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РЕЗЮМЕ

Въведение: Сърповидно-клетъчната ане-
мия (СКА) е генетично детерминирано заболя-
ване, представляващо сериозен обществен здра-
вен проблем не само за страните с традиционно 
висока честота (Африка, Азия, Америка, Среди-
земноморие), но и за множество от европейските 
страни, където се наблюдава непрекъснато на-
растване на честотата на това заболяване.

Цел: Да представим методи, използвани за 
скриниране и диагноза на СКА.

Дискусия: Методите, използвани при скри-
ниране и диагностициране на СКА са два основ-
ни типа: рутинни и високо специализирани ла-
бораторни методи. Рутинните тестове включ-
ват ПКК, биохимични показатели за доказване 
на хемолиза in vivo, изследване на урина, както 
и скриниращите тестове за доказване наличие-
то на HbS – тестове за разтворимост, тесто-
ве, предизвикващи промяна във формата на ери-
троцитите и др. От изключително значение за 
потвърждаване на диагноза е използването на 
високо специализирани техники за разделяне на 
белтъци като електрофореза и високоефектив-
на течна хроматография (HPLC), определящи 
абнормните хемоглобинови варианти. За нужди-
те на пренаталната диагностика се използва и 

ABSTRACT

Introduction: The sickle-cell anaemia (SCA) is a 
genetically determined disease, that is a major pub-
lic health issue amongst not only the countries where it 
is traditionally quite common (Africa, Asia, America 
and the Mediterranean), but also the majority of Eu-
ropean countries, where a significant increase of the 
frequency of the disease is observed.

Aim: To present methods used for screening and 
diagnose of SCA.

Discussion: The methods used for screening and 
diagnose of SCA can be classified into two main cate-
gories – routine ones and highly specialised laborato-
ry methods. The routine tests include complete blood 
count, biochemical parameters to prove in vivo hae-
molysis, urine tests and the screening tests for pres-
ence of HbS e.g. sickling tests and solubility tests. In or-
der to confirm the diagnosis of SCA the usage of pro-
tein separation techniques such as electrophoresis and 
high-performance liquid chromatography (HPLC) for 
detection of abnormal hemoglobin variants is of high 
importance. Concerning prenatal diagnostics DNA 
analysis is also used for detection of point mutation in 
the fetus beta gene of globin molecule.

Conclusion: In order to ensure with maximum 
of effectiveness the diagnostic process of this common 
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повидно-клетъчна анемия – Sickle Cell Anemia 
или дрепаноцитоза – от гр. Drepanon, означава-
що сърп) и наименованието на самия хемогло-
бин – HbS. Променената форма от своя страна 
обуславя подчертана нестабилност на еритроци-
тите и повишена склонност към хронична вътре-
съдова хемолиза.

HbS полимеризацията води и до клетъчна де-
хидратация (загуба най-вече на калий и вода), 
увеличена плътност на еритроцитите, което още 
повече благоприятства допълнителното полиме-
ризиране на HbS. Плътните и дехидратирани 
еритроците играят централна патофизиологич-
на роля при острите и хронични клинични ма-
нифестации на СКА, базирани на венооклузии-
те и нарушено кръвоснабдяване на тъканите (4).

Сърповидно-клетъчните заболявания обхва-
щат група от хемоглобинози, водещи по сходен 
патофизиологичен механизъм до образуване на 
сърповидни еритроцити и развитие на изявена 
клинична симптоматика. На таблица 1 са пред-

ВЪВЕДЕНИЕ

Сърповидно-клетъчната анемия (СКА) е ав-
тозомно кодоминантно наследствено заболява-
не. Представлява тип хемоглобиноза, дължаща 
се на точкова мутация в гена, кодиращ синтезата 
на β-глобиновата верига в хромозома 11. Като ре-
зултат намиращата се на шеста позиция в β-по-
липептидната верига глутаминова киселина (хи-
дрофилна по химични свойствa) е заменена с хи-
дрофобната аминокиселина валин. Формира се 
т.нар хемоглобин S (HbS), характеризиращ се с 
променени физико-химични свойства – по-труд-
но разтворим, бавна електрофоретична подвиж-
ност, нисък афинитет към кислорода (11). В усло-
вия на ниско парциално налягане на О2 HbS има 
свойството да полимеризира. Полимеризирани-
те хемоглобинови нишки прилепват към еритро-
цитната мембрана, което води до типичната про-
мяна във формата на еритроцитите (5). На кръв-
на натривка еритроцитите имат вид на сърп, от-
където и наименванието на заболяването (сър-

ДНК анализ за доказване на точкова мутация в 
гена за бета веригата на глобиновата молекула.

Заключение: Необходимо е да се познават 
различните видове методи за скриниране и ди-
агноза на СКА, за да е максимално ефективен и 
бърз диагностичният процес при това разпрос-
транено и не рядко тежко протичащо наслед-
ствено заболяване.

Ключови думи: сърповидно-клетъчна анемия, 
HbS, диагностични методи

hereditary disease, a good knowledge of all available 
screening and diagnostic methods is needed.

Keywords: Sickle cell anaemia, HbS, screening and di-
agnostic methods 

Генотип Mean Hb 
(g/L) MCV

Електрофореза на хемоглобин (%)
HbS HbA HbF HbA2 Друг тип Hb

SS 81 N 80-95 – 2-20 N –
SS -α/αα
SS -α/-α

86
92




80-90 
80-90

–
–

2-20
2-20

3-3.8
3-3.8

–
–

SC 110  40-50 – 1-4  HbC: 40-50
S/β° thal 88  75-90 – 2-20 4-6 –
S/β+ thal 115  50-85 5-30 2-20 4-6 –
SD Penjab 82 N 40 – 2.5-5 2-3 HbD Penjab: 50  
SO Arab 81 N 45 – 4-7 HbO Arab: 45
S Lepore 110  75 – 3.5-40 2 Hb Lepore: 10
SE 130  60 – 4 HbE: 30-35
S/HPFH 137 N/ 60-70 – 25-35 1.5-2.5 –
AS* N N 30-45 50-65 2-5 N –

Табл. 1. Хемоглобинови варианти, обуславящи сърповидно-клетъчна симптоматика
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ставени основните типове хемоглобинози, воде-
щи до сърповидноклетъчна анемия.

Процесът на образуване на сърповидни ери-
троцити е комплексен и зависи от множество 
екстра- и интраеритроцитни фактори като 
ацидоза, хипоксия, съотношение между различ-
ните типове хемоглобини в еритроцита, както и 
концентрацията на 2,3 бисфосфоглицерат. Ва-
жно е да се отбележи, че някои типове хемогло-
бин благоприятстват полимеризирането с HbS 
(HbC, HbD Penjab, HbO Arab), докато други го 
потискат (HbF, HbA2).

СКА е най-широко разпространеното моно-
геннно заболяване, засягащо почти 50 милиона 
души в света, като всяка година 250-300 хиляди 
новородени носят абнормния ген (13). Най-висо-
ка е честотата всред населението на Централна 
Африка и Индия (около 40%), както и в страни-
те от Средиземноморския басейн (основно Гър-
ция, Италия) и Близкия Изток. Изследвайки ге-
ографското разпространение на СКА, още в на-
чалото на миналия век е изказана хипотезата, че 
този генетичен дефект е закрепен еволюционно, 
тъй като дава предимства на засегнатите инди-
види по отношение на разпространената в тези 
райони малария. Епидемиологични доказател-
ства на тази хипотеза започват да се публикуват 
в началото на настоящия век (2). Като последица 
от колонизирането на голяма част от страните, в 
които СКА е често срещано явление, а в съвре-
менността и от засиления миграционен процес 
заболяването се среща както в Америка (най-ве-
че САЩ и Бразилия), така и в Западна Европа. 
Увеличената честота в страните с висок социален 
статус се дължи и на подобрените медицински 
грижи и значително увеличение продължител-
ността на живот на засегнатите индивиди. Само 
за периода 1970-2010 година смъртността на де-
цата с дрепаноцитоза е доведена близо до тази на 
общата популация, а средната продължителност 
на живот надвишава 60 години. За сравнение – 
в миналото, както и в страните с лош социален 
статус хомозиготите рядко достигат до 5-тата си 
година. Счита се, че броят на хомозиготните но-
сители на гена за HbS може да достигне 400 000 
към 2050-та година (13).

Широкото разпространение на сърповид-
но-клетъчните заболявания поставя на сериоз-
но изпитание здравеопазните системи в различ-
ните страни. Налага се да се предприемат от една 
страна мащабни скринингови изследвания за до-
казване наличието им, а от друга да се изработят 
алгоритми за проследяване и мониториране със-

тоянието на засегнатите индивиди и провеждане 
на адекватна терапия.

Целта на настоящия обзор е да проучим и 
представим методите, използвани в нашето съ-
времие, за скриниране и диагноза на СКА.

ДИСКУСИЯ

Методите, използвани при скриниране и ди-
агностициране на СКА са два основни типа: ру-
тинни и високо специализирани лабораторни 
методи.

Рутинни лабораторни тестове:
1.	 Периферна кръвна картина (ПКК) – показва 

различни отклонения в зависимост от типа 
хемоглобиноза, водещ до сърповидно-кле-
тъчна анемия. Нивата на Hb са нормални в 
периода на новороденото. Анемията, както и 
морфологичните промени на еритроцитите 
(форма на сърп и/или цигара) се появяват на 
3-ти-4-ти месец след раждането, когато кон-
центрацията на HbF спада. При HbSS болес-
тта се наблюдават нормоцитни, нормохром-
ни еритроцити с полихромазия, множество 
сърповидни еритроцити и по-малко таргет-
ни клетки. Средно ретикулоцитите наброя-
ват около 10% (4-20%), наблюдават се и ерит-
робласти. При едновременно съществуване и 
на таласемия или железен дефицит се откро-
ява анемия от мироцитен тип – преобладават 
хипохромни, микроцитни еритроцити, а при 
HbSC болестта се наблюдават най-вече тар-
гетни клетки и относително по-малко сърпо-
видни клетки, както и еритроцитни включва-
ния от типа на Howell-Jolly телцата, израз на 
намалена функционалност на слезката. Обик-
новено се наблюдава левкоцитоза (12-20х109/L) 
за сметка на увеличения брой зрели неутро-
фили и тромбоцитоза (300-500х109/L).

2.	 СУЕ – в състояние на равновесие е констант-
но забавено, но в периоди на кризи и придру-
жаващи инфекции се ускорява (1).

3.	 Хемостазни показатели – обикновено се от-
крива активация на коагулационните факто-
ри, дори и в състояние на равновесие (извън 
периодите на криза).

4.	 Биохимия – типична лабораторна констела-
ция, потвърждаваща хемолитичния тип ане-
мия: увеличена активност на лактатдехидро-
геназата (ЛДХ), увеличени стойности на об-
щия билирубин (за сметка на индиректната 
му фракция), понижени до липсващи нива на 
хаптоглобин. Изследват се и показателите от 
обмяната на желязото – ако СКА не е придру-
жена с железен дефицит и/или възпалител-
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ни усложнения, то се установяват увеличени 
нива на серумното желязо, увеличени нива на 
феритин, намалени нива на трансферин и по-
нижен желязо-свързващ капацитет.

5.	 Урина – при засягане на бъбреците се устано-
вяват микро- или макроскопска хематурия и 
албуминурия, както и намалена възможност 
за концентриране на урината.
Тъй като горе описаните показатели са неспе-

цифични и могат да се наблюдават и при други 
хематологични и нехематологични заболявания 
се налага при скринирането да се проведат други 
по-специфични тестове.

Традиционни скриниращи тестове за до-
казване на HbS и други хемоглобинози, водещи 
до СКА:

Описани са още в 30-те, 40-те години на мина-
лото столетие и се основават на един общ прин-
цип – създават се условия, водещи до намалено 
съдържание на O2 в еритроцитите с основна по-
следица превръщане на оксихемоглобина в реду-
цирана форма. Това улеснява полимеризиране-
то на абнормния Hb, ако го има, и предизвиква 
промяна във формата на еритроцитите във вид 
на сърп.
1.	 Тест с цитратна кръв под парафин – някол-

ко капки кръв се поставят в епруветка с изо-
тоничен разтвор и прибавен натриев цитрат; 
изолира се от атмосферния кислород с помо-
щта на 1см слой парафин и се изчаква едно де-
нонощие. Изготвят се две кръвни натривки 
(едната от нативната кръв – контрола) и друга 
– от инкубираната под парафин кръв. При по-
зитивен тест във втората се наблюдават ери-
троцити със сърповидна форма, като после-
дица на създадените хипоксични условия.

2.	 Тест с натриев метабисулфат (силен химиче-
ски редуктор, който редуцира оксихемогло-
бина) – смесват се 1 капка кръв с 1 капка 2% 
натриев метабисулфат върху предметно стък-
ло; покрива се с покривно стъкло, чиито кра-
ища се залепват с восъчна/вазелинова смес 
или с лак за нокти. Оставя се да престои при 
стайна температура в продължение на 1 до 4 
часа, рядко до 24 часа. При позитивни про-
би се наблюдават променени под формата на 
сърп еритроцити.

3.	 Тест за разтворимост – ако HbS е в редуци-
рано състояние е доста неразтворим в кон-
центриран фосфатен буфер. При тези усло-
вия HbS образува тактоиди (водни криста-
ли), които пречупват и разсейват светлината 
и предизвиква мътнина. Еритроцитите се ли-
зират чрез химически средства (например те-

трахлорметан), освободеният Hb се редуци-
ра с помощта на натриев хидросулфит. Така, 
ако е абнормен и се постави в концентриран 
фосфатен буфер, ще доведе до помътняване 
на разтвора.
Тези тестове са относително бързи и евтини 

и все още се практикуват в т. нар. страни от тре-
тия свят. Неудобството им е, че е необходимо да 
се приготвят нужните за тях разтвори в самите 
клинични лаборатории, а при първите два от тях 
е необходимо и да се изчака няколко часа до едно 
денонощие до отчитане на теста.

Бързи скриниращи тестове за доказване на 
HbS и други хемоглобинози, водещи до СКА:

В развитите икономически страни се предла-
гат бързи тъговски китове за скриниране на ин-
дивидите в риск от развитие на СКА.
1.	 Тест за разтворимост на HbS: търговски про-

дукти на ASI (Arlington Scientific, Inc), Fisher 
Scientific (подраделение на Thermo Fisher 
Scientific) и много др. Базират се на гореопи-
сания принцип, но съдържат удобни и готови 
за употреба реактиви в различни разфасов-
ки (25, 100 или 500 теста) и скала, с чиято по-
мощ лесно се отчита турбидността. Работи се 
с улеснена процедура и резултатите се отчи-
тат между 5-та и 30-та минута. Тестът се по-
зитивира при наличие не само на HbS, но и 
при наличие и на други хемоглобинози, ха-
рактеризиращи се с намалена разтворимост – 
HbC (Harlem), HbC (Georgetown), HbH (хемог-
лобин, формиращ телца на Heinz) и др. Фал-
шиво позитивни резултати могат да се полу-
чат при спленектомирани пациенти, поради 
наличие в еритроцитите им на множество не-
разтворими еритроцитни включвания. Фал-
шиво позитивиране може да има и при силно 
липемична кръв или такава с високо съдър-
жание на общ белтък. В тези случаи може да 
се работи с променена процедура и предвари-
телно отделени и промити еритроцити. Фал-
шиво негативни резултати могат да се полу-
чат при Hb<70g/L, при HbS<20% и при деца 
под тримесечна възраст (3).

2.	 POCT тест, основан на плътността на ери-
троцитите (тези с висока плътност, ρ>1.120g/
cm3, са характерни за СКА). Предложеният 
тест разделя еритроцитите според плътност-
та им, поставени в капилярка, предварително 
запълнена с водоразтворими мултифазни по-
лимери (Aqueous Multiphase Systems (AMPS)), 
което позволява визуално отчитане на резул-
татите за по-малко от 12 минути. Недостатък 
на теста е, че не разграничава хетерозиготите, 
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които принципно са безсимптомни (HbAS) от 
индивидите с нормален Hb, но дава бърз, то-
чен и надежден резултат за HbSS и HbSC ва-
риантите, т.е. точно за тези индивиди, които 
развиват тежка клинична симптоматика и се 
нуждаят от превантивна и адекватна меди-
цинска помощ (8).

3.	 Микрофлуиден тест върху хроматографска 
хартия. Основава се на разтворимостта на 
различните типове Hb и възможността те да 
се придвижват с различна скорост върху хар-
тиения носител (фиг.1). Разграничава добре 
HbAА, HbАS, HbSS. Може да се изпълни за 30 
минути и е с цена около 0,07 долара (14).

4.	 Sickle SCAN™ POCT тест. Основава се на не-
конкурентен (сандвичев) хроматографски 
имуноанализ за качествено определяне на 
HbA, HbS и HbC в пълна кръв. Мишо моно-
клонално тяло срещу С-края на алфа веригата 
на човешки Hb се използва като детектиращо 
антитяло, което е конюгирано за синьо оцве-
тени наночастички. Три поликлонални анти-
тела срещу N-края на HbS, HbC и HbA се из-
ползват като захващащи антитела върху тест 
линиите, а анти-мишо IgG антитяло се из-
ползва като захващащо антитяло върху кон-
тролната линия. Когато капката кръв (нуж-
ни са само 5µL) дифундира по абсорбиращата 
тест лента, оцветените наночастици се свърз-
ват с Hb от пробата. Така формираните Ag-Ab 
комплекси мигрират към тестовите линии, 
натоварени с антитела срещу различните ви-
дове хемоглобин, които специфично ги свърз-
ват, ако съществуват в пробата и така се фор-
мира синьо оцветена лента. Излишъкът от 
конюгирани наночастички се захващат от ан-
тителата, фиксирани за контролната линия. 
Това служи за контрол, че достатъчно коли-
чество от пробата е използвано и е премина-
ла по цялата тест лента (фиг. 2). Тестът се осъ-
ществява в рамките на 5 минути (7).

5.	 HemeChip – микро-електрофорезен тест (най-
нов на пазара POCT тест за скрининг на СКА, 

фиг.3). Минимално количество кръв се поста-
вя върху целулозна хартия в алкална среда, 
която веднага се поставя в устройство, съдър-
жащо микрочип за целулозно-ацетатна елек-
трофореза. Захранваща батерия създава елек-
трично поле, създаващо условия да се разде-
лят хемоглобиновите варианти, въз основа 
на електричния им заряд. Устройството дава 
не само качествена, но и количествена оценка 
на типовете Hb, съдържащи се в пробата, из-
ползвайки специална апликация на мобилен 
телефон за разчитане на интензивността на 
цвета. Резултатите са валидирани както със 
стандартните електрофорези, така и с HPLC, 
като се посочва корелация >0.96 за всички ти-
пове Hb: HbF, HbS, HbC, HbA, HbD (16).

Потвърдителни методи за доказване СКА
Освен бързите тестове, които могат да се осъ-

ществят „край леглото на болния“ се провеж-
дат и потвърдителни изследвания за доказване 
наличие на един или друг вид хемоглобиноза в 
големите централизирани болнични лаборато-
рии. Te могат да си позволят скъпата апаратура 

Фиг. 1. Характерни образи на резултати, получе-
ни с микрофлуиден тест върху хроматографска 

хартия

Фиг. 2. Резултати, получени със Sickle SCAN™ 
теста

Фиг. 3. HemeChip – микро-електрофорезен POCT 
тест за скрининг на СКА
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за протеинов анализ, както и разполагат с ква-
лифициран персонал за работа с тази апаратура.

Традиционните методи, използвани за доказ-
ване на хемоглобиновите варианти при СКА са 
изоелектрично фокусиране (IEF), високо ефек-
тивна течна хроматография (HPLC) и електроф-
ореза (капилярна (CE) или върху носител).
1.	 Изоелектрично фокусиране – използват се 

агарозни гелове, за да се разделят хемогло-
биновите фракции и варианти въз основа на 
различните им изоелектрични точки. При 
този метод могат да се разделят добре един от 
друг HbA, HbF и HbS, както и HbC от HbE и 
HbO (6).

2.	 Високо ефективна течна хроматография – 
пробата, съдържаща Hb, преминава през ко-
лона, изпълнена с твърд адсорбентен матери-
ал. Използва се принципа на катионния об-
мен – според заряда и големината си всеки вид 
молекула ще се адсорбира и свързва по-слабо 
или по-силно към частиците на твърдия ад-
сорбентен материал и ще се придвижва с раз-
лична скорост през колоната. Така различни-
те хемоглобинови варианти (HbF, HbA2, HbS, 
HbC, HbBarts и др.) се разделят един от друг и 
се определят количествено (9,10).

3.	 Електрофорезата (върху носител или капи-
лярна) традицинно се използва за разделяне 
и определяне на хемоглобиновите варианти. В 
зависимост от pH на средата белтъчните мо-
лекули (в случая хемоглобиновите варианти 
– HbF, HbA, HbA2, HbS, HbC, HbBarts и др.) 
имат различен заряд. Според този заряд и го-
лемината си в електрично поле те се предвиж-
ват с различна скорост през носителя (гела) 
или в капилярката (3).

ПРЕНАТАЛНА ДИАГНОСТИКА

За целите на превантивната медицина изклю-
чително значение имат методите на пренатална-
та диагностика. В съвременността се използва 
ДНК анализ, базиран на PCR (polymerase chain 
reaction) техники за доказване на точковата му-
тация (GAG → GTG) в шести кодон на β глобино-
вия ген от ДНК веригата на фетуса. Използва се 
при семейства с доказан риск от раждане на дете 
със СКА (15).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Скринингът, ранната диагностика, профи-
лактика и лечение са от изключителна важност 
за намаляване на тежките последици както за 
отделните индивиди със СКА, така и за обще-

ството като цяло (12). Необходимо е да се позна-
ват различните диагностични способи и методи 
за доказване на хемоглобиноза S, за да могат да 
се прилагат подходящите от тях в зависимост от 
различните икономически възможности на об-
щество и на болничните заведения – тези, разпо-
лагащи с по-голям ресурс или тези, разполагащи 
с по-малък.
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