot fi
recoltate direct intr-un recipient la speciile
care prezinta hipersalivatie fiziologica.
Pentru o recoltare relativ sterila sau pentru
recoltarea specifica a secretiei unei glande

se poate interveni chirurgical pentru
realizarea unei fistule.
Secretia salivara poate fi mucoasa,

seroasa sau mixta. Celulele seroase produc
o secretie apoasa, bogatd in enzime si ioni,
si saracd 1n mucina. Celulele mucoase
produc o secretie vascoasa si filanta.

Saliva este contine apa in proportie de 97
— 99% si este hipoosmotica (cu exceptia
rumegatoarelor, la care saliva este
izoosmotica). Este un lichid incolor siinodor,
cu un pH usor acid (6,75 — 7) la majoritatea
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speciilor, cu exceptia rumegatoarelor la care
pH-ul este alcalin (8,2 — 8,4).

Electrolitii din compozitia salivei sunt
reprezentati de: sodiu, potasiu, clor,
bicarbonat si fosfati. Saliva contine si
substante organice precum: mucina,
creatinind, aminoacizi, acid uric, uree,
globuline, lizozim, a-amilaza, maltaza si
lipaza (la animalele sugare).

Carbonatul si fosfatul de calciu pot
precipita, formand calculi salivari, sau in
combinatie cu substante organice, se pot
depune sub forma de tartru.

O vaca adulta poate produce intre 100
si 200 L de saliva pe zi.

Functiile secretiei salivare sunt
reprezentate de:
= Solubilizarea  hranei — dizolvarea

alimentelor permite distribuirea particulelor

pe suprafata limbii si  perceperea
corespunzatoare a senzatiei gustative,
precum si favorizarea reactiilor de tip
digestiv

= Neutralizarea mediului acid — prezenta
bicarbonatului si a fosfatului neutralizeaza
aciditatea alimentelor

= Excretie — metale grele (Pb, Bi, Hg), |, As,
sulfocianat de potasiu, antibiotice, alcool
etilic, uree, acid uric, glucoza (patologic),
virusuri (rabie)

= Formarea bolului alimentar

= Protectia locala a cavitatii bucale si a
esofagului (lubrefiant)

= Initierea digestiei amidonului

= Neutralizarea mediului acid din rumen la
rumegatoare

= Asigurarea igienei locale — prin activitatea
bacteriostatica a lizozimul (enzima), IgA
locale se ataseaza de peretele microbian si
impiedica traversarea epiteliului bucal
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= Termoreglare — scaderea temperaturii
corpului prin evaporare (functie importanta
pentru carnivore si pdsari)

= Fonatie

Identificarea calciului

Materiale necesare: proba de saliva,
eprubete, stativ, pipeta Pasteur, oxalat de
amoniu 5%.

Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
2 mL de saliva, apoi se adaugd cateva
picaturi de oxalat de amoniu (reactie
calitativa). Prezenta calciului se va observa
prin aparitia unui precipitat alb, insolubil de
oxalat de calciu.

Identificarea clorurilor

Materiale necesare: proba de saliva,
eprubete, stativ, pipeta Pasteur, azotat de
argint solutie 20%.

Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
2 mL de saliva, apoi se adauga cateva
picaturi de azotat de argint 20% (reactie
calitativa). Prezenta clorurilor se va observa
prin formarea unui precipitat alb de clorura
de argint.

Identificarea mucinei
Materiale necesare: proba de saliva,
eprubete, stativ, pipeta Pasteur, solutie de
acid acetic glacial 20%.
Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
2 mlL de salivd, apoi se adauga cateva

picaturi de acid acetic 20% (reactie
calitativd). Prezenta mucinei poate fi
observata prin formarea unei pelicule
gelatinoase ce pluteste la suprafata
lichidului.

Identificarea globulinelor

Materiale necesare: proba de saliva,

eprubete, stativ, pipete Pasteur, solutie de
hidroxid de sodiu 10% si solutie de sulfat de
cupru 1%.
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Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
2 mL de saliva, peste care se adauga cateva
picaturi de hidroxid de sodiu si cateva
picaturi de sulfat de cupru (reactie
calitativa). Prezenta globulinelor poate fi
observata prin aparitia unei culori roz-violet.

Examenul microscopic al salivei

Materiale necesare: proba de saliva,
eprubetd, stativ, pipete Pasteur, lama de
microscop, lameld, albastru de metilen 1%,
microscop.

Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
0 probd de saliva, apoi cu ajutorul unei
pipete se depune o picdtura de saliva pe
lama de microscop. Apoi, se adaugd o
picdtura de albastru de metilen. Proba
coloratd se acoperda cu o lameld si se
examineaza la microscopul optic, initial cu
obiectiv mic, apoi cu obiectiv mare pentru
observarea detaliilor.

in mod fiziologic, se pot observa celule
epiteliale descuamate, leucocite, bacterii,
filamente de mucina si resturi alimentare.

Determinarea pH-ului salivar

Materiale necesare: proba de saliva,
eprubete, stativ, hartie indicatoare de pH,
pensa.

Mod de lucru: intr-o eprubeta se recolteaza
o proba de saliva (in cantitate suficienta
pentru umezirea hartiei de pH), apoi cu
ajutorul unei pense, se introduce o fasie din
hartia de pH in proba de saliva. Culoarea
obtinuta se compara cu scala de culori a
hartiei indicatoare. La om, pH-ul salivei va fi
intre 6 si 7 (adulti)
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Sucul gastric

Obiective:

1.Recoltarea probelor de suc gastric
2.Cunoassterea caracteristicilor fizice si
chimice ale sucului gastric

3.Dozarea acidului clorhidric din sucul
gastric

4 Evidentierea activitatii proteolitice a
pepsinei

Sucul gastric reprezinta produsul de secretie
al glandelor gastrice. Recoltarea sucului
gastric se poate face prin sondaj buco-
esofago-gastric sau nazo-esofago-gastric.
Aceastd metoda va permite obtinerea unui
amestec de suc gastric cu continut gastric
(mucus, saliva, alimente, continut intestinal
refulat). Pentru recoltarea unui suc gastric
pur, se poate folosi metoda ,pranzului
fictiv” (lvan Petrovich Pavlov, 1897) ce
presupune realizarea a doua fistule. Prima
fistula este esofagiana si permite evacuarea
continutului deglutit, iar a doua fistuld este
gastrica si permite recoltarea sucului gastric
lipsit de continut alimentar.

Sucul gastric este un lichid limpede,
incolor, alcatuit din: apa, electroliti,
bicarbonat, acid clorhidric, mucina, factor
intrinsec si enzime (pepsinogen). Secretia
gastrica este stimulata initial de perceperea
gustului (actul de a manca) - faza cefalica;
apoi este stimulatad de ajungerea mancarii in
stomac — faza gastric3; si in ultimul rand este
influentata de ajungerea hranei in lumenul
intestinal — faza intestinala.

La nivelul stomacului se realizeaza o parte
a digestiei (carbohidrati si proteine), dar nu
se realizeaza si absorbtie — cu exceptia unor
substante liposolubile.

pH-ul sucului gastric este foarte acid, cu o
valoare ce variaza de la 0,8 la carnivore, la 4
— 5 la rumegatoare (stomacul glandular).
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pH-ul poate fi determinat utilizand un pH
metru electronic sau cu ajutorul unei hartii
indicatoare de pH.

Dozarea acidului clorhidric din sucul gastric
Dozarea acidului clorhidric din sucul gastric
poate fi realizata cu ajutorul metodei de
titrare. Pentru rememorare sau exersarea
pasilor de lucru fnaintea inceperii
experimentului in laborator, se poate accesa
platforma virtuald ChemCollective®.

Pentru accesarea experimentului,
dati click pe butonul de mai jos sau
tastati
http://chemcollective.org/activities/
autograded/128

in bara de cautare a browserului.

INCEPE EXPERIMENTUL '

Materiale necesare: proba de suc gastric
(filtrata, lipsita de continut alimentar),
solutie NaOH N/10 cu titru cunoscut,
fenolftaleina 1%, sticlarie laborator, palnie
de sticla, biuretd, pipeta gradata.

Mod de lucru: se pun 10 mL de suc gastric
intr-un pahar Berzelius, peste care se
adauga 2-3 picaturi de solutie indicator
(fenolftaleina 1%) (Figura 1).

intr-o biuretd se adaugd o cantitate
suficienta de solutie NaOH N/10 cu titru
cunoscut apoi se citeste si se noteaza
valoarea initiala a volumului de NaOH
(Figura 2).

Se titreaza aciditatea probei de suc
gastric — se adauga NaOH picdtura cu
picdatura, omogenizand constant, pana la


http://chemcollective.org/activities/autograded/128
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neutralizarea mediului acid si aparitia unei
culori roz deschis ce se mentine 30 de
secunde (Figura 3).

Fenolftaleina 1%

Suc gastric

Fig. 01. Peste proba de 10 mL suc gastric cu
concentratie necunoscuta de HCl se adauga
2-3 picaturi de fenolftaleina 1%.

NaOH N/10
cu titru cunoscut

/'
Se citeste

valoarea initiala

-IR-
Fig. 02. In biuretd se adaugd o cantitate de

NaOH N/10 cu titru cunoscut, dupd care se
citeste valoarea pe scala gradatd a biuretei.

2.Se citeste
valoarea finala

N

Suc gastric +

1.Culoarea se
fenolftaleina 1%

mentine 30s

Fig. 03. Se adaugd NaOH picdturd cu
picdturd peste proba de suc gastric, pdna
cdnd se obtine o culoare roz deschis ce se
mentine 30 de secunde. Pe scala gradatd a
biuretei se citeste si se noteazd valoarea
finald a NaOH N/10.

Se calculeaza volumul de NaOH utilizat
pentru neutralizarea a 10mL suc gastric:
valoarea initiald citita pe scala biuretei —
valoarea finala citita pe scala biuretei. (Ex.
6,2 mL)

Pentru un titru al solutiei NaOH de
0,00407, valoarea in grame a cantitatii de
NaOH va fi de 6,2 x 0,00407 = 0,02523 g
NaOH.

Stiind faptul ca 40g NaOH neutralizeaza
36,5 g HCI (sunt echivalente), atunci
0,02523g NaOH vor neutraliza X g HCI. Astfel

calculul va fi:

~0,02523 X365 002302
- 40 o

0,2302 g HCl in 10 mL suc gastric, respectiv
2,302 g/L HCI
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Evidentierea
pepsinei
Pepsina este o enzima proteolitica secretata
la  nivelul stomacului. Experimentul
presupune urmdrirea hidrolizei unui
substrat (cazeind) de catre pepsina din sucul
gastric, intr-un interval de timp si la o
temperatura standard.

Materiale necesare: proba de suc gastric
(proba filtrata fara continut alimentar),
solutie Ringer, solutie acida de cazeina 1%o
(la 37°C), eprubete, stativ, baie termostat,
solutie acetat de sodiu 20%.

Mod de lucru: in doua eprubete se
introduc cate 10 mL de solutie acida de
cazeind 1%o (Figura 4). In prima eprubet se
adauga 1 mL de solutie Ringer, iar in a doua
eprubetd se adauga 1 mL de suc gastric
(Figura 5.) Prima eprubetd va reprezenta
proba martor, iar a doua eprubeta va fi
proba experimentala.

activitatii proteolitice a

10 mL solutie

Cazeina
\_/ \_/
1 2

Fig. 04. In doud eprubete se adaugd céte 10
mL solutie acidd de cazeind 1%o.

Ambele eprubete se introduc apoi la
termostat la 37°C pentru 15 minute (Figura
6).

1 mL solutie 1 mL suc
Ringer gastric
\_/ \_/
1 2

Fig. 05. In prima eprubetd se adaugd 1 mL de
solutie Ringer, iar in eprubeta 2 se adaugd 1
mL suc gastric.

37°C - 15 min
\_/ _/
1 2

Fig. 06. Ambele eprubete se introduc in baia
termostat pentru 15 minute — pentru a
accelera actiunea enzimei asupra
substratului (Vezi capitol Enzime).
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Dupa 15 minute, in ambele eprubete se
adauga cate 1mL de solutie de acetat de
sodiu 20% (Figura 7) pentru a determina
precipitarea cazeinei.

1 mL actetat
de sodiu 20%

&L \_/
1 2

Fig. 07. In ambele eprubete se adaugd cdte
1 mL de solutie acidd de acetat de sodiu 20%.
In eprubeta 1 se observd formarea unui
precipitat iar in eprubeta 2 solutia rdmdne
clard.

Rezultate (Figura 7): in eprubeta 1 se
observa aparitia precipitatului (eprubeta
martor) — in lipsa enzimei (pepsina din suc
gastric), cazeina nu a fost hidrolizata, astfel
incdt Tn prezenta acetatului de sodiu
aceasta a precipitat. In eprubeta 2, solutia
este clard deoarece s-au pus in contact o
enzimd cu un substrat corespunzator —
pepsina din sucul gastric a hidrolizat cazeina.
in lipsa cazeinei, in eprubeta 2, nu se
observda formarea precipitatului dupa
addugarea acetatului de sodiu.
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Secretia biliara

Obiective:

1.Recoltarea secretiei biliare
2.Cunoasterea compozitiei chimice a
bilei

3.Cunoasterea rolului secretiei biliare
4.Enumerarea factorilor care
influenteaza secretia biliara
5.Identificarea unor componenti biliari
6.Demonstrarea actiunii emulsionante a
bilei

7.Cunoasterea rolului  determinarii
parametrilor biochimic hepatici

Bila reprezinta produsul de secretie
continua a ficatului, produsa la nivelul
celulelor parenchimatoase hepatice.
Secretia biliard are rol in digestie si
absorbtie. Bila este drenata depozitata in
vezica biliara, apoi se varsa in duoden fin
perioadele digestive.

Recoltarea probelor de bila se poate
realiza in mod experimental prin
introducerea unei canule pe traiectul
canalului coledoc, prin realizarea unei fistule
colecistice sau prin sondaj.

Culoarea secretiei biliare variaza de la
galben-auriu, la brun inchis, pana la verde
(in functie de particularitatile de specie),
tulbure (celule epiteliale descuamate, saruri
de calciu) sau limpede (bila hepatica ce nu a
stationat la nivelul vezicii biliare), filanta
(contine mucus), cu pH ce variaza de la usor
acid la alcalin (in functie de alimentatie si
specie).

Se pot deosebi doua tipuri de bila — bila
hepatica si bila veziculara. Bila veziculara
este de aproape 10 ori mai concentrata
decat bila hepatica, avand mai multa
substanta uscata.

Secretia biliara contine: apa, glicocolat si
taurocolat de sodiu si potasiu (saruri ale
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acizilor glicocolic si taurocolic), pigmenti
biliari (biliverdina, bilirubina), colesterol,
acizi grasi, fosfolipide, uree, mucina, ioni
(sodiu, potasiu, calciu, magneziu, fier etc.).

Sarurile biliare reprezinta aproximativ %
din substanta uscata a bilei. Aproape
intreaga cantitate de saruri biliare este
resorbitd la nivel intestinal (circuit hepato-
entero-hepatic).

Atentie!
Secretia biliara are rol digestiv dar nu
contine enzime.

Rolul digestiv al bilei este reprezentat de
activitatea de emulsionare a lipidelor
(trigliceride) — permite digestia si absorbtia
lipidelor, precum si absorbtia vitaminelor
liposolubile.

Nota:

Lipsa sarurilor biliare duce la pierderea
pe cale digestiva a % din lipidele si
vitaminelor liposolubile (A, K, D si E)
ingerate. Lipsa bilei poate duce astfel la
instalarea unor hipovitaminoze
complexe.

in afard de rolul sdu in procesele de
digestie si absorbtie, bila reprezinta si o cale
de eliminare a anumitor produsi endogeni

(pigmenti  rezultati din  catabolismul
hemoglobinei, lecitine, colesterol etc),
exogeni (saruri ale metalelor grele,

medicamente etc.).

Bila are rol laxativ si antiputrid (in lipsa
sarurilor  biliare, grasimile nedigerate
acopera proteinele si impiedica actiunea
enzimelor proteolitice). Bila reprezinta
totodata si cel mai eficient coleretic natural
(sarurile biliare stimuleaza secretia biliara).

Factorii care influenteaza cantitatea de
bila produsa si eliminata la nivel intestinal:
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= Factori nervosi sistemul nervos
vegetativ: parasimpaticul creste secretia
biliara.
= Factori  umorali secretina  si
colecistokinina cresc secretia si eliberarea
de bila.

Identificarea sarurilor biliare - reactia
Pettenkofer
Aceastd reactie urmadreste punerea in

evidenta a unui compus de culoare rosie,
format in prezenta sarurilor biliare.
Materiale necesare: bila, solutie zaharoza
10%, H2S04 concentrat, eprubete, stativ, apa
rece.

Mod de lucru: intr-o eprubeta se introduc 3
mL de bila, peste care se adauga 0,5 mL
solutie de zaharoza 10%. Se omogenizeaza,
apoi cu ajutorul unei pipete se adaugd 2 mL
de acid sulfuric concentrat, astfel incat cele
doua medii lichide sa nu se amestece.
Eprubeta se va mentine sub jet de apa rece
pentru a preveni incalzirea lichidului.

Ii..eua
<

A S

Acid sulfuric

Oximetil
furfurol

Fig. 08. Reactia calitativd de identificare a
sdrurilor biliare cu ajutorul acidului sulfuric
concentrat. Reactie pozitivd cu formarea
unui inel rosu.
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La suprafata de contact dintre cele douad
lichide (bild si acid sulfuric) se va observa
formarea unui inel de culoare rosie-violacee
(Figura 8). Sub actiunea acidului sulfuric,
zaharoza se descompune in levuloza si
glucoza si Tmpreund cu sarurile biliare
formeaza compusul oximetil — furfurol de
culoare rosie-violacee.

Evidentierea pigmentilor biliari — reactia
Trousseau — Rosin

O parte din pigmentii biliari sunt eliminati fie
prin segmentul digestiv, in fecale, fie pe
calea sistemului excretor, in urina. Pigmentii
biliari din urind pot fi pusi in evidenta cu
ajutorul tincturii de iod. Astfel, urina cu
bilirubinad se va colora in verde in prezenta
iodului din tinctura de iod.

Materiale necesare: urina icterica (cu bila)
sau proba de bila diluata cu ser fiziologic,
tinctura de iod, pipete, eprubete, stativ.
Mod de lucru: intr-o eprubeta se introduc 6
mL de bild diluatd sau urina icterica, peste
care se adaugd 2-3 mlL tinctura de iod.
Solutia de iod se adauga cu ajutorul unei
pipete pe fundul eprubetei, astfel incat cele
doua lichide sa raméana separate.

La suprafata de contact dintre cele doua
medii lichide (bila si tinctura de iod) se va
observa formarea unui inel de culoare
verde, (Figura 9) ceea ce confirma prezenta
pigmentilor biliari, respectiv a bilirubinei.

Evidentierea pigmentilor biliari — reactia
Franke

Bilirubina se coloreaza in verde intens in
prezenta albastrului de metilen. Aceasta
este 0o metoda calitativda  pentru
determinarea prezentei bilirubinei in urina.
Materiale necesare: proba de bila diluata
sau urina icterica (ce contine bilirubina),
solutie de albastru de metilen 2%o, pipete,
eprubete si stativ.
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Mod de lucru: intr-o eprubeta se introduc 4
mL de proba de cercetat (bild diluata sau
urina ictericd), apoi se adauga albastru de
metilen picatura cu picaturd, omogenizand
constant.

Proba se va colora in verde intens, ceea
ce va indica prezenta bilirubinei. Prin
oxidare (albastru de metilen este un compus
cu proprietati oxidative), bilirubina este
transformata 1n biliverdina. O proba
negativa, ce nu contine bilirubina, va avea
culoare albastra.

-

Tinctura
A de iod

Fig. 09. Reactia Trousseau — Rosin — probd
calitativd pentru identificarea bilirubinei in
urind. O reactie pozitivd este reprezentatd
de formarea unui inel verde la suprafata de
contact dintre cele doud medii.

Demonstrarea actiunii emulsionante a bilei
Secretia biliara are un rol activ in digestie
prin procesul de emulsionare a lipidelor.
Sarurile biliare scad tensiunea superficiala a
lipidelor, ceea ce va permite aparitia
miceliilor si va favoriza actiunea enzimelor
lipolitice pancreatice.



SISTEMUL DIGESTIV

Materiale necesare: solutie de saruri biliare
sau bila proaspata, ulei vegetal, apa
distilata, pipete, eprubete si stativ.
Mod de lucru: in prima eprubeta se vor
adauga 4 mL de apa distilata si 1 mL de ulei
vegetal. In a doua eprubet3 se vor introduce
4 mL de solutie de saruri biliare sau 4 mL de
bild, peste care se va adduga 1 mL de ulei
vegetal. Ambele eprubete se vor omogeniza
prin agitarea continutului.

iIn prima eprubetd (martor) se vor
observa doua straturi separate
nemiscibile. Apa distilatd si uleiul formeaza
un amestec temporar, care la scurt timp se
separa, formand o emulsie instabila.

in a doua eprubetd, se va observa
formarea unei emulsii stabile. Uleiul este
dispersat in toata masa lichidului, sub forma
de particule mici.

Parametri biochimici

scurtd clasificare

Testele biochimice asociate ficatului pot fi
incadrate in trei categorii: parametri ce
apreciaza prezenta unor leziuni
hepatocelulare, parametri ce indica
existenta colestazei, si parametri asociati
diminuarii functiei hepatice.

hepatici

Alaninaminotransferaza — ALT/GPT

Face parte dintr-un profil biochimic de baza
(la carnivore). La caine si pisica, cantitatea
cea mai mare a acestei enzime este ntalnita
la nivelul hepatocitelor (in citoplasma).
Acest parametru mai poate fi alterat si in
cadrul unor afectiuni musculare.

La cabaline si rumegatoare, ALT-ul nu
este gasit Tn cantitati semnificative in
hepatocite, astfel incat, acest parametru nu
ar trebui inclus intr-un profil biochimic de
baza.

La caine si pisica, cresterea nivelului ALT-
ului poate fi asociata cu modificari hepatice
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precum: hipoxie, acumulare lipidica cu
alterari metabolice, toxine bacteriene,
inflamatie, neoplazii, medicamente si toxice.
La cane, valoare ALT mai poate fi crescuta in
asociere cu administrarea de corticosteroizi
si medicamente anticonvulsivante.?

Aspartataminotransferaza — AST/GOT
Aceasta enzima este prezentd n
concentratii mari, la toate speciile, in
hepatocite si celulele musculare (scheletice
si striate), astfel, aceasta enzima nu are
specificitate hepatica. O crestere a AST-ului
seric poate fi intalnita atat in cadrul unor
leziuni hepatice, cat si in cadrul leziunilor
musculare.

La fel ca si in cazul ALT-ului, pentru
deosebirea originii leziunii, se vor investiga
si parametrii specifici pentru celulele
musculare (ex. CK — creatinkinaza).

in cazul cabalinelor si rumegstoarelor,
AST reprezinta parametrul specific pentru
tesutul hepatic (ALT-ul nu este produs in
cantitati mari la nivel hepatic) si ar trebui
inclus in cadrul unui profil biochimic de baza.
Pentru deosebirea originii leziunii, se va
asocia cu alti parametri (ex. CK).

|
~
|

Fosfataza alcalina — ALP

Accesatd enzima este produsd in numeroase
tesuturi: ficat, os, rinichi, intestine, pancreas
si placenta. Este asociatda cu membrana
celulara.

Majoritatea cantitatii de ALP serica este
asociata cu originea hepatica si este asociata
cu afectiuni  hepato-biliare  precum
colestaza, cresterea activitatii osteoblastice
si diverse afectiuni cronice. La caine, nivelul
de ALP poate fi crescut ca o consecinta a
administrarii de medicamente precum
corticosteroizi si anticonvulsivante.
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Gama-glutamiltransferaza — GGT
Aceastd enzima este produsa in majoritatea
tesuturilor si este asociatd cu membrana
celulard. Nivelul seric de GGT creste foarte
rapid Tn cadrul unor leziuni hepatice acute,
probabil datorita eliberarii de fragmente
membranare Tn timpul distrugerii celulelor.
Cea mai mare concentratie a enzimei este
intalnita in pancreas si rinichi dar nivelul de
GGT seric asociat cu originea hepatica.
Cresterea acestuia este atribuita frecvent
unor afectiuni precum colestaza si
hiperplazie biliara.? La cdine, o crestere este
intdlnita si in cazul administrarii unor
medicamente precum corticosteroizi sau
anticonvulsivante.
Parametri pentru
hepatice

aprecierea functiei

Bilirubina

Produs de degradare al hemoglobinei si a
altor hemoproteine. Cresterea nivelului
seric de bilirubind este asociata cu bolile
hepatice obstructive si hemoliza.

Acizi biliari

Masurarea concentratiei de acizi biliari serici
reprezinta un test util pentru aprecierea
functiei hepatice, diagnosticul colestazei, si
aprecierea  evolutiei unor  anomalii
circulatorii portale.

Acizii biliari sunt sintetizati din colesterol
la nivel hepatic, apoi sunt conjugati si stocati
n vezica biliara.

Pentru un diagnostic corespunzator, se
vor doza si acizii biliari urinari si acizii biliari
serici Tnainte si dupa masa (la aproximativ 2
ore).

Amoniacul plasmatic

Amoniacul este produc in cea mai mare
parte de bacteriile intestinale in timpul
digestiei, dupa care este absorbit in sange.
Amoniacul ajunge apoi la nivel hepatic unde
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este utilizat pentru sinteza de uree si
proteine. Alterarea vascularizatiei hepatice
locale sau lezarea tesutului hepatic va face
permite persistarea amoniacului in torentul
circulator.

Cresterea nivelului de amoniac seric este
asociata cu pierderea functionala a aproape
60% din tesutul hepatic.

Amoniacul este instabil, astfel fTncat
dozarea acestuia nu face parte din analizele
de rutina. Recoltarea se face dupa un repaus
alimentar de cel putin 8 ore, in recipiente cu
EDTA, sau heparina fara amoniac, care apoi
sunt centrifugate (imediat, in primele 10
minute). Proba se va refrigera si apoi se va
lucra rapid, in maxim 30-60 de minute de la
recoltare, daca nu este posibil, atunci proba
se congeleaza.

Albumina serica

Albuminele sunt proteine sintetizate la nivel
hepatic. Scaderea cantitatii de albumina
este asociata cu pierderea functionald a 60 —
80% din tesutul hepatic.

Globuline
Globulinele sunt sintetizate in cea mai mare
parte in ficat (cu exceptia imunoglobulinelor
care sunt sintetizate in tesutul limfoid).
Nivelul globulinelor poate s3 scada,
datorita pierderii functionale a tesutului
hepatic, sau poate sa creasca odatd cu
producerea unor cantitati mari de proteine
de faza acuta.

Glucoza
Hepatocitele reprezinta locul de stocare al
glucozei, sub forma de glicogen, ceea ce va
ajuta la reglarea nivelului plasmatic.
Totodata, ficatul poate produce glucoza prin
procesul de gluconeogeneza.

n afectiunile hepatice, nivelul de glucozi
serica poate sa fie astfel crescut sau scazut.
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Uree

Ureea este sintetizata la nivel hepatic din
amoniac. in cazul leziunilor hepatice, nivelul
seric de amoniac va fi crescut iar nivelul
ureei serice (BUN — blood urea nitrogen) va
fi scazut.

Colesterol

Cresterea nivelului de colesterol seric poate
fi asociata cu afectiuni precum colestaza,
dar Tn anumite boli hepatic, nivelul
colesterolului  seric poate fi scazut
(colesterolul este sintetizat la nivel hepatic)
atunci cand exista pierderi functionale.

Factori de coagulare

Factorii de coagulare sunt in cea mai mare
parte sintetizati la nivel hepatic, o distrugere
a tesutului hepatic va avea astfel ca si
consecinte scaderea cantitatii de factori de
coagulare.

Totodatd, ficatul mai este si sediu de
sinteza pentru diversi factori anticoagulanti
precum: antitrombina, proteina C, proteina
S etc.

Tn cazul afectiunilor de tipul colestazei
este blocata activitatea de absorbtie a
vitaminei K.*

Sucul pancreatic

Obiective:

1.Recoltarea sucului pancreatic
2.Cunoasterea compozitiei chimice a
caracteristicilor fizice si ale sucului
pancreatic

3.Cunoasterea rolului sucului pancreatic
4.Enumerarea factorilor care
influenteaza secretia sucului pancreatic
si diferentierea tipurilor de secretie
pancreatica

5.0bservarea si dozarea activitatii
amilazei pancreatice din ser sau urina
6.Cunoasterea parametrilor biochimici
asociati pancreasului exocrin
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Sucul pancreatic reprezintd produsul de
secretie al pancreasului exocrin si poate fi
recoltat prin intermediul unei fistule la
nivelul canalului Wirsung, sau prin sondaj
duodenal (se recolteazd suc duodenal —
amestec de suc gastric, pancreatic, intestinal
si bila).

Sucul pancreatic este un lichid limpede,
inodor, cu vascozitate redusa, usor hiperton
fata de plasma. Secretia acestuia este
discontinua. Valoarea pH-ului pate ajunge si
pand la valoarea 9, 1in functie de
concentratia de bicarbonat de sodiu. Sucul
pancreatic este cel mai alcalin produs de
excretie din organism.

Compozitia chimicd a sucului pancreatic
este variabila in functie de alimentele
consumate sau de excitantul care a
determinat secretia: apa in proportie de
aproximativ 98%, bicarbonat de sodiu,
cloruri, fosfati, potasiu, sodiu, magneziu,
calciu, sulf, cupru, zinc, enzime.

Enzimele sucului pancreatic pot fi
impartite in trei categorii:
- Enzime proteolitice: tripsina,
chimotripsing, elastaza, colagenaza,

carboxipeptidaze, ribonucleaze,

dezoxiribonucleaze

- Enzime lipolitice:

colesterolsteraza

- Enzime glicolitice: amilaza pancreatica
Enzimele proteolitice sunt sintetizate sub

forma de proenzime care sunt activate in

lumenul duodenal. Tripsinogenul este

activat de catre enterokinaza secretata de

mucoasa duodenala. Tripsina actioneaza

lipaza, fosfolipaze,

autocatalitic si activeaza restul
proenzimelor proteolitice.

Sucul  pancreatic, prin compozitia
enzimatica, indeplineste un rol foarte
important  in digestia alimentelor.
Contribuie totodatda la neutralizarea
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aciditatii chimului gastric si creeaza conditii
favorabile pentru activarea enzimelor
digestive.

n mod aseméanétor cu secretia gastric3,
sucul pancreatic este reglat prin mecanisme

neurale si hormonale. Secretia este
stimulata in timpul fazei cefalice si gastrice
ale digestiei gastrice pe cale vagald

(parasimpatic).

O alta cale de stimulare este ajungerea
alimentelor cu continut lipidic si proteic in
lumenul duodenal. Acestea vor determina
secretia de colecistokinina (CCK) de catre
celulele neuroendocrine ale peretelui
duodenal. CCK are rol de stimulare a
secretiei sucului pancreatic.

Scaderea pH-ului in lumenul duodenal va
stimula secretia de secretind de catre
celulele neuroendocrine de la nivelul
peretelui duodenal. Secretina are rol de
stimulare a secretiei de bicarbonat.

n functie de mecanismele de stimulare,
secretia pancreatica poate fi de doua tipuri:
-Secretie hidreletica — bogata in apa si
bicarbonat de sodiu, cu enzime in cantitate
redusa (dependenta de secretind)

-Secretie ecbolicd — redusa cantitativ dar
bogata in enzime (CCK, serotoning,
stimulare vagalad).

Observarea si dozarea activitatii amilazei
pancreatice — metoda Wohlgemuth
Activitatea amilolitica a amilazei pancreatice
se poate aprecia prin capacitatea de
hidrolizare a amidonului 1n produsi
intermediari, evidentiati cu ajutorul solutiei
Lugol.

Materiale necesare: ser sanguin (sau urinad),
solutie ser fiziologic (NaCl 0,9%), solutie
amidon 0,1%, solutie Liugol, stativ cu 10
eprubete numerotate, pipete, termostat.
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Mod de lucru:

in cele 10 eprubete numerotate se vor
realiza dilutii crescande de ser (sau urina)
astfel: in prima eprubeta se introduc 3 mL de
ser (sau urina), iar in celelalte 9 eprubete se
introduc cate 1 mL de ser fiziologic. Apoi din
prima eprubeta se ia 1 mL de ser (sau urina)
si se adauga peste serul fiziologic din a doua
eprubetd. Dupa omogenizarea continutului,
din a doua eprubetd se ia 1 mL si se
introduce peste serul fiziologic din a treia
eprubetd, apoi se omogenizeaza. Se repeta
tehnica pana la eprubeta 10. Se vor obtine
urmatoarele dilutii: %, %,1/8, 1/16, 1/32,
1/64,1/128, 1/256si 1/512.

n toate cele 10 eprubete se adaugi cate
2 mL de solutie de amidon 0,1% (ce contine
2 mg de amidon). Se omogenizeaza
continutul eprubetelor, apoi probele se
introduc la termostat, la 37°C timp de 30 de
minute.

Dupa 30 de minute, eprubetele se racesc
sub jet de apa si se adauga in fiecare
eprubetd cate 1-2 picaturi de solutie Lugol.

in prezenta amilazei, amidonul este
hidrolizat complet pana la nivel de maltoza,
sau hidrolizat partial pana la nivel de amilo-
sau eritrodextrine. Tn prezenta solutiei
Lugol, amidonul se coloreaza in albastru.
Eprubetele ce contin amidon complet
hidrolizat vor ramane incolore, iar cele care
contin amidon partial hidrolizat vor avea
culoare rosie sau violet.

Se va nota numarul eprubetei aflate
Tnaintea celei cu continut albastru. in
aceasta eprubetd, continutul de amilaza
este suficient pentru hidrolizarea a 2 mg de
amidon.

Teste biochimice si imunologice
Aceste teste sunt utile in practica medicala

pentru diagnosticul unor  afectiuni
pancreatice  asociate cu  distrugerea
tesutului pancreatic sau cu insuficienta
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functionald pancreatica (scaderea cantitatii
de suc pancreatic secretat).

Imunoreactivitatea tripsin-like la caine si
pisica (cTLI si fTLI)

Acest test determina nivelul de tripsinogen
si tripsina din ser cu ajutorul anticorpilor. in
conditii fiziologice, aceste douada forme
enzimatice sunt eliberate in cantitati foarte
mici in circulatia sangvini. Tn cazul unor
leziuni ale tesutului hepatic, enzimele nu
mai sunt produse n cantitati suficiente iar
cantitatea din ser va fi scazuta.

Aceste metode sunt mai specifice decat
dozarea enzimelor pancreatice din sange.
Unele enzime precum lipaza pot avea si alte
origini in afara pancreasului, ceea ce le face
sa fie nespecifice pentru diagnostic.

Elastaza
La caine, elastaza nu este degradata complet
in lumenul intestinal, astfel poate fi

identificat3 in fecale prin metoda ELISA. in
cazul unei insuficiente functionale, nivelul
elastazei va fi scazut.

Lipaza
Se poate doza cantitativ lipaza serica insa nu
se pate deosebi si originea acesteia. Lipaza
este secretatd si in alte organe in afara de
pancreas. Nu este indicata utilizarea acestui
parametru pentru diagnosticarea
pancreatitelor la pisica. °

Nivelul lipazei poate fi modificat in
afectiuni renale, administrarea de
corticosteroizi, neoplazii, boli hepatice, boli
ale intestinului.

Amilaza serica

Amilaza serica are si alte origini in afara de
pancreas, astfel, acest parametru nu este
specific pentru diagnosticarea afectiunilor
pancreatice. Cresterea nivelului de amilaza
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serica poate fi asociata si cu afectiuni renale
sau intestinale.

Glucoza

Desi nivelul glicemiei este asociat in cea mai
mare parte cu afectiuni ale pancreasului
endocrin si diabet, o afectare generald a
tesutului pancreatic poate duce la instalarea
hiperglicemiei (cresterea nivelului de
glucoza serica).
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SISTEMUL CARDIO-CIRCULATOR

Cordul

Cordul reprezintd un organ muscular cu
localizare la nivelul cutiei toracice, iar
speciile de animale domestice au un cord
tetracameral: 2 atrii si 2 ventricule.

Muschii cardiaci sunt alcatuiti din doua
tipuri de celule:

- Celule ce genereaza si conduc potentialul
de actiune

- Celule contractile, care de asemenea
conduc potentialul de actiune

Proprietatile cordului sunt reprezentate de:
= Automatism

= Batmotropism - excitabilitatea

= Cronotropism - ritmicitatea

= Dromotropism - contractilitatea

= Inotropism - conductibilitatea

Fig. 1 Schema unei sectiuni longitudinale
prin cord. *

Exercitiu:

Urmarind imaginea ilustrata in Figura 1,
realizati o schema pe caietul de lucru si
numiti structurile identificate.

Fig. 2 Schema unei sectiuni transversale
prin treimea inferioard a cordului.
Observati diferenta semnificativa dintre
musculatura ventriculelor. *

Exercitiu:

Explicati diferenta observatda fintre
musculatura ventriculului drept siceaa
ventriculului stang.

Termeni utili:

= Frecventa cardiacd = numarul de cicluri
cardiace (sistola si diastold) ce se succed
intr-o perioadd de timp (un minut). Se
foloseste exprimarea bpm (batai pe
minut).

= Debit cardiac = volumul de sange ejectat
din cord fintr-o perioadd de timp (un
minut). Variaza in functie de frecventa
cardiaca si Volumul Bataie.

= Volumul bataie = volumul de sange
ejectat din cord la sfarsitul unei sistole.



SISTEMUL CARDIO-CIRCULATOR

Demonstrarea prezentei tesutului
excitoconducator - Ligaturile lui
Stannius
Obiective:

1.Cunoasterea particularitatilor
anatomice ale cordului de broasca
2.Cunoasterea particularitatilor
sistemului excitoconducator la broasca
3.Cunoasterea modului de lucru si
realizarea ligaturilor

4.Interpretarea rezultatelor obtinute

Cordul de amfibian si reptile (cu exceptia
crocodilienilor) este tricameral. Cordul de
broasca este format din doua atrii si un
ventricul, dupa cum este ilustrat in figura 3.

Fig. 03 Schemd a structurii cordului de
broascd. AS (atriul stdng), AD (atriul drept),
1 — vena pulmonard, 2 — Sinusul venos, 3 —
Trunchi vascular care se ramificd in artere

sistemice, artera arterele

pulmono-cutanate.

carotida si

Principiul metodei:

Evidentierea structurilor raspunzatoare de
automatism fin cordul de broasca, si
stabilirea proprietatilor acestora.

98

Materiale:
Broasca, placa din plutda, ace, trusa de
disectie, ata si cronometru.

Mod de lucru:

Pentru realizarea acestui experiment se vor
utiliza broaste spinalizate. Broasca se va fixa
in decubit dorsal pe plansa de lucru, cu
ajutorul acelor cu gamalie.

» Se realizeaza o incizie la nivelul pielii, de-a
lungul linei mediene, ce porneste de la
mandibula si ajunge pana la bazin.

»Se sectioneazd piele din dreptul
membrelor: cate o incizie perpendiculara pe
linia mediana.

» Lambourile cutanate se indepdrteaza prin
tractionare si dilacerare.

» Se prinde varful sternului cu ajutorul unei
pense. Cu o foarfecd se realizeazd o
butoniera in imediata vecindtate a structurii
prinse in pensa.

»Se sectioneaza musculatura de-a lungul
marginilor plastronului sternal.

» Se indeparteaza plastronul sternal pentru
a evidentia cordul.

»Se sectioneaza pericardul si ligamentul
frenulum.

»Cu ajutorul unui cronometru se va
determina frecventa cardiacd (batai pe
minut). Se noteaza rezultatul in fisa de lucru.
» Ligatura I: se aplica la limita dintre sinusul
venos si atrii, dupa cum este ilustrat in figura
4. Se observa modificarile aparute la nivelul
structurilor cordului. Se noteaza frecventa
cardiaca si se compara cu rezultatul obtinut
fnainte de aplicarea ligaturii.

» Ligatura ll: se aplica o alta ligatura la limita
dintre atrii si ventricul, dupa cum este
ilustrat in figura 5. Se noteaza frecventa
cardiacd si modificdrile observate. Se
compara rezultatele.

» Ligatura lll: se indeparteaza prima ligatura
efectuata intre sinusul venos si atrii, dupa
cum este ilustrat in figura 6. Daca este
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nevoie, se va face o ligatura nouad intre atrii
si ventricul la o a doua broasca. Se noteaza
frecventa cardiaca si modificarile observate.
Se compara rezultatele.

Fig. 4 Ligatura | —intre sinusul venos si atrii.

Fig. 5 Ligatura Il — intre atrii si ventricul. Se
pdstreazd ligatura I.

Fig. 6 Ligatura Ill — intre atrii si ventricul.

Rezultate:

Cordul de broasca are trei structuri distincte
cu rol n producerea si conducerea
potentialului de actiune in cord. Structurile
au fost schematizate in figura 7.

»Dupa aplicarea primei ligaturi, se va
observa oprirea cordului. Sinusul venos va
continua insa sa se contracte cu o frecventa
egald cu cea a cordului inainte de aplicarea
ligaturii.

» Dupa aplicarea celei de-a doua ligaturi, se
va observa reluarea activitatii contractile a
ventriculului, dar cu o frecventd modificata
fatd de cea a sinusului venos (aproximativ
jumatate). Se observa si faptul ca atriile nu
au activitate contractila.

» Dupa cea de-a treia ligatura (indepartarea
primei ligaturi), se va observa reluarea
activitatii contractile a atriilor, care va fi
identica cu cea a sinusului venos. Ventriculul
va continua sa se contracte cu o frecventd
mai redusa.

in concluzie, ganglionul Remak are functie
de pace-maker si stabileste ritmul de
contractie a cordului. Ganglionul Ludwig are
functie inhibitorie, iar ganglionul Bidder are
activitate contractild, dar stabileste un ritm
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mai redus fata de ganglionul Remak. Cei trei
ganglioni au activitate ierarhica, iar
ganglionul Remak este structura care
stabileste frecventa de contractie normala a
cordului.

Fig. 7 Schemd a structurilor ce alcdtuiesc
sistemul de automatism la broascd. 1 —
Ganglionul Remak, 2 — Ganglionul Ludwig, 3
— Ganglionul Bidder.

Inregistrarea activitatii electrice a
cordului

Obiective:

1.Cunoasterea principiului
functionare a electrocardiografului
2.Cunoasterea particularitatilor
structurilor sistemului excitoconducator

de

la mamifere
3.Cunoasterea derivatiilor  utilizate
pentru realizarea unei

electrocardiografii
4.Interpretarea unei cardiograme cu
aspect fiziologic

Electrocardiografia reprezintd Tnregistrarea
activitatii electrice a cordului si presupune
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captarea potentialului electric generat la
suprafata corpului.

Aceasta metoda de investigatie clinica
permite inregistrarea directiei de propagare
a biocurentilor cardiaci de-a lungul
sistemului excitoconducator, precum si
vizualizarea grafica a amplitudinii undei
generate. Inregistrarea potentialelor de
actiune este realizatd prin amplasarea unor
electrozi amplasati in directii specifice —
derivatii.

Pentru realizarea acestui examen, pacientul
va fi asezat in decubit lateral drept (oferd o

calitate superioara a Tinregistrarii prin
diminuarea artefactelor produse de
contractii  musculare), realizdndu-se o

imobilizare usoara. Felinele tolereaza mai
bine o contentie in decubit ventral. Nu se
recomanda sedarea pacientilor deoarece
orice tip de medicatie utilizatda va afecta
activitatea normala a cordului.

Electrozii se ataseaza la nivelul membrelor,
usor proximal fatd de articulatia cotului la
membrele anterioare si la membrele
posterioare cranial si proximal fata de
articulatia tibio-femuro-patelara. Trebuie sa
se asigure un contract electric bun intre
electrozi si piele prin aplicarea unui gel de
cuplare sau a alcoolului sanitar. Pacientul
trebuie sa fie asezat pe o suprafata ce ofera
izolare electrica si trebuie tinut la distanta
fata de alte echipamente electrice.

Sunt utilizate trei derivatii bipolare standard
pentru inregistrarea biocurentilor cardiaci.
Asocierea acestora este numita triunghiul lui
Einthoven (figura 8).

= Derivatia | — electrozi amplasati pe
membrele anterioare
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= Derivatia Il — electrozi amplasati pe
membrul superior drept si membrul inferior
stang
= Derivatia Ill — electrozi amplasati pe
membrul superior stang si membrul inferior
stang

Derivatia |

Fig. 8 Triunghiul lui Einthoven descris prin
amplasarea  electrozilor in  derivatiile
bipolare.

Aceeasi electrozi ofera si inregistrarea a trei
derivatii unipolare. Fiecare electrod este
pozitiv. Amplitudinea undelor este mai mica
decat ce inregistrata in derivatiile bipolare,
astfel, undele sunt amplificate in mod
automat (augmented volt — right, left, foot):

= aVR — membrul anterior drept -
electrodul rosu

= aVL - membrul anterior stang -
electrodul galben

= aVF — membrul posterior stang -

electrodul albastru

Mod de lucru:

Pacientul se asaza pe masa de examinare, se
contentioneaza in decubit lateral drept sau
in decubit ventral (pisica) si se ataseaza
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electrozii dupd umectarea pielii cu alcool
sanitar sau cu gel conductor (utilizat pentru
electrocardiograma, electroencefalograma,
electromiogramd etc.). Se porneste
electrocardiograful si se porneste
inregistrarea.

Se va observa o inregistrare grafica (pe
hartie milimetrica) a parcursului
potentialului de actiune prin sistemul
excitoconducdator al cordului. Un ciclu
cardiac corespunde unui complex de unde
PQRST ilustrat in figura 9.

R
PR
+—Pp
1R
e I TTA
Q
S aqr

Fig. 9 Inregistrarea graficd a activitdtii
electrice a cordului in timpul unui ciclu
cardiac. *

= Unda P —depolarizarea atriilor.

= Intervalul PR — depolarizarea atriilor si
trecerea potentialului de actiune prin nodul
atrio-ventricular (AV). Ofera informatii
legate de eficienta conducerii potentialului
de la atrii la ventricule.

= Segmentul PR —de la sfarsitul undei P la
inceputul complexului QRS — conducerea
potentialului de actiune prin nodulul AV si
reprezintda linia izoelectrica sau linia de
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referinta cu care este
amplitudinea tuturor undelor.
= Complexul QRS
ventriculelor.

= Segmentul ST - faza de platou a
potentialului de actiune, intalnita intre
depolarizarea si repolarizarea ventriculelor.
= PunctulJ-locul in care incepe intervalul
ST. Pentru evaluarea pozitiei intervalului ST,
se compara diferenta (in mm) dintre pozitia
punctului J si cea a segmentului PR.

= Unda T - repolarizarea ventriculelor.

= Unda U - observata ocazional, este
pozitiva si Tntalnitd dupa unda U, cu o
amplitudine de aproximativ % din unda U.

comparata

depolarizarea

Originea  acestei unde este finca
necunoscutd. O unda U inversatd sau cu
amplitudine mare este considerata
eveniment patologic.

= Intervalul QT - depolarizarea si

repolarizarea ventriculelor.

1 mm pe o linie verticald este echivalent cu
o tensiune electrica de 0,1 mV sau 1 mV
pentru 1 cm. La o vitezd de deplasare a
inregistrarii grafice de 25 mm/s, 1 mm pe o
linie orizontala reprezinta 0,04 s. Undele
localizate deasupra liniei izoelectrice sunt
considerate pozitive, iar liniile localizate sub
linia izoelectrica sunt considerate negative.
O unda poate fi pozitivd in o derivatie si
negativa in alta derivatie.

Calcularea frecventei cardiace (FC)

Se madsoara distanta in mm dintre doua
unde RR (interval RR). Pentru o viteza de 25
mm/s: FC = 1500/X mm. Pentru o viteza de
50 mm/s: FC 3000/X mm. Unde X
reprezinta distanta dintre doua unde R
masurata in mm.
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Observarea ritmicitdtii activitdtii cardiace
Se masoara distantele dintre fiecare interval
RR. O aritmie usoara poate fi observata in
mod fiziologic la caine (figura 10).

v _.'

BEE

¥ —_ ‘.'l'

Fig. 10 Aritmie fiziologicd la cdine. Se
observd lungimile diferite ale intervalelor RR
(aritmie sinusald fiziologicd).

Interpretarea ECG se face prin madsurarea
tuturor intervalelor si undelor observate
(amplitudine Th mV si durata in s). Se mai
poate urmari prezenta sau absenta undelor,
daca exista cate o unda P corespunzatoare
pentru fiecare complex QRS, dacd undele au
tot timpul aceeasi amplitudine si durata etc.

Biliografie
*Imagini realizate cu ajutorul aplicatiei Biorender
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Functia principald a sistemului excretor este
de a produce urina, mediu lichid prin care
sunt eliminate din organism subproduse
nefolositoare rezultate din procesele
metabolice ale organismului, precum si alte
substante precum toxice sau medicamente.
Alte functii ale sistemului excretor sunt
legate de producerea eritropoietinei,
reglarea  pH-ului, reglarea  presiunii
sanguine, reglarea concentratiei de solviti
din plasma si sinteza vitaminei D.
Examinarea sistemului urinar poate fi
realizata  prin  numeroase  metode:
determinarea unor parametri biochimici din
plasma, examinarea organoleptica a urinei,
dozarea unor parametri din uring,
determinarea proprietatilor fizico-chimice
ale urinei, realizarea examenului
microbiologic al urinei si realizarea
examenului citologic al sedimentului urinar.

Rata de filtrare glomerulara (RFG)

Obiective:

1.Definirea ratei de filtrare glomerulara
2.Cunoasterea modului de determinare
a ratei de filtrare glomerulara
3.Cunoasterea modului de estimare a
ratei de filtrare glomerulara
4.Stabilirea  importantei clinice
estimarii ratei de filtrare glomerulara

a

Rata de filtrare glomerulara reprezinta cea
mai eficientd metoda de predictie a functiei
renale, fiind conditionata de numarul
nefronilor functionali. Poate fi definita ca
volumul de plasma filtrata de la nivelul
capilarelor glomerulare in spatiul Bowman
pe unitate de timp.

Rata de filtrare glomerulara normala este
de 3 — 6 mL/min/kg la cdine si 2 — 4
mL/min/kg la pisicd. Aceste valori variaza in
functie de cantitatea de sange ce ajunge la
nivelul rinichiului, presiunea arteriala,
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presiunea
intratubulara.

Determinarea directd a ratei de filtrare
glomerulara este foarte costisitoare si dificil
de aplicat intr-un context clinic. Aceasta
poate fi realizata utilizand substante care
sunt filtrate liber de catre glomerul si care
nu sunt secretate sau reabsorbite: inuling,
iohexol, manitol, EDTA sau creatinina
exogena.

O metoda alternativa pentru evaluarea
functiei renale este estimarea ratei de
filtrare  glomerulara  prin  studierea
clearance-ului creatininei endogene.
Productia creatininei este relativ constanta
in organism iar excretia este aproape totala
pe cale renala.

n context clinic, calcularea clearance-ului
creatininei poate fi utila atunci cand se
suspecteaza o afectiune renalg, iar nivelul
creatininei si ureei serice sunt normale.
Poate fi calculat pe baza creatininei serice,
creatininei urinare, volumului de urina
produsa pe unitate de timp si greutatea
pacientului. Este astfel necesarda golirea
completa a vezicii urinare la fTnceputul
experimentului si masurarea volumului de
urind produsa pe durata studiului. Se va
folosi urmatoarea formula de calcul:?

interstitiala  si  presiunea

Ct u X vol. urina/timp /kg

CCt=
Cts

Unde:

= CCt=clearance creatinina
= Ctu=creatinina urinara
= Cts = creatinina serica

Rata de filtrare glomerulara indica modul
de functionare al rinichilor si poate fi
utilizatd ca o metoda de screening a
pacientilor sau pentru monitorizarea
raspunsului la tratament.?
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Parametrii serici asociati sistemului
urinar

Obiective:

1.Cunoasterea modului de producere si
excretie a creatininei

2.Cunoasterea modului de producere si
excretie a ureei serice

3.Cunoasterea rolului ureei si creatininei
in organism

4.Stabilirea rolului determinarii
parametrilor biochimici creatinina si
uree in caracterizarea functiei renale
5.Cunoasterea unor factori ce determina
variatia fiziologica a valorilor creatininei
si ureei

6.Stabilirea  importantei
uree:creatinind
7.Interpretarea valorilor de referinta
pentru speciile de animale domestice

raportului

Una dintre functiile sistemului urinar este de
a excreta diverse molecule. Printre acestea
se regasesc ureea si creatinina. Cresterea
valorilor acestor parametri este regasita in
literatura sub termenul de azotemie.

Creatinina este un subprodus rezultat din
degradarea creatinei si fosfocreatinei la
nivel muscular. Creatina este sintetizatd in
cea mai mare parte in ficat si este apoi
transportata la nivelul muschilor striati
scheletici. La acest nivel, este convertita in
fosfocreatina (rol energetic) cu ajutorul
enzimei creatinkinaza. Productia musculara
de creatininad este relativ constanta si este
proportionala cu masa musculara.

Desi un aport alimentar de creatina (prin
consum de carne) poate creste valoare
creatininei serice prin absorbtie intestinala,
acest lucru ne se realizeaza datorita cresterii
reflexe a ratei de filtrare glomerulara.

O crestere a valorii creatininei poate fi
intalnita Tn mod fiziologic la caii cu
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musculatura foarte bine dezvoltata si la
cinii din rasa Greyhound.? Valori scazute
pot fi intalnite in timpul gestatiei sau la cainii
de talie mica. *

Ureea este produsd la nivel hepatic din
amoniu si bicarbonat si reprezinta modul
principal de excretie a azotului. In literatura
sau Tn cadrul buletinelor de analize, ureea
serica mai poate fi intalnita sub denumirea
carbamida si cu prescurtarea BUN (blood
urea nitrogen) SUN (serum urea nitrogen)
sau UN (urea nitrogen).

Ureea serica este filtrata la nivel
glomerular, dar aproximativ 50% este
reabsorbita. Cantitatea reabsorbitd este
invers proportionala cu viteza de curgere a
sangelui. O anumitd cantitate de uree este
excretata prin saliva, transformata 1in
amoniu la nivel intestinal de catre bacterii.
Amoniul este absorbit prin intestin iar la
nivel hepatic este reconvertit in uree. Astfel,
pentru majoritatea speciilor, ureea nu este
secretata pe cale intestinala. O exceptie
importanta este intdlnita la rumegatoare
unde microorganismele de la nivelul
rumenului transforma ureea Tn aminoacizi.

O dieta cu aport proteic ridicat poate sa
creasca pentru o perioadd valoarea ureei
serice. Proteina descompusa la nivel
intestinal elibereazd amoniu care este
absorbit si transformat in uree la nivel
hepatic.

Valori crescute ale ureei serice pot fi
intalnite Tn mod fiziologic in cazul unei
cresteri a catabolismului proteic (de ex.
exercitii fizice suprasolicitante) si in cazul
administrarii unei diete hiperproteice.
Valorile vor fi scazute Tn cazul administrarii
unei diete cu continut proteic redus si la
animalele tinere.

Valorile ureei si creatininei vor fi crescute
in momentul in care aproximativ 75% din
nefroni devin inactivi. Desi nu pot indica
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evolutia unei disfunctii renale timpurii,
exista foarte putine alte cauze ce duc la
modificarea  valorilor.  Astfel, acesti
parametri biochimici sunt asociati cu
sistemul excretor.

Raportul uree:creatinind poate oferi
informatii legate de sursa azotemiei (renald
sau n afara rinichiului — ex: deshidratare). La
animalele mici, raportul normal este de
aproximativ 20:1 iar la animalele mari de
10:1.1

Ureea sericd poate fi estimata cu ajutorul
unor teste rapide de tip ,strip”, dar utilitatea
acestei metode ar trebui limitata doar la
indicarea unei cresteri a valorii peste limita
fiziologica. Pentru obtinerea unor valori
exacte se recomanda dozarea cantitativa
prin metode biochimice
(spectrofotometrie).

Valorile fiziologice pentru creatinina si
uree serica au fost inscrise in tabelul 1. Au
fost inscrise valorile exprimate in sistem
international (umol/L pentru creatinind si
mmol uree/L pentru uree sericd) si fin
unitatea de masura utilizata in mod frecvent
n aprecierea clinica (mg/dL).

Recoltarea probei de urina

Obiective:

1.Cunoasterea modurilor de recoltare a
urinei

2.Stabilirea avantajelor si dezavantajelor
fiecarei metode de recoltare
3.Cunoasterea materialelor
recoltarii probelor de urina
4.Enumerarea principalelor tipuri de
investigatii realizate din proba de urina

necesare

Recoltarea urinei este un pas foarte
important in realizarea sumarului de urina si
a uroculturii. Metoda de recoltare si
recipientul folosit pot influenta rezultatele
obtinute. Pentru o interpretare corecta, se
recomanda recoltarea probelor Tnainte de
administrarea unui tratament sau a
fluidoterapiei deoarece medicamentele pot
afecta rezultatele iar diluarea urinei
afecteaza semnificativ aspectul
sedimentului si greutatea specifica.

Urina poate fi recoltata prin diverse
metode. Printre acestea se pot enumera:
compresia manuald a vezicii urinare,
introducerea unui cateter transuretral,
cistocenteza si stimularea mictiunii.

Tabel 1. Interval de referintd pentru creatinind si uree sericd

Creatinina Uree serica

Specia mg/dL umol/L mg/dL mmol uree/L
Cdine 0,5-1,7 44 - 150 8-28 2,9-10
Pisicd 0,9-2,2 80-194 19-34 6,8-12,1
Cal 0,4-2,2 35-194 11-27 3,9-9,6
Vacda 0,5-2,2 44 -194 10-25 3,6-8,9
Porc 1-2,7 141 -239 10-30 3,6 -10,7
Oaie 1,2-19 106 - 168 8-20 2,8-7,1
Capra 1-1,8 88— 159 10- 20 3,6-7,1
lepure 0,5-2,5 44 - 221 20-45 7,1-16,1

Valori de referintd dupd MDS Veterinary Manual
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Alegerea metodei de recoltare trebuie sa
fie adaptata la specia examinata, tipul
investigatiilor realizate si sa urmareasca
minimizarea traumatismelor de natura
iatrogena ce pot duce la instalarea unor
infectii urinare.

Recoltarea libera a probei de urina este
mai facild pentru specii precum cainele si se
recomanda o proba din mijlocul procesului
de mictiune. Urina initiald poate sa contina
bacterii localizate la nivelul portiunilor
terminale ale aparatului excretor. Se
recomanda de asemenea recoltarea probei
de dimineata, cand urina este mai
concentratd. in urina foarte diluats, celulele
precum hematii si leucocite vor fi lizate si nu
vor putea fi identificate n examinarea
sedimentului urinar. Aceastda metoda nu
prezintd riscuri pentru animal si limiteaza
stresul asociat recoltarii.

Compresia vezicii urinare prin peretele
abdominal poate fi folosita ca metoda de
recoltare pentru caine si pisica (figura 1).
Riscul  producerii unor infectii sau
traumatisme este minim, probele putand fi
recoltate de la indivizi cu vezica urinara
destinsa (plind de continut). Este necesara
limitarea fortei aplicate peretelui vezicii
urinare pentru a impiedica traumatismele.
Proba poate fi contaminata cu celule sau
bacterii de la nivelul aparatului genital sau
pielii, ceea ce nu permite utilizarea acesteia
pentru realizarea uroculturii. Compresia
vezicii nu este intotdeauna asociata si cu
relaxarea sfincterului uretral, astfel este
posibila refularea urinei in uretere, rinichi
sau glanda prostata. Pacientul poate fi
mentinut Tn pozitie patrupodald sau poate fi
asezat in decubit lateral. Se aplica o presiune
moderata la nivelul peretilor vezicii urinare
si se asteapta relaxarea sfincterelor uretrale.
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Manopera poate dura cateva minute. Tn
cazul in care pacientul nu mictioneaza, se
poate incerca mutarea acestuia in cusca de
transport (daca aceasta este prevazuta cu
litiera) sau se poate scoate la plimbare
(caine) si se va urmari recoltarea libera.

Atentie!

Nu se va utiliza manopera de compresie
a vezicii urinare la pacientii suspecti de
obstructii uretrale (partiale sau totale).

Fig. 01. Compresia vezicii urinare la cdine ca
metodd re recoltare a probei de urind.

Cateterizarea transuretrala reprezintda o
metoda de recoltare frecvent intalnitd in
practica medicala veterinara. Daca nu este
realizata corespunzator poate duce la
inseminarea bacteriana a vezicii urinare sau
producerea leziunilor traumatice. Aceasta
manopera poate avea un scop diagnostic
sau terapeutic. Este justificabila
cateterizarea transuretrala pentru
recoltarea probelor de urina destinate unui
set complet de analize (inclusiv urocultura),
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recoltarea probelor la un anumit interval de
timp, masurarea cantitatii de urind produsa
de catre pacient, introducerea unei
substante de contrast etc. Cateterizarea in
scop terapeutic este necesara pentru
situatile precum retentie urinarda sau
administrarea locala de medicamente.

Este importanta alegerea dimensiunii
cateterului, a materialului din care este
fabricat, tipul acestuia, precum si adaptarea
lungimii la talia animalului. Se recomanda
utilizarea cateterelor sterile, flexibile, cu
suprafata neteda.

Riscul aparitiei unor complicatii precum
traumatisme sau infectii ca urmare a
sondajului uretral sunt legate de individ
(temperament, sex) sau de specie
(manopera este mai dificila la pisica, dar
cainele este mai sensibil la dezvoltarea unei
infectii urinare).

Se recomandd realizarea unei contentii
corespunzatoare (intr-o pozitie comoda si
suficient de ferma astfel Tncat sa prevind
miscarile bruste) sau sedarea animalului
(mai frecvent la feline). Cateterul se mentine
steril, avand grija sa nu atinga masa, blana
sau pielea pacientului, iar examinatorul va
folosi manusi sterile. Pentru a preveni
disconfortul, se poate utiliza si un anestezic
local de tipul lidocainei. Varful cateterului si
zona adiacenta vor fi acoperite cu lubrifiant
medical steril. Cateterul este inserat fin
lumenul uretrei prin miscari treptate, fara a
forta insertia. Daca se observa aparitia unei
rezistente, cateterul se retrage usor, apoi se
insera cu miscari usoare de rotatie. Daca
persista dificultatea, se va alege un cateter
cu diametrul mai mic. Se poate percepe o
rezistentd normald atunci cand cateterul
ajunge la nivelul sfincterului uretral.
Avansarea tubului este oprita Tn momentul
n care se observa exprimarea urinei (Figura
2).
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La femele, ghidarea cateterului se poate
face cu ajutorul degetului (tehnica digitala -
fara vizualizare, poate fi folosita pentru
catea), sau se poate vizualiza prin folosirea
unui speculum sau a unui endoscop. Pentru
recoltarea probei de urina se poate folosi si
0 seringa atasata la capatul extern al
cateterului.

Fig. 02. Cateter cu balon ce bbre,ste
retragerea sondei.

Cistocenteza reprezinta manopera de
punctionare a vezicii urinare cu ajutorul unui
ac, cu scopul recoltarii unei probe de urina.
Aceastd manopera este asociatd cu mai
putine complicatii decat cateterizarea
transuretrala si este in general mai bine
tolerata de catre pacienti (in special
felinele). Aceasta interventie poate fi
realizata si cu scop terapeutic, atunci cand
se identifica o obstructie la nivelul uretrei. O
complicatie posibila estre reprezentatd de
producerea unei hemoragii locale, tradusa
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prin hematurie tranzitorie si
hematiilor in sedimentul urinar).

Pentru recoltare se folosesc seringi
adaptate la talia animalului (2 — 60 mL), cu
ac hipodermic sau ac spinal. Pentru cdine si
pisica se pot folosi ace 22G.°

Manopera se realizeaza doar atunci cand
vezica urinard este destinsa de continut.
Organul se poate identifica prin palpatie sau
cu ajutorul unei sonde ecografice (punctie
ghidata ecografic — figura 3). Acul se
introduce la un unghi de 45° (pentru a
facilita mentinerea elasticitatii naturale a
peretelui muscular al vezicii), ih portiunea
ventrald sau ventro-laterala a vezicii (pentru
a evita punctionarea ureterelor sau a unor
vase abdominale mari).

prezenta

Fig. 03. Cistocentezd ghidatd ecografic. La
cdine, aceastd manoperd poate fi realizata si
n pozitie patrupodald.
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Urina recoltata va fi depozitata Tin
recipiente sterile, ce obisnuit au o zona mata
(Figura 4) destinata inscrierii unor informatii
precum numele pacientului, numele
proprietarului, numarul din registrul de
consultatii, momentul recoltarii, metoda
utilizatd pentru recoltare etc.

Fig. 04. Recipient utilizat pentru recoltarea
probelor de urind.

Proba poate fi distribuita Tn diverse
recipiente in functie de utilitatea acestora:
= Tuburi conice ce faciliteaza
centrifugarea
= Recipiente cu substante prezervante
(ex. acid boric)

n functie de metoda de recoltare, timpul
scurs de la recoltare si recipientul utilizat, se
pot realiza investigatii pentru identificarea

unor compusi din urind, determinarea
proprietatilor fizice ale urinei, teste
toxicologice, examinarea sedimentului
urinar i observarea proprietatilor

organoleptice.
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Determinarea proprietatilor
organoleptice ale urinei

Obiective:

1.Cunoasterea importantei
aprecierea probei de urina
2.Cunoasterea importantei mirosului in
caracterizarea probei de urina
3.Cunoasterea importantei turbiditatii in
caracterizarea probei de urina

culorii in

4.Cunoasterea importantei volumului
probei de urina
5.Stabilirea importantei proprietatilor

organoleptice pentru analizarea unei
probe de urina

Proprietatile organoleptice ale urinei sunt
printre primele aspecte observate de catre
examinator si ofera deseori informatii
rapide cu privire la starea de sdnatate a
aparatului excretor. Aprecierea acestor
proprietati se realizeazd Tn momentul
recoltarii probei si au avantajul de a nu
necesita instrumentar specializat sau
materiale  consumabile.  Caracterizarea
probei de urina se face din punct de vedere
calitativ.

Culoarea urinei trebuie sa fie interpretata in
paralel cu greutatea specifica, deoarece
intensitatea culorii este direct proportionala
cu concentratia. Astfel, o proba de urina
diluata va avea o culoare galben-pal, pana la
aproape incolor (in functie de cantitatea de
urind recoltata). O proba concentrata de
urind va avea o culoare galbend, pana la
galben — chihlimbar.

Culoare se va analiza cu un fundal alb in
spatele probei si la o luminda adecvata.
Culoarea galbena specifica este data de
prezenta urobilinei si se poate modifica
atunci cand sunt prezenti alti pigmenti de
naturd exogena sau endogena. Cateva
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exemple pentru modificarea fiziologica si
patologica a unei probe de urina au fost
exemplificate in figura 5.

Fig. 05. Recipientele reprezintd probe de
urind cu variatii ale culorii. Recipientul 1
reprezintd o probd de urind diluatd, cu
culoare galben deschis, recipientul 2
reprezintd o probd de urind cu culoare
galbend normald, recipientul 3 indicd o
probd concentratd de urind de culoare
galben — chihlimbar, recipientul 4 contine o
probd de urind coloratd in rosu ce indicd
obisnuit prezenta hematiilor sau au
hemoglobinei in urind, recipientul 5 contine
o0 probd de urind de culoare verde -
albdstruie, asociatd obisnuit cu
administrarea albastrului de metilen,
prezenta unei infectii cu Pseudomonas
aeruginosa sau prezenta biliverdinei,
recipientul 6 contine o probd de culoare
maro sau galben — maro intdlnitd obisnuit in
prezenta pigmentilor biliari, a
methemoglobinei sau a mioglobinei. Primele
3 probe reprezintd aspecte fiziologice, iar
ultimele 3 reprezintd aspecte patologice.

Mirosul urinei este specific si are o
intensitate direct proportionala cu gradul de
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concentratie al probei si cu cantitatea de
urina recoltata. Mirosul poate fi descris ca
fiind aliaceu sau amoniacal si la un animal cu
status de hidratare normal, ar trebui sa fie
insesizabil.

Mirosul urinei este mai puternic la unele
specii precum feline si poate varia in functie
de statusul hormonal al animalelor. Mirosul
poate fi modificat in cazul prezentei unei
infectii  urinare,  administrarii  unor
medicamente sau in cadrul patologiei unor
afectiuni precum diabetul zaharat (miros
dulceag).

Turbiditatea sau claritatea urinei poate fi
apreciata prin vizualizarea unui fundal cu
scris (revistd, ziar etc.) prin proba recoltata
intr-un recipient transparent, dupa cum este
schematizat in figura 6.
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than 1020 and urine osmolglityv exceeding SO0 (

Fig. 06. Aprecierea turbiditdtii unei probe de
urind prin examinarea unui fundal cu scris.

Pentru majoritatea speciilor de animale,
urina trebuie sa fie limpede, fara prezenta
turbiditatii. Exceptiile sunt intalnite la specii
precum cabaline, cobai sau iepure, unde
este considerata fiziologica prezenta unor
anumite tipuri de cristale ce afecteaza
turbiditatea. La cabaline, prezenta
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fiziologica a mucusului in urina va afecta in
mod direct turbiditatea probei, crescand
totodata si vascozitatea (urind cu aspect
filant).

Volumul urinei variaza in functie de
momentul recoltarii, gradul de hidratare al
animalului, metoda de recoltare etc. Este de
asemenea invers proportional cu greutatea
specifica.

Volumul de urind produs de un animal
sanatos este de 20 — 40 mL/kg/zi la canide si
10 — 20 mlL/kg/zi la feline.?

Cresterea volumului de urina se numeste
poliurie, scaderea volumului de urind se
numeste oligurie, iar absenta urinei se
numeste anurie.

Determinarea proprietatilor fizico -
chimice ale urinei

Obiective:

1.Cunoasterea importantei pH-ului in
caracterizarea probei de urina
2.Cunoasterea modului de determinare
al pH-ului unei probe de urina
3.Cunoasterea importantei greutatii
specifice in caracterizarea probei de
urina

4.Cunoasterea modului de determinare
a greutatii specifice a probei de urina

pH-ul urinei variaza in functie de specie,
fiind neutru spre acid la carnivore (5 — 7) si
neutru spre alcalin la ierbivore (7 — 8). pH-ul
se mentine in general intre limitele 5 si 9 si
reflecta Tn principal statusul echilibrului
acido — bazic in organism.!

Cresterea pH-ului unei probe de urina este
asociata cu prezenta unei infectii urinare,
anumite medicamente (ex. bicarbonat de
sodiu) sau stocarea prelungita la
temperatura camerei sau contaminarea cu
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detergenti. La un pH de peste 8, pot fi
intalnite modificari ale sedimentului urinar,
precum liza hematiilor, a leucocitelor si
distrugerea cilindrilor. Scaderea pH-ului
unei probe este asociata cu cresterea
consumului de carne si unele medicamente
(ex. furosemid).

pH-ul poate fi determinat cu ajutorul
stripurilor urinare. Aceasta metoda este
rapida si utila mai ales in cadrul examinarii

probelor in ferma. Limitarea utilitatii
stripurilor  urinare  este datd de
imposibilitatea aprecierii  probelor cu

modificare de culoare (rosu, verde etc.).
Pentru o determinare exacta se recomanda
utilizarea unui pH-metru (figura 7).

Fig. 07. Utilizarea unui pH-metru pentru
determinarea unei valori exacte pentru
proba de uring.

Greutatea specifica a unei probe de urina
oferd informatii vitale cu privire la sdanatatea
rinichiului, mai exact capacitatea renala de a
concentra sau de a dilua urina. Aprecierea
densitatii urinare se face in comparatie cu
densitatea apei distilate (1,000).
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Determinarea greutatii specifice poate fi
realizatd cu ajutorul stripurilor urinare sau
cu ajutorul unui refractometru (figura 8)

Fig. 08. Refractometru utilizat pentru
determinarea greutdtii specifice a unei
probe de urind. (CEphoto, Uwe Aranas —
Wikimedia Commons)

Refractometrul ofera rezultate mai exacte
decat cele obtinute cu ajutorul stripurilor
urinare. Totodatd, majoritatea stripurilor
detecteaza concentratii ale probei cu o
valoare de pana la 1,030, ceea ce nu
cuprinde limita superioara a valorilor
intalnite la animalele de companie.

Valoarea greutatii specifice variaza intre
1,020 — 1,045 la caine, 1,020 — 1,050 la
pisica, 1,020 — 1,045 la cabaline si 1,020 —
1,045 la cabaline.!

Cresterea valorii greutatii specifice peste
limita fiziologica descrie fenomenul de
hiperstenurie, iar scaderea valorii greutatii
specifice sub limita fiziologicd descrie
fenomenul de hipostenurie. in izostenurie,
urina va avea o greutate specifica constanta
si 0 presiune osmotica aproximativ egala cu
cea a serului.
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Determinarea compozitie chimice a
urinei
Obiective:
1.Cunoasterea compozitiei normale a
urinei
2.Stabilirea unor compusi cu importanta
in diagnostic
3.Cunoasterea utilitatii stripurilor
urinare pentru dozarea unor compusi din
urina
4.Realizarea aplicatiilor practice
interpretarea rezultatelor obtinute

si

Urina este formatd in cea mai mare parte din
apa, in proportie de peste 95%. Substanta
uscata este Tmpartita in substante organice
si substante anorganice. Substantele
organice sunt reprezentate de uree, acid
uric si creatinina, precum si pigmenti
(urobilind si urobilinogen). Componentele
anorganice sunt reprezentate de clor, sodiu,
potasiu, magneziu, calciu, sulfat, amoniu
etc.

Examinarea chimica a urinei are ca scop
stabilirea sau orientarea unui diagnostic si in
general, aprecierea starii de sanatate a
sistemului excretor. Aprecierea prezentei
sau absentei compusilor cu importanta
clinica poate fi realizata cu ajutorul
stripurilor urinare (figura 9), sau pot fi
dozate cu ajutorul unui spectrofotometru.
Printre substantele de interes se pot

enumera: glucoza, corpii cetonici,
proteinele, bilirubina, nitritii si acidul
ascorbic.

Stripurile urinare se pot folosi pentru
aprecierea prezentei glucozei, a proteinelor,
corpilor cetonici, bilirubinei si a sangelui.
Pentru utilizarea acestei metode, este
necesara aducerea probei de wurinda la
temperatura camerei si centrifugarea
probelor cu turbiditate crescuta. Testul ar
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trebui realizat in primele 2 ore de la
recoltare, iar imersarea stripurilor se face
rapid (1 — 2 secunde). Prezenta diferitelor
substante in urind va modifica culoarea
hartiei indicatoare. Modificarea culorii
poate fi apreciata prin compararea probeicu
o scald oferita obisnuit pe recipientul de
depozitare a stripurilor, sau poate fi
apreciata cu ajutorul unor aparate dedicate
(metoda automata de apreciere).
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Fig. 09. Strip urinar cu flacon de depozitare
ce are prezentd scala culorilor pentru
comparatie.

Prezenta glucozei in proba de urina
(glicozurie) poate fi apreciata cu ajutorul
stripurilor (de retinut faptul ca nivelul
glucozei scade odata cu stocarea prelungita
a probei), sau poate fi dozata cu ajutorul
metodei spectrofotometrice. Glucoza mai
poate fi pusa in evidenta cu ajutorul reactiei
Fehling.

Experiment:
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Materiale necesare: probe de urind
(normalad si patologicd), eprubete, reactivi
Fehling, baie de apa pentru fierberea
probelor.

Mod de lucru: in doud eprubete se introduc
cate 3—4mL de urind din cele doua flacoane
disponibile. Prima proba va fi martorul
(urind provenita de la un individ sanatos), iar
cea de-a doua va fi proba experimentald
(urinad provenita de la un pacient diabetic —
excretie de glucoza prin urind). In ambele
eprubete se introduc cate 0,5 mL din fiecare
reactiv, apoi probele se omogenizeaza prin
agitare. Cele doua eprubete vor fi depuse
apoi in recipientul cu apa pentru fierbere
(reactia Fehling descrisa in detaliu in cadrul
capitolului Enzime). Aparitia unui precipitat
portocaliu cdramiziu indicd prezenta
glucozei in proba de urina.

Fig. 09. Reactia Fehling utilizatd pentru
depistarea prezentei glucozei in probele de
urind. Proba pozitivd — eprubeta cu continut
de culoare portocaliu — cdramiziu.

Determinarea  prezentei  proteinelor
poate fi realizata printr-o multitudine de
metode, majoritatea fiind foarte sensibile
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fata de prezenta albuminelor, datorita
structurii acestora si a sarcinii negative. De
exemplu, stripurile urinare sunt de 50 de ori
mai sensibile pentru albumina fata de
globuline.

Prezenta unei reactii pozitive pentru
proteine poate indica fie proteinurie, fie
prezenta sangelui, hemoglobinei,
mioglobinei sau a unei inflamatii locale.
Pentru o interpretare corespunzatoare,
valoarea obtinutd pentru acest parametru
trebuie interpretata in contextul altor
modificari (sediment wurinar, parametri
biochimici si hematologie).

La céine, o valoare de 0,1 g/dL poate fi

consideratd normald (daca urina este
concentratd).!
Stripurile urinare pot da reactii fals

pozitive daca se prelungeste contactul cu
proba de urind, in administrarea unor tipuri
de antibiotice, contaminarea cu
dezinfectanti si la un pH foarte mare al
urinei.

in context clinic, se pot realiza si proba
turbiditatii cu acid sulfosalicilic,
electroforeza sau spectrofotometrie.

Experiment:

Materiale necesare: eprubete, probe de
urina (martor si origine patologica), pipete,
acid sulfosalicilic 3%.

Mod de lucru: in doud eprubete se introduc
cate 3 mL de urina (martor si urina de
studiat), peste care se vor adauga cate 3 mL
de acid sulfosalicilic 3%. Aparitia turbiditatii
denota prezenta proteinelor.

Daca urina de studiat este tulbure, aceasta
se va centrifuga Tnaintea realizarii reactiei.
Gradul de turbiditate se apreciaza in mod
asemanadtor cu aprecierea organoleptica
(explicatia mai sus). Proba se asaza in fata
unui text (revista, ziar etc.) si se apreciaza
transparenta, acordand-se un scor de la O
(transparent, limpede), la +4 (opac, nu se
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poate distinge scrisul), dupa cum este
indicat in figura 10.

Reactiile fals pozitive se pot intalniin cazul
administrarii unor medicamente precum
penicilina si sulfonamide).
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Fig. 10. Aprecierea cantitdtii de proteine din
urind in reactia cu acid sulfosalicilic.
Eprubeta 1 primeste scorul O deoarece textul
din spate se citeste foarte clar. Eprubeta 2
primeste scorul +1 deoarece se observd
opacitate dar textul este incd lizibil.
Eprubeta 3 primeste scorul +2 deoarece
turbiditatea este moderatd si pot distinge
doar pdrti din text. Eprubeta 4 primeste
scorul +3 deoarece textul nu se poate citi dar
se pot distinge marcatii si puncte. Eprubeta
5 primeste scorul +4 deoarece nu se poate
distinge nimic in spatele lichidului.

Corpii cetonici nu ar trebui sa fie
identificati Tn urina animalelor sdnatoase.
Stripurile urinare detecteaza in principal
prezenta acidului acetoacetic, mai putin
acetona. Corpii cetonici pot fi identificati cu
ajutorul stripurilor urinare, sau cu ajutorul
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unor stripuri dedicate (Ketostix™) ce au
sensibilitate mai mare.

Bilirubina poate fi identificata Tn conditii
patologice Tn urina. Stripurile urinare nu pot
identifica prezenta biliverdinei (bilirubina
hidrolizeaza Tn biliverdina atunci cand urina
este expusa la lumind), astfel incat este
necesara testarea rapida a probei. La cdine,
detectarea unei concentratii de +1 n urina
este  considerata  fiziologica (urina
concentrata), mai ales la masculi.

Unele stripuri urinare prezinta si indicatori
pentru urobilinogen, nitrati, leucocite si
greutate specificd, insa rezultatele nu sunt
exacte si ar trebui ignorate pentru
interpretare in practica veterinara.

Sedimentul urinar

Obiective:

1.Cunoasterea modului de lucru pentru
obtinerea unei probe de sediment urinar
2. Stabilirea componentelor fiziologice
ale sedimentului urinar

3.Cunoasterea unor particularitati de
specie si rasa in descrierea unui sediment
urinar cu aspect fiziologic

4.Enumerarea unor compusi patologici
din sedimentul urinar

4.Enumerarea unor posibili contaminati
ce ar putea interfera cu interpretarea
aspectului sedimentului urinar

fnainte sau dupd realizarea investigatiilor
calitative si cantitative, proba de urina se va
centrifuga (obisnuit la 1500 — 2500 rpm

pentru 5 minute, 1n functie de
caracteristicile centrifugii din dotare).

Dupa centrifugare, supernatantul se
aspira cu ajutorul unei pipete (si se

pastreaza pentru alte investigatii), pastrand
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in recipient aproximativ 0,5 mL de uring, in
care se resuspenda sedimentul prin agitarea
continutului.

Cu ajutorul unei pipete se recolteaza o
picatura care se depune pe o lama de
microscopie curata si degresata, peste care
se asazd o lamela. Proba se examineaza la
microscopul optic (fara colorare) cu un
obiectiv mic initial (10x) pentru depistarea
aspectului general al probei si identificarea
localizarii cristalelor sau a cilindrilor fin
proba, precum si prezenta celulelor sau
plajelor celulare (aspect patologic). Pentru
deosebirea detaliilor si pentru diferentierea
tipurilor de celule si identificarea bacteriilor,
va fi necesara utilizarea unui obiectiv mare
(100x).

Atentie!
Daca proba observata la microscop pare
foarte tulbure, sau densitatea cristalelor

sau celulelor este prea mare, se
recomanda  diluarea  probei cu
supernatantul recoltat dupa

centrifugare sau cu solutie salina. Daca
numarul hematiilor este prea mare si

face  imposibila examinarea, se
recomanda lizarea acestora cu acid
acetic 2%.

Pe parcursul examinarii, va fi necesara
microvizarea pentru o] vizualizare
corespunzatoare a elementelor. Nu toate
celulele sau cristalele vor fi localizate in
acelasi plan.

Daca se observa prezenta unor aspecte
patologice, precum celule cu caractere
nespecifice epiteliului urinar, sau celule
dispuse sub forma grupata, se poate realiza
si un frotiu citologic. Acesta va fi colorat cu
o coloratie uzuala de hematologie (ex. MGG
sau Diff-Quick).

Elementele mai dense, cum sunt cilindrii,
vor fi impinse catre marginea lamelei. Este
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astfel necesara examinarea in intregime a
preparatului.

n conditii fiziologice, sedimentul urinar ar
trebui sa contind elemente precum
leucocite (in numar restrans), celule
epiteliale descuamate, cristale (la unele
specii si rase) si bacterii (daca nu s-a realizat
o recoltare sterild (ex. cistocenteza).

Hematii
Prezenta hematiilor in proba de urina poate
avea origine iatrogenda — ca urmare a

metodei de recoltare (cistocenteza sau
cateterizarea uretrei).

Daca greutatea specificd a urinei este mica
(sub 1,008), sau daca pH-ul urinei este
alcalin, hematiile vor fi lizate si nu vor putea
fi identificate in sediment. La o greutate
specifica crescuta (peste 1,025), acestea vor
avea aspect ratatinat (Figura 11).

ntr-o proba de urind cu greutate specifica
moderata, hematiile isi vor mentine forma
specifica de disc biconcav, cu contur clar si
zond de paloare centrald uneori usor de
identificat.

Gy
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Fig. 11. Hematii prezente in sedimentul
urinar. La vdrful sdgetii negre se poate
observa o hematie cu contur normal. La



SISTEMUL EXCRETOR

varful sdgetilor verzi se pot identifica
hematii cu aspect ratatinat.

Daca se suspicioneaza producerea unei
hemoragii minore Tn timpul recoltarii,
numdrul de hematii ar trebui sa fiu sub 5
celule pe camp microscopic (cu obiectiv
mare — 100x).

Leucocite
Leucocitele pot fi intalnite Tn numar redus in
sedimentul urinar. Limita fiziologica este de
maxim 5 celule pe camp microscopic
examinat cu obiectiv mare (100x). La fel ca
hematiile, leucocitele vor fi lizate Tn urina
hipotona si la un pH alcalin.

Leucocitele au contur regulat si
dimensiuni mai mari decat hematiile. Forma
lor este rotunda, cu aspect granular (Figura

12). Uneori se poate identifica prezenta
nucleului. Majoritatea leucocitelor
observate in sedimentul urinar vor fi
neutrofile.

cq

¥y "l
|\ \AJ

Fig. 12. Sediment urinar in care se poate
distinge prezenta unui numdr mare de
hematii si o celuld leucocitard indicatd prin
sdgeata neagrd. Se poate observa aspectul
granular si mdrimea celulei (de 1,5 — 2 ori
mai mare decdt o hematie).
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Celule epiteliale
Celulele epiteliale descuamate sunt
prezente in mod fiziologic intr-o proba de
urina. Ca regula generala, la un animal
sanatos, numarul acestora nu trebuie sa
depaseasca 5 celule pe camp microscopic
(obiectiv. mare 100x). Aspectul acestor
celule va fi diferit in functie de originea lor.
Se pot intalni:
= Celule scuamoase de la nivelul uretrei,
aparatului genital sau pielii. Acestea sunt
rare si se pot distinge prin aspectul angular
al conturului. Nucleul este rareori vizibil.
= Celule tranzitionale de la nivelul vezicii
urinare. Au o morfologie variata, cu contur
rotund sau poligonal, nucleu vizibil si
aproape duble ca dimensiune fata de
leucocite.
= Celulele epiteliale tubulare renale sunt
foarte rar intélnite. Seamdnd ca marime si
caracteristici cu leucocitele si au un nucleu
rotund dispus central.

Bacterii

Urina recoltata direct din vezica urinara este
in mod normal sterila si va fi lipsita de
bacterii. Tn momentul in care urina ajunge la
nivelul uretrei distale, aceasta va fi
contaminata cu bacterii din flora locald a
organismului.

Acestea pot fi vizualizate la microscop
daca se foloseste luminozitate scazuta si
obiectiv. mare (100x). Sun frecvent
confundate cu resturi de particule in miscare
Browniana. Sun mai usor de identificat daca
numarul acestora este foarte mare (Figura
13). Pentru confirmare si stabilirea tipului de
bacterii, va fi necesara realizarea uroculturii.

Cultura bacteriana cantitativa va indica
numarul de unitati formatoare de colonii
(UFC) pe mililitru de urina. Se recomanda
utilizarea exclusiva a probelor recoltate prin
cistocenteza sau cateterizare uretrala.
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Fig. 13. Sediment urinar in care se poate
observa prezenta leucocitelor si a unui
numdr mare de bacterii dispuse aleatoriu in
fundal (bacili si coci).

Cilindri
Aceste formatiuni sunt compuse in principal
din mucoproteine secretate de celulele
epiteliale tubulare si au forma lumenului
tubular.

n compozitia lor pot fi intalnite elemente
precum celule, lipide, cristale sau detritus.
Tntr-o prob3 de urind provenitd de la un
animal sanatos, ar trebui sa lipseasca sau sa
fie identificati in numar foarte mic (maxim 2
cilindri ~ hialini sau granulari pe camp
microscopic examinat cu obiectiv 10x).

Tipurile de cilindri sunt:
= Hialini — au tendinta de a se dizolva in
urind alcalind si contin mucoproteinad si
albumina.
= Granulari contin celule
mucoproteind; culoarea variaza de
transparent la maro.
= Cerosi — transparenti cu margini bine
definite si terminatii drepte
= Celulari contin celule epiteliale,
hematii sau leucocite.

si
la
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= Lipidici — Tintalniti
picaturi lipidice.

= Hemoglobinici si mioglobinici — culoarea
variaza de la galben la roz si maro; rar
intalniti.

la pisica; contin

Lipide

Picaturile de lipide se intalnesc frecvent la

pisica. Acestea sunt produse in mod

fiziologic la nivelul epiteliului tubular.
Aspectul microscopic este de particule

rotunde, transparente, refractare, cu

dimensiuni variate.

Fungi
Pot fi intalniti In cazuri patologice sau prin
contaminarea probei in timpul recoltarii.
Frecvent intalnite Tn probele vechi.

Sunt formatiuni transparente, cu forma
alungita (hife) sau ovalara si rotunda
(levuri).

Paraziti
Rar intalniti in urina, cu aspect caracteristic
speciei parazitare.

Contaminanti externi
Sunt intalniti frecvent atunci cand proba de
urina este recoltata in recipiente nesterile,
cand proba este recoltata din litiera, sau
daca s-a practicat recoltarea libera. Cel mai
frecvent se intalnesc elemente precum fibre
de par, fibre textile, polen, cristale de talc
provenite de pe manusi si fragmente de
sticla de pe lama de microscop.

Se mai pot intalni si spermatozoizi daca
proba a fost recoltata imediat dupa monta la
femele sau dupa ejaculare la mascul.

Cristale

Cristalele pot fi intdlnite Tn mod fiziologic in
sedimentul urinar, dar pot fi asociate si cu
diverse stari patologice.
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Cristalele ar trebui examinate numai in
probele proaspete de urind. Examinarea
probei dupa 6 — 30 de ore, poate induce
formarea de cristale, cu o prevalenta mai
mare la probele refrigerate. Modificarea pH-
ului poate duce la formarea de cristale noi
sau la dizolvarea celor deja existente.

= Biurat de amoniu — sferice, cu aspect
tepos, culoare maro — galbuie, uneori cu
tentd verzuie. Se intdlnesc in mod fiziologic
la Dalmatian si Bulldog Englez.

= Carbonat de calciu — culoare variata de
la incolor la maro, sferice sau cu forma de
»ganterd”. Uneori pot avea striatii cu
dispunere radiald. Tntalnite in mod fiziologic
la cal, iepure si cobai.

= Oxalat de calciu dihidrat — incolore, cu
forma patrata sau rectangulara. Aspect
specificde ,,plic” sau ,,cruce Malteza” (Figura
14). Identificarea lor in urina de vaca sau cal
este asociata obisnuit cu consumul de
plante bogate in oxalati. Pot fi intalnite in
mod fiziologic si la carnivore.

YA

Fig. 14. Sediment urinar in care se pot
identifica leucocite si cristale. La vdrful
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sdgetii - cristal de oxalat de calciu dihidrat
cu desen specific de ,,cruce Maltezd”.

= Oxalat de calciu monohidrat — incolore,
forma variata, frecvent cu aspect alungit si
ascutit la ambele capete (Figura 15 — la
varfurile sagetilor negre), aspect de
»ganterd”, ,fus” etc. Pot fi intalnite Tn mod

fiziologic la ierbivore, caine si pisica.
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Fig. 15. Sediment amorf in fundal si patru
cristale mari de oxalat de calciu monohidrat.
La varful sdgetilor negre se pot observa doud
cristale de oxalat de calciu monohidrat cu
aspect specific ascutit la ambele capete.

= Struviti (fosfati amoniaco-magnezieni) —
incolore, cu aspect prismatic, terminatii
oblice, cu forma de ,sicriu” (Figura 16).
intalniti frecvent la carnivore in urina
alcalina.

= Cistinda —incolore, cu forma hexagonala.
Au tendinta de a se suprapune (Figura 17).

= Colesterol — incolore, transparente, cu
forma rectangulard cu o crestdtura in unul
dintre colturi. intalnite in mod fiziologic la
caine.
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2
Fig. 15. Sediment urinar cu struviti.

= Fosfat de calciu — incolore sau cu tenta
galbuie, intalnite sub forma de agregate
amorfe, forma aciculara ce formeaza
agregate sau rozete. Pot fi intalnite in mod
fiziologic la caine.

Fig. 16. Imagine schematicd a cristalelor de
Cistind. Se observd forma hexagonald si
aranjarea suprapusd.

= Bilirubind — culoare care variaza de la
galben, galben rosiatic, pana la rosu.
Cristalele au forma granulara sau de spiculi.

Se intalnesc in mod fiziologic la caine (Figura
18).

Fig. 17. Schemd a dispunerii cristalelor de
bilirubind. Se observd forma aciculard si
culoarea galben-maronie.
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Obiective:

1.Definirea conceptelor de metabolism,
anabolism si catabolism

2.Stabilirea importantei cunoasterii ratei
metabolice bazale

3.Rata metabolica si factorii de influenta
4.Cunoasterea modului de calculare a
ratei metabolice

Metabolismul reprezinta suma tuturor
reactiilor chimice cu rol Tn mentinerea
activitatii celulare. Metabolismul are doua
componente cu rol specific:

= Catabolismul descompunerea
substantelor pentru producerea energiei

= Anabolismul — sinteza produsilor pentru
stocarea surselor de energie.

Sursa principald de energie utilizata de
catre organism este ATP-ul (adenozin
trifosfat). ATP-ul reprezinta o modalitate
eficienta pentru pastrarea si transferul de
energie in celule, atat in regnul animal, cat si
n cel vegetal.

Sursele nutritionale de ATP sunt
reprezentate de: proteine (AA), lipide (acizi
grasi) si carbohidrati (glucoza, piruvat).

Majoritatea reactiilor din organism se
deruleaza cu consum de energie. Procesul
de utilizare si producere a energiei este un
sistem imperfect. Doar o parte din
moleculele consumate sunt transformate in
energie utilizabild. De exemplu, energia
rezultata din descompunerea glucozei este
stocata sub forma de ATP in proportie de
40%, restul de 60% este eliberata sub forma
de caldura. Unele specii de animale (specii
endoterme) precum pasari si mamifere,
utilizeaza caldura produsa 1in cadrul
reactiilor din organism pentru procesul de
termoreglare.

Rata metabolica bazala reprezinta
cantitatea de energie consumata de un
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animal intr-o perioada de timp pentru
mentinerea functiilor vitale. Aceasta poate fi
exprimata cantitativ in J, cal, sau kcal pe
unitate de timp. Se poate calcula in functie
de caldura produsa sau consumul de oxigen.
Pentru realizarea unui calcul exact, rata
metabolica se va calcula atunci cand
animalul este intr-un mediu neutru din
punct de vedere termic, cand este calm si
organismul nu este implicat activ in procesul
de digestie.

La om, rata metabolica bazald este de
aproximativ 1600 — 1800 kcal/zi pentru
barbati si 1300 — 1500 kcal/zi pentru femei.

Rata metabolica reprezinta totalul
energiei expediate de catre un individ pe
parcursul unei perioade de timp. Aceasta
variaza mult in functie de activitatea fizica,
dietd, conditii de mediu, stare fiziologica etc.
Pentru om, aceasta va fi de 1,5 ori rata
metabolica bazal3, iar pentru animale, de 2-
4 ori rata metabolicd bazala. Pentru o
interpretare corespunzatoare, rata
metabolica se va calcula pe gram masa
corporala.

Exercitiu de gandire:

Dintre un soarece si un elefant, care
animal va avea rata metabolica mai mare
si de ce?

Soarecele, cu o masa corporala de
aproximativ 35g, va avea o rata metabolica
de 890 mm?3 0/ g masa corporald/or3, iar un
elefant, ce cantareste 4.500.000g va avea o
ratd metabolicd de 75 mm3 02/ g masa
corporala.

Unele specii de animale prezinta variatii
semnificative ale ratei metabolice. Acestea

pot fi:
= Torpoarea — scdderea ratei metabolice
si a temperaturii pentru conservarea

energiei (unele specii de pasari, soareci,
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lemuri, ursi, lilieci). Poate fi sezoniera sau
doar intr-o perioada a zilei.

= Hibernare stare de torpoare
prelungita si profunda, ce va rezulta in
scaderea ratei metabolice si a temperaturii
si poate fi declansatd atdt de scaderea
consumului de hrana (aceasta nu mai este
disponibild), cat si de modificarea zilei
luminad si scaderea temperaturii ambientale.
(unele specii de rozatoare, lilieci — la care
numarul de contractii ale cordului poate sa
scada de la 400 /minut pana la 25 /minut).
= Estivatie fenomen intalnit mai
frecvent la animalele din zonele aride (unele
specii de broaste, mamifere marsupiale,
rozitoare, melci).!

Consumul zilnic de energie al unui individ
poate fi Tmparti Tn 3 categorii: rata
metabolica bazala (energia necesara
mentinerii  functiilor vitale), energia
consumata in timpul digestiei si energia
consumata pentru procesele active (ex.
locomotie). Proportiile acestora au fost
identificate grafic in figura 1.

Consumul de energie poate fi modificat in
functie de starea fiziologicd a animalului:
lactatia, gestatia, perioada de calduri
(exemple de stari fiziologice in care se
inregistreaza un consum ridicat de energie).
Acest lucru are o semnificatie deosebita
pentru medicina veterinard, deoarece este
necesara modificarea ratiilor pentru
animalele cu productii mari, sau animalele
gestante etc.

Alti factori care modifica consumul de
energie Tn stare de repaus sunt reprezentati
de: analgezice, sedative, perioade
prelungite de infometare sau post (scad
consumul bazal de energie), iar cafeina,
nicotina, catecolaminele, modificarea
temperaturii ambientale, stresul si starile
patologice vor creste consumul bazal de
energie.
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Fig. 01 Proportiile aproximative ale energiei
expediate pentru indeplinirea activitdtilor
fiziologice ale organismului (la om). RMB
reprezintd rata metabolicd bazald.

Determinarea valorii ratei metabolice are o
importanta deosebita pentru medicina
umand. Un exemplu in acest sens este
calcularea necesarului energetic pentru
stabilirea unei ratii in cazul pacientilor aflati
in coma.

in medicina veterinard, valoarea ratei
metabolice este necesard pentru cercetare
si pentru stabilirea unor ratii adecvate in
vederea sustinerii cerintelor nutritionale
energetice ale animalelor. Rata metabolica
se poate calcula prin calorimetrie directa,
sau indirect prin stabilirea consumului de
oxigen. Relatia dintre cele doua metode de
calcul a fost ilustrata grafic in figura 2.
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Fig. 02 Schematizarea modului de calculare a ratei metabolice.
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