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Anemia u pséw: réznicowanie i znaczenie
Wlas’ciwej dia gnozy Tab. 1Rodzaje klasyfikacji anemii wsréd psow, w oparciu o rézne kryteria

Anemia (rozumiana jako zmniejszenie wartosci hematokrytu [HCT], _

ilosci czerwonych krwinek [RBC] i/lub stezenia hemoglobiny [HGB]) Klasyfikacja wg Lavod T 30-37%
y jaw, m tagodna -> -37%

jest jednym z najczesciej wystepujacych zaburzen w praktyce stopnia nasilenia ® Umiarkowana -> HCT 20-29%

weterynaryjnej matych zwierzat [1]. W przypadku pséw anemia m Powazna -> HCT13-19%
. . . . . m Ciezka -> HCT<13%
moze byc klasyfikowana na podstawie wielu zmiennych (patrz
tabela1). Klasyfikacja wg m Hipochromiczna lub normochromiczna
morfologii RBC Mikrocytowa, normocytowa lub makrocytowa

Dla lekarza weterynarii najbardziej uzyteczna jest klasyfikacja Klasyfikacja wg m Regeneratywna (ostra hemolityczna i krwotoczna)

anemii wedtug jej przyczyny. Pozwala to na lepsze spersonali- odpowiedzi Nieregeneratywna (przewlekte i podostre krwawienia,
szpiku kostnego uszkodzenie lub supresja szpiku kostnego)

zowanie sposobu leczenia i poprawe prognostyki dla pacjenta
(patrz tabela 2).
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Tab. 2 Klasyfikacja anemii u pséw na podstawie przyczyny lub etiologii,
z przyktadami gtownych schorzeri dla kazdego podtypu

Anemia m Uraz m Nowotwdr, wrzody
pokrwotoczna m Infekcje zotgdkowo- lub perforacje zotad-
jelitowe lub zewnatrzpa- kowo-jelitowe
sozytnicze m Toksycznos¢
m Trombocytopenia, warfaryny
trombocytopatia m Inne zaburzenia
krzepniecia
Anemia m |diopatyczna anemia m Pasozyty erytrocy-
hemolityczna immunohemolityczna tarne
m Intoksykacja m Wrodzone deficyty

metaboliczne RBC

Anemia wynikajaca m Uszkodzenie szpiku m Choroby nerek
z uszkodzenia lub kostnego (infekcje, m Niedobory zelaza
supresji erytropoezy rak, produkty toksyczne)
®m Anemia choréb
przewlektych

Znaczenie zliczania retikulocytéw

Erytropoeza to fizjologiczny proces, ktéry umozliwia wymiane

i regeneracje erytrocytéw krazacych w organizmie [2]. Retikulocyt
jest ostatnim stadium komérkowym przed uformowaniem sie
dojrzatej krwinki czerwonej. Produkcja retikulocytéw nieprzerwanie
odbywa sie w szpiku kostnym, z ktérego po krétkim okresie sa
uwalniane (w niskim stezeniu) do krwi obwodowej. Nastepuje tam
ostatni etap procesu dojrzewania (utrata resztek RNA, mitochon-
driéw i innych organelli komérkowych).

Gtéwnym wskazaniem do pomiaru krazacych retikulocytéw (RET)
jest réznicowanie pomiedzy niedokrwistosciag regeneratywna

a nieregeneratywna [2]. Wzrost bezwzglednej liczby krazacych
retikulocytéw zazwyczaj wskazuje na obecno$¢ anemii regene-
ratywnej. Jednakze poprzez ustalenie samej liczby retikulocytéw
nie jest mozliwym rozréznienie ostrego krwotoku od anemii
hemolitycznej. W ten sam sposéb nie jest mozliwe rozréznienie
schorzen nieregeneratywnych, w ktérych nieefektywna erytropoeza
spowodowana jest uszkodzeniem szpiku lub przyczyna znajduje
sie poza szpikiem kostnym (np. w anemii choréb przewlektych).

Metody pomiaru retikulocytéw

Najbardziej docenianym testem w celu ustalenia liczby retikulocy-
téw u pséw jest ich zliczanie po odpowiednim wybarwieniu [3].
Odbywa sie to manualnie (z uzyciem btekitu metylowego lub
brylantowego btekitu krezolowego) lub z uzyciem analizatoréw
automatycznych (ktére wybarwiaja retikulocyty przy uzyciu spe-
cyficznych fluorochroméw w celu wykrycia pozostatosci RNA).

Poréwnujac te dwie techniki mozna zauwazy¢, ze metoda manualna
obarczona jest wiekszym btedem statystycznym i w duzej mierze
zalezy od zdolnosci osoby oceniajacej. Dodatkowo w celu otrzymania
wiarygodnej oceny wymaga zliczenia przynajmniej 1000 retikulo-
cytéw. Wykorzystanie automatyzacji, np. XN-V, pozwala na szybka
ocene (w czasie ponizej minuty) obecnosci fluorescencji w liczbie
komérek dochodzgcej do 30 000 RBC, otrzymujac tym samym

o wiele lepszg odtwarzalnosc i doktadniejsze dane, niz w przypadku
wykorzystania metod manualnych [4].

Ocena odsetka retikulocytéw byta tradycyjnie wykorzystywana
przez klinicystéw do oceny odpowiedzi regeneracyjnej. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze wykazuje pewne wady w kwestii oceny
odpowiedzi szpiku kostnego [2, 3]. Dla przyktadu u zdrowego psa
odsetek retikulocytéw na poziomie 4 % uwazany jest za wartos¢
podwyzszong, jednakze w przypadku owarzyszacej anemii z liczbg
RBC 2 x 10¢ /pl ta sama warto$¢ procentowa bedzie oznaczata
okoto 80 000 retikulocytéw/pl (stanowigca prawidtowg wartosc
u zdrowego zwierzecia, jednak ekstremalnie niska w przypadku
obecnosci tego stopnia anemii).

Bioragc pod uwage powyzsze, zawsze bardziej efektywna jest ocena
stopnia regeneracji w oparciu o wartosci bezwzgledne retikulocytéw,
lub alternatywnie o jeden z wielu wskaznikéw oceny regeneracji
opublikowanych dla pséw (patrz tabela 3).

Celem wstepnego postepowania zaprezentowanego w tym
dokumencie jest ustalenie znaczenia dodatkowych parametréw
hematologicznych, oprécz liczby retikulocytéw, u anemicznych
psich pacjentow. Ma to na celu wspomdc réznicowanie pomiedzy
krwotokiem i chorobami hemolitycznymi, ktére mogq dawac
objawy nieregeneratywnej anemii wystepujqce w trakcie réznych
schorzen.
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Tab. 3 Gtéwne metody oceny regeneracji szpiku kostnego u pséw

Procentowa liczba retikulocytow

RET [106/pl]
RET%= ———— x100

RBC [105/pl]

Bezwzgledna liczba retikulocytéw

RET [%] x RBC [10¢/pl]

RETH# =
100

Indeks produkcji retikulocytéw

RET [%]
RPI = x
Liczba dni dojrzewania
retikulocytéw

HCT [%]

0,45

W powyzszym wzorze ,liczba dni dojrzewania
retikulocytéw* jest zalezna od hematokrytu pacjenta:

HCT pacjenta liczba dni dojrzewania

retikulocytow

36-45% 1

26-35% 1,5

16-25% 2
<15% 2,5

Zalety

v Dane uzyskane z
podstawowego analizatora.

v Bardziej uzyteczne od pro-
centowej liczby przy ocenie
zdolnosci odpowiedzi szpiku
kostnego.

v Bardziej uzyteczne w przy-
padkach anemicznych, dzieki
uwzglednieniu hematokrytu
pacjenta.

Dojrzewanie retikulocytéw: znaczenie

i zastosowanie

Analizatory Sysmex XN-V dzieki wykorzystaniu fluorescencyjnej
cytometrii przeptywowej sg w stanie wyznaczyc catkowitg liczbe
retikulocytéw w krwi kragzacej, a takze okresli¢ ich poszczegdline
stopnie dojrzatosci [5] na podstawie zawartosci RNA:

m LFR (retikulocyty o niskiej fluorescencji) lub

,dojrzate” retikulocyty.

® MFR (retikulocyty o posredniej fluorescencji) lub

»Srednio dojrzate” retikulocyty.

®m HFR (retikulocyty o wysokiej fluorescencji) lub

»niedojrzate retikulocyty” z wysoka zawartoscig RNA.

Dodatkowo analizator dostarcza informacje o frakgji niedojrzatych
retikulocytéw (IRF), ktére oznaczaja sume frakcji MFR i HFR.
Rozktad poszczegdlnych populacji moze takze by¢ oceniany
poprzez skatergram, ktéry powstaje w trakcie zliczania komérek

w kanale RET (rycina 1).

Powyzsze parametry sa obecnie wykorzystywane w medycynie

FSC

Wady

X Brak uwzglednienia stopnia
nasilenia anemii, nie jest to

uzyteczne w ocenie pacjentéw

anemicznych.

X Zazebianie pomiedzy osob-
nikami zdrowymi i anemia
nieregeneratywna.

X Brak réznicowania migdzy
regeneracja ze wzgledu na
hemolize lub krwotok.

X Wskaznik wywodzi sie z medy-
cyny ludzkiej, bez catkowitej
standaryzacji zastosowania
w medycynie weterynaryjnej.
Trudnoscig moze by¢ persona-
lizacja w zaleznosci od danych
pacjenta.

Zakresy referencyjne

Do 1% u zdrowych pacjentéw
U pacjentéw anemicznych w
zaleznosci od stopnia nasilenia
anemii.

U zdrowych osobnikéw od
20 000 do 150 000/pl
Zazwyczaj wyzsze w stanach
regeneratywnych.

Wartos¢ powyzej 1jest
uwazana za oznake regeneracji.

Ryc. 1 Prezentacja frakcji dojrzatosci retikulocytéw uzyskanych z pomiaru

ludzkiej, réwniez w celu uzyskania poczatkowej diagnozy i klasy-

fikacji anemii zgodnie z etiologia [6].

w kanale RET, na analizatorze hematologicznym Sysmex XN-V
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Zakresy referencyjne dojrzatosci retikulocytow
u psow

W celu oceny parametréw dojrzatosci retikulocytéw potrzebne
jest ustalenie ich zakreséw referencyjnych u zdrowych pséw.
Odnoszac sie do artykutéw, ktére powstaty wezesniej [5], nalezy
pamietac, ze wykorzystywaty one inne systemy analizatoréw,
ograniczong liczbe pacjentéw i skupiaty sie gtéwnie wokét rasy
pséw gonczych. Zespoét badawczy z Uniwersytetu w Cordobie
dokonat analizy parametréw retikulocytarnych wsrdéd zwierzat
przyjetych do kliniki weterynaryjnej Francisco Santisteban (projekt
nadal jest w toku). Poddajac wstepnej ocenie 489 pséw bez
objawdéw anemii (n = 489), ustalono zakresy referencyjne dla czesci
parametréw retikulocytarnych, ktére zestawiono w tabeli 4.
Dodatkowo na rycinie 2 przedstawiono przyktad typowego skater-
gramu u zdrowego psa.

Tab. 4 Wartosci Srednie i zakresy referencyjne (95% przedziat ufnosci)
parametréw dojrzatosci retikulocytéw u pséw bez stwierdzonej anemii (n=489)

LFR MFR HFR IRF
Srednia (%) 75,4 9,8 14,5 24,6
Zakresy referencyjne (%) 60-88 4-16 5-26 11-39

SFL

Ryc. 2 Skatergram uzyskany z pomiaru w kanale RET u psa bez anemii

Badanie obejmowato zwierzeta obu ptci, z 45 réznych ras, w wieku
od 7 dni do 15 lat. Po wstepnej analizie statystycznej nie stwierdzono
wptywu pici, rasy lub wieku pacjentéw, jednak dane sg nadal
gromadzone i analizowane.

Interpretacja diagnostyczna dojrzatosci
retikulocytéw u anemicznych pséw: diagram
Ecija-Mendoza

W celu oceny zdolnosci parametréw retikulocytarnych do rézni-
cowania pomiedzy réznymi typami psiej anemii, zesp6t badawczy
Uniwersytetu w Cordobie przeanalizowat je u 153 anemicznych
pacjentéw (n =153) z potwierdzong diagnoza etiologiczna. Po
analizie statystycznej danych stworzono specyficzny diagram
diagnostyczny dla anemicznych pséw (patrz rycina 3).

wysoki

Dyserytro-
poeza/
uszkodzenie
szpiku
kostnego

Krwotok

% HFR
normalny

Zdrowy lub inny
rodzaj anemii

Aplazja

niski

niska normalna wysoka

Liczba retikulocytow

Ryc. 3 Diagram Ecija-Mendoza obrazujqcy klasyfikacje réznych etiologii
anemii na podstawie procentowej ilosci HFR i zageszczenia retikulocytéw

Diagram Ecija-Mendoza przedstawia zaréwno HFR (wysokie wartosci
stanowig powyzej 25 %, a niskie ponizej 5%) jak i ilos¢ retiku-
locytéw (wysokie wartosci stanowig powyzej 150 000, a niskie
ponizej 20 000/pl). Obejmuje on rézne pola diagnostyczne, ktére
umozliwiaja skierowanie podejrzen i réznicowanie pomiedzy
obecnoscig hemolizy, krwotoku lub uszkodzenia szpiku kostnego.
Tabela 5 przedstawia dane dotyczace czutosci, swoistosci

i diagnostycznych wartosci predykcyjnych dla kazdej z wczesniej
wspomnianych przyczyn anemii, z uzyciem wstepnych wartosci
cut-off ustalonych przez zesp6t badawczy z Uniwersytetu w Cordobie.

Nalezy zaznaczy¢, ze w przedstawionym dokumencie prezentowane
sg wstepne dane, a zesp6t badawczy z Uniwersytetu w Cordobie
kontynuuje zbieranie wynikéw i proces ich statystycznej oceny, tak
aby ulepszy¢ prezentowane narzedzie diagnostyczne. Dodatkowo
przestawiony diagram nie zastepuje innych badan potwierdzajgcych
etiologie. Jego celem jest raczej wsparcie procesu diagnostycznego
poprzez szybkie i tatwe réznicowanie pomiedzy krwotokiem,
hemoliza a uszkodzeniem szpiku kostnego.
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Tab. 5 Potencjat diagnostyczny diagramu Ecija-Mendoza, na podstawie dostepnych danych statystycznych (sierpieri 2020)

Czutosc
diagnostyczna**

Swoistosc
diagnostyczna*

Etiologiailiczba Liczba
retikulocytéw

Przyktady zaburzen

przypadkéw

Hemoliza Wysoki Wysoki 92% 76%
(n=50) (>26%) (=150 000/pl)

Anemia immunohemolityczna
(idiopatyczna i wtdrna), babeszioza itp.

Ostry krwotok Normalny-wysoki  Normalny-wysoki 97 % 72% Trauma, intoksykacja srodkami kumaro-

(n=25) (=21%) (100 000 - 150 000/pl) wymi, inne zabudzenia krzepniecia
Aplazja szpiku kostnego Niski Niski 99 % 87% Zakazenie wirusowe (parwowirusy, itp.),
(n=15) (<5%) (<20 000/ul) toksykacja (chemioterapia itp.)

Inne rodzaje dyserytropoezy ~ Normalny-wysoki ~ Niski 99% 80% Biataczka (granulocytowa, limfocytowa),

wiacznie z uszkodzeniem (>5%)
szpiku kostnego (n =15)

(<20 000/ul) schytkowa niewydolno$¢ nerek itp.

*Swoistos¢ diagnostyczna wskazuje zdolnos¢ algorytmu do wykluczenia czynnika etiologicznego jesli pacjent prezentuje inne wartosci HFR i retikulocytéw [7].
Dla przyktadu: 92% pacjentéw niezaklasyfikowanych jako hemolityczni rzeczywiscie nie bedzie posiadac hemolizy.

** Czutos¢ diagnostyczna wskazuje zdolnos¢ algorytmu do rozpoznawania czynnika etiologicznego anemii w oparciu o HFR i ilos¢ retikulocytéw [7].
Dla przyktadu: 76% pacjentéw, ktérzy spetniaja kryteria klasyfikacji do ,hemolizy” rzeczywiscie bedzie posiadac hemolize.
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