OSMOTISCHE RESISTENTIE

LABORATORIUM PROTOCOL

PRINCIPE
Erytrocyten verliezen in een hypotone zoutoplossing natrium en nemen water op tot de zoutconcentratie binnen en buiten de cel gelijk is. Dit kan tot een bepaalde minimumconcentratie. Bij lagere concentraties zal de wateropname de celwand doen barsten. Bij normale hondenerytrocyten ligt de minimale NaCl-concentratie die alle erytrocyten nog kunnen trotseren bij 0,55% of iets lager.
De erytrocyten van honden met AIHA gaan dikwijls (in ongeveer 85% van de gevallen) al kapot bij hogere zoutconcentraties. Cellen die een grotere inhoud/oppervlak ratio hebben dan normaal, bijvoorbeeld omdat ze een deel van hun celmembraan kwijt zijn door fagocytose, zullen bij hogere zoutconcentraties barsten. Dit is onder andere het geval bij patiënten met microsferocytose, een kenmerk van AIHA.
Door het gedrag van erytrocyten van een patiënt in een 0,55% NaCl oplossing te vergelijken met erytrocyten van een normale hond kan dus met vrij grote waarschijnlijkheid worden vastgesteld of de patiënt aan AIHA lijdt. Zelden worden afwijkende osmotische resistenties waargenomen bij patiënten met een hemolytische anemie, veroorzaakt door niet-immunologische oorzaken.
Erytrocyten van een gezonde kat gaan in vergelijking met honde-erytrocyten ook al bij hogere zoutconcentraties (0,66%) kapot omdat ze kleiner zijn en dus een grotere inhoud/oppervlakte ratio hebben.

BENODIGHEDEN
· Vier schone genummerde blanco reageerbuizen
· 5 ml spuitje
· Pasteurse pipet

UITVOERING
1. Pipetteer 0,9% NaCl, (kraan)water en (heparine of EDTA) bloed in 4 genummerde reageerbuizen als volgt:

HOND:

BUIS		0,9 % NaCl	H2O		BLOED NORMALE HOND	BLOED PATIENT

1		5 ml		--			5 druppels			--
2		5 ml		--			--			      5 druppels
3		3 ml		2 ml			5 druppels			--
4		3 ml		2 ml			--			      5 druppels





KAT:
BUIS		0,9 % NaCl	H2O		BLOED NORMALE KAT		BLOED PATIENT

1		5,5 ml		--			5 druppels			--
2		5,5 ml		--			--			      5 druppels
3		4 ml		1,5 ml			5 druppels			--
4		4 ml		1,5 ml			--			      5 druppels	

2. Meng alle buizen met behulp van de vortex (zie daar).
3. Incubeer 5 minuten bij kamertemperatuur.
4. Centrifugeer 5 minuten bij 3000 toeren/minuut (zie daar).
5. Uitslag:
Buis 1 en 3 moeten helder zijn. Erytrocyten intact op de bodem van de buis.
Buis 2 kan licht gehemolyseerd zijn indien het plasma van de patiënt reeds hemolytisch was.
Buis 4 kan ernstig hemolytisch zijn dan buis 2 als gevolg van verminderde osmotische resistentie.
6. Ruim alles netjes op en noteer uitslagen in het verslag.
