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INTRODUCERE

Transfuzia de sange reprezintd un act terapeutic ce consta in administrarea
sangelui integral sau a unor componenti din sange la un animal. Primele relatari cu
privire la aceasta procedura sunt datate din secolul XVII, insa dezvoltarea transfuziei
de sange ca terapie In medicina veterinara a inceput dupa 1960.

Principalele dificultdti in dezvoltarea ca ramura terapeutica in medicina
veterinara au fost reprezentate de absenta unor structuri organizate care sa asigure
produse sanguine, a unor banci de sange si a costurilor ridicate implicate, In pofida
faptului ca terapia transfuzionala iin domeniul veterinar are aceleasi indicatii ca in cazul
medicinii umane. Initial transfuzia de sange a fost utilizatd pentru animalele de
companie, doar in ultimii ani fiind folosita in practica de teren in medicina bovinelor.
Indicatiile majore ale transfuziei de siange sunt reprezentate de anemie (cele mai
frecvente fiind cele de tip hemoragic), restaurarea functiei hemostazei (mai ales caz de
intoxicatii cu rodenticide), restaurarea proteinemiei si a presiunii oncotice prin
macromoleculele plasmatice furnizate, diareea neonatald a viteilor si refacerea titrului
anticorpilor plasmatici la viteii la care transferul pasiv din colostru a fost neadecvat.

In prezent existd foarte putine studii care si analizeze amanuntit efectele
biologice ale transfuziei cu sange integral la bovine, atit din punct de vedere
hematologic si biochimic cat si din punct de vedere al impactului asupra markerilor
stresului oxidativ plasmatic. De asemenea, in medicina bovinelor nu exista o formula de
calcul pentru determinarea necesarului de sange transfuzabil utilizabild in conditii de
teren, utilizind masa corporald, hematocritul pacientului si hematocritul donatorului,

asa cum exista in cazul carnivorelor domestice.




STRUCTURA LUCRARII

Lucrarea intitulata ,Evaluarea efectelor biologice ale terapiei transfuzionale si
determinarea necesarului de sange transfuzabil in anemie la vitei din rasa Holstein ”
contine 115 pagini si este structuratd in douad parti.

Prima parte este structuratd in 6 capitole si trateaza stadiul actual al
cunoasterii. In cadrul acestei parti am sintetizat principalele elemente din domeniul
transfuziei cu singe integral la bovine. Capitolul 1 are ca subiect fiziologia eritropoiezei,
cu o descriere succinta a principalelor stadii si etape din hemato si eritropoieza.
Capitolul 2 cuprinde cele mai frecvente tulburari eritrocitare ce reprezinta principalele
indicatii pentru transfuziile de sange. In acest capitol este descrisi anemia
(regenerativa si neregenerativa), alaturi de tulburdrile de coagulabilitate la bovine si
rolul transfuziei cu sange in restabilirea proeinemiei. in capitolul 3 sunt descrise
principalele aspecte legate de grupele sanguine la bovine si testele de compatibilitate,
iar In capitolul 4 sunt prezentate elementele care stau la baza alegerii donatorului si
aspecte legate de tehnica de administrare ale transfuziei cu sange integral. In capitolul
5 sunt prezentate cele mai frecvente reactii post-transfuzionale iar in capitolul 6
sintetizat cateva elemente ce tin de stresul oxidativ post-transfuzional.

Partea a 2-a este structurata in capitole si cuprinde contributia personala din
cadrul acestei lucrari. Capitolul 7 prezinta ipoteza de lucru, iar in capitolul 8 sunt
prezentate obiectivele lucrarii. in capitolul 9 sunt descrise materialele si metodele
generale de lucru care stau la baza protocolului experimental pentru toate cele 3 studii
prezentate in cadrul acestei lucrari, si anume materialul biologic utilizat, construirea
loturilor experimentale, protocolul de inducere al anemiei experimentale si metodele
de evaluare a compatibilititii sangelui folosite. In capitolul 10 este reprezentat de
primul studiu din cadrul acestei cercetari, intitulat ” Evaluarea efectului transfuziei cu
sange integral asupra stresului oxidativ plasmatic la vitei din rasa Holstein”, urmat de

capitolul 11 care cuprinde studiul 2 intitulat ” Evaluarea eficientei transfuziilor cu




sange integral la vitei din rasa Holstein” si capitolul 12 in care este prezentat studiul 3
intitulat "Calculul volumului necesar de sange transfuzabil pentru tratarea anemiei la
vitei Holstein”. Concluziile generale fac obiectul capitolului 13, iar In capitolul 14 sunt
reprezentate elementele de originalitate si caracterul inovator al lucrarii. Lucrarea se

incheie cu lista bibliografiei citate (146 titluri bibliografice).

REZULTATELE CERCETARII

in partea a doua a lucririi am studiat efectele biologice ale transfuziei cu sange
integral la vitei din rasa Holstein. Studiile au fost efectuate in cadrul fermei SC Stazoo
SRL, Galda de Jos, Jud. Alba, care are obiectul principal de activitate producerea de lapte
de vaca. Obiectivele principale pe care ni le-am propus:
1) Evaluarea nivelului stresului oxidativ plasmatic determinat de transfuzia cu
sange integral la bovine;
2) Evaluarea eficientei transfuziei cu sange integral prin analiza parametrilor
hematologici si biochimici consecutiv transfuziei cu sdnge integral;
3) Dezvoltarea unei formule matematice care sa permita calculul cantitatii de
sange necesare pentru transfuzie, utilizand parametri determinati in conditii de teren;

Capitolul 9, intitulat ,materiale si metode generale” cuprinde selectarea
materialului biologic pentru construirea loturilor experimentale, alaturi de metodele
de evaluare ale statusului de sanatate ale animalelor ce au format loturile, alaturi de
metodele de prelevare a probelor biologice si intervalele in care acestea s-au facut. in
cadrul aceluiasi capitol este descris protocolul de inducere al anemiei experimentale,
dezvoltat pornind de la un model utilizat pentru iepuri descris de Dunne si colab., 2006,
care au indus un anumit grad de anemie in conditii izovolemice. Acest protocol a constat
in extragerea a aproximativ 38% din volumul total de sdnge circulant al fiecarui vitel,
mentinand volumul constant al sangelui din patul vascular. Conditiile de izovolemie au
fost esentiale pentru a obtine o anemie moderata si a evita posibilele efecte secundare
date de hipovolemie. In prima etapi a fost fixat prin suturd un cateter venos (12 G 80

mm) la nivelul venei jugulare, urmat de plasarea unui cateter venos la nivelul venei
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safene (12 G, 60 mm). Sangele a fost extras in 2 etape: In prima etapa a fost extras 20
din volumul de sange circulant fara sa fie nevoie de compensare de fluide i.v. (Mudge,
2020), iar in a doua etap3, restul de 18% a fost extras in timp ce prin cateterul plasat
in vena safena s-au administrat fluide, concomitent cu extragerea sangelui, in volume
egale cu volumul de sange extras. Astfel, volumul sangelui circulant a ramas constant.
Sangele a fost colectat in pungi de transfuzie de 450 ml de uz uman(punga de sange
integral CPDA-1, Lotus Global, Londra, Regatul Unit). Compatibilitatea sangelui a fost
evaluatda prin metoda Crossmatch (major si minor). Crossmatch-ul major consta in
adaugarea serului pacientului peste hematiile donatorului, urmata de un protocol
specific pentru a determina prezenta hemolizei si/sau aglutinarii. Crossmatch-ul minor
se efectueaza prin adaugarea serului donatorului peste hematiile pacientului, intr-un
tub pentru hemolizd, dupad care sunt evaluate din punct de vedere al aglutinarii
(aglutinare + indica incompatibilitate intre cele 2 probe de sange, in timp ce lipsa
aglutinarii semnifica faptul ca cele 2 probe sunt compatibile).

Capitolul 10, intitulat , Evaluarea efectului transfuziei cu sange integral
asupra stresului oxidativ plasmatic la vitei din rasa Holstein” a avut drept scop analiza
unor parametri de stres oxidativ plasmatic (capacitatea antioxidanta totala (CAT),
statusul antioxidant total (SAT), disponibilitatea oxidului nitric (ON), malon dialdehida
(MDA), tiolii si indicele stresului oxidativ (ISO)) in contextul utilizarii transfuziilor de
sange la vitei din rasa Holstein. Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate 3 loturi
acate 3 animale (categoria 100,1 + 3,1 kg). Dupad inducerea anemiei experimentale, lotul
1 (martor) a primit fluide i.v. (solutie salina, Duphalyte si Borogluconat de calciu) 18
ml/kc masa corporala. Lotul 2 (heterotransfuzie)a primit sange compatibil in aceeasi
cantitate (18 ml/kg MC), iar lotul 3 (autotransfuzie) a primit sangele propriu. Viteza de
administrare a fost de 20-40 ml/kg/h, fara sa se depaseasca 1000 ml/h (Hubans-
Belkilani, 2001). Acest studiu a pornit de la premisa ca stresul oxidativ joaca un rol
important in deteriorarea biologica si fagocitoza eritrocitelor, sau chiar in eritropoieza
ineficienta (Fibach si colab., 2008). Consecutiv terapiei transfuzionale in anemie nu a
fost observata nici o variatie semnificativa din punct de vedere statistic, la niciunul din
cei 6 parametri evaluati, pe parcursul celor 14 zile posttransfuzie. Aceste rezultate sunt

in concordanta cu concluziile studiilor din literaturd, stresul oxidativ avand un rol
5




important in eritrogenezd, iar mai apoi in durata de viata si mecanismelor de distrugere
a eritrocitelor. Conform rezultatelor obtinute in studiile noastre, terapia transfuzionala
nu are capacitatea de a genera un stres oxidativ semnificativ la nivel plasmatic.
Capitolul 11, intitulat ,Evaluarea eficientei transfuziilor cu sange integral la
vitei din rasa Holstein” a avut ca scop verificarea in vivo a eficientei transfuziei cu sange
integral la bovine, din punct de vedere hematologic si biochimic, folosind un protocol
experimental in conditii controlate. Pentru realizarea acestui studiu, au fost utilizate 3
loturi a cate 3 animale (categoria 100,1 + 3,1 kg). Consecutiv protocolului de inducere
a anemiei experimentale, valorile obtinute (ziua 2- Tnaintea efectuarii transfuziei) sunt
reprezentative pentru o anemie moderata (HGB 7.22 + 0.45 g/dL; E 7.48 £ 0.36 10¢/pL;
HCT 21.99 £ 1.42 %). Dupad inducerea anemiei experimentale, lotul 1 (martor) a primit
fluide i.v. (solutie salina, Duphalyte si Borogluconat de calciu) 18 ml/kc masa corporala.
Lotul 2 (heterotransfuzie)a primit singe compatibil in aceeasi cantitate (18 ml/kg MC),
iar lotul 3 (autotransfuzie) a primit sangele propriu. Viteza de administrare a fost de
20-40 ml/kg/h, fara sa se depaseasca 1000 ml/h. Parametrii hematologici ai animalelor
(supuse AIP) incluse in studiu au fost comparati cu indivizii care au primit transfuzii cu
sange compatibil, cu lotul martor (care a primit solutie salind) dar si cu un lot la care au
fost efectuate autotransfuzii. Aceastd maniera de lucru a fost aleasa pentru a verifica
ipoteza conform careia durata scurta de viatd a hematiilor transfuzate in sistemul
circulator al organismului receptor se datoreaza numai unor mecanisme mediate imun,
sau sunt implicate alte mecanisme in eliminarea rapida a hematiilor transfuzate.
Rezultatele obtinute indica faptul ca transfuzia cu sange integral are o eficienta limitata
in cazul bovinelor, parametri eritrocitari incepand sa scada la doar 2 zile consecutiv
transfuziei (lotul heterotransfuzie), urmand ca dupa alte 3 zile sa fie relativ la acelasi
nivel cu lotul martor, la care nu a fost administrat sange. In urmatoarele zile in care
animalele au fost monitorizate din punct de vedere al parametrilor hematologici,
transfuzia de sange nu a influentat recuperarea animalelor, eritrocitele inregistrand o
dinamica similara la toate cele trei loturi. Hemoliza post-transfuzionala nu a influentat
semnificativ parametrii biochimici studiati, iar in cadrul globulelor albe nu au existat
variatii semnificative cu exceptia bazofilelor si a eozinofilelor. Dar si in cazul acestora,

au avut caracter tranzitoriu, revenind la nivelele similare celor de la debutul studiilor.
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Autotransfuzia a fost mai putin eficienta decat era preconizat, numarul eritrocitelor
scazand dupa ziua a 5-a. Mecanismele implicate in distrugerea hematiilor pot fi doar
prezumptive, putdnd fi implicati factori care tin mai degraba de procedurile de recoltare
si/sau conservare si/sau administrare, decat de compatibilitate.

Capitolul 12, intitulat , Calculul volumului necesar de sange transfuzabil
pentru tratarea anemiei la vitei Holstein”, a avut scopul de a dezvolta o formula care sa
elimine factorii subiectivi din procesul terapeutic si care sa permita determinarea mai
precisa a volumului necesar de sange pentru transfuzie la vitei, intr-un interval de timp
mai scurt, folosind drept parametri hematocritul donatorului, masa corporala si
hematocritul pacientului si o constanta (CC) caracteristica fiecarei specii. Pentru
efectuarea acestui studiu, au fost folosite 2 loturi experimentale (categoria 100,1 * 3,1
kg si 151,1 + 3,0 kg), a cate 10 indivizi fiecare. Dupa 24 de la inducerea anemiei
experimentale, fiecare lot a fost tratat prin autotransfuzie: indivizii din primul grup a
primit cate 1800 ml, iar cei din al doilea grup, au primit cate 2700 ml sange, cu un debit
de administrare de 20-40 ml/kg/h, fara a depasi un litru pe orad . Aceasta cantitate a fost
administrata pentru a creste HCT cu maximum 10% si pentru a evita supralncarcarea
circulatorie post transfuzional. Pornind de la formula descrisa de Godinho-Cunha si
colab., (2011) si Helm (2014), pentru a calcula valoarea constantei CC pentru bovine
cu intervale de greutate specifice, am inlocuit toate variabilele utilizate in formula cu
valori cunoscute: masa corporald, volumul de sange transfuzat, HCT-ul donator, HCT-ul
dorit (HCT_Fin) si HCT-ul pacientului (HCT_ini), constanta CC ramanand singurul
parametru necunoscut In ecuatie. Valorile constantelor CC obtinute in urma
experimentelor au fost de 80,6 pentru grupul de 100,1 * 3,1 kg si 76,5 pentru grupul
151,1 # 3,0 kg si a validat statistic (prin regresie liniara cu punct fix) valorile medii ale
constantelor CC calculate prin dovedirea ,planeitdtii” seriei ordinale in corelatie cu
valorile greutdtii corporale (MC). De asemenea, se poate afirma (pe baza testului
ANCOVA, P = 0,05) ca aceste doua grupe de greutate au valori medii ale constantelor CC
diferite, cu distributii de valori diferite si aceiasi coeficienti de variatie. Acest
experiment a analizat doar doua grupe de greutate separat (100,1 + 3,1 kg si 151,1 +
3,0 kg) si a generat doua valori statistice diferite ale constantelor CC. Diferenta greutatii

corporale (MC) dintre grupurile analizate poate fi considerata mare, dar nu acopera
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intregul interval de greutate intalnit in practica clinicd. Metoda propusa se aplica la
doua categorii de greutate specifice si, pentru a atenua aceasta limitare experimentala,
lucrarile viitoare ar trebui sa ia in considerare analizarea unei game mai largi de

greutate si grupuri mai mari.
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