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NK - celula spontan ucigasa (Natural Killer)

NO - oxid nitric

PAF- factorul de aglutinare a trombocitelor

PG - prostaglandine
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RA - reactia de aglutinare
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TNF - factorul de necroza tumorala
Introducere

Cercetarile ultimilor decenii cu utilizarea metodelor performante au soldat cu
stabilirea mecanismelor inedite in genetica grupelor sangvine, elaborarea unei clasificari
internationale a antigenilor eritrocitari, stabilirea particularitatilor structurale individuale
ale acestora in mostrele sangvine cu importanta majora clinica in diverse situatii dificile.

De importanta majora sunt datele de interpretare clinica asupra rolului diferitor
antigeni si anticorpi in complicatiile posttransfuzionale, conflictul dintre mama-fat si
starile imunopatologice aparente in diverse maladii. Elaborarea anticorpilor
monoclonali, precum si a metodei de testare n gel ale antigenilor si anticorpilor au
condus la minorizarea erorilor n aprecierea grupelor sangvine si profilaxia
complicatiilor posibile.

Elaborarea unei politici noi Tn managementul securitatii transfuzionale n tara
noastra contine aspecte noi, inedite in tipizarea structurilor antigenice eritrocitare,
anticorpilor antieritrocitari de diversa geneza cu rol important in aparitia starilor
imunopatologice si este in concordanta cu prevederile directive ale Comunitatii
Europene ce va contribui la performanta acestui compartiment important pentru
imunohematologie. Algoritmele de diagnostic elaborate de Dr. S.Cebotari constituie un
compartiment de valoare clinica aplicativa in testarea grupelor sangvine, realizarea
masurilor de profilaxie si tratament n institutiile medico-sanitare.

Editia acestui ghid este dedicata tuturor medicilor, care in activitatea sa apeleaza
la testarea grupelor sangvine, discifrarea mecanismelor imune n diverse situatii clinice
si de laborator, realizarea procedeelor terapice etc.



Capitolul 1. Caracteristica organelor, tesuturilor si celulelor
sistemului imun. Mecanisme de realizare a imunitatii congenitale si
adaptive

Sistemul imun (SI) al organismului uman contine toate componentele de aparare,
aparente la diferite etape evolutive (factorii congenitali nespecifici si cei dobanditi
antigen-specifici). Factorii congenitali (celulele rezidente ale diferitor organe si tesuturi,
cele sangvine, endoteliale, moleculele circulante si secretate) actioneaza fara
participarea mecanismelor de recunoastere si memorizare a structurilor antigenice
straine, prezentand reactii stereotip la orice stimul in cazul invaziei sau lezarii. Factorii
adaptivi sunt capabili sa recunoasca si sa memorizeze particularitatile moleculare de
structura a stimulului antigenic.

Componentele specifice ale Sl includ limfocitele T si B, anticorpii (Ac). Pentru
realizarea functiilor sale specifice limfocitele T si B sunt dotate cu receptori multipli de
recunoastere a antigenului (Ag), care interactionand cu ,,non-propriul”, induc activarea,
proliferarea si diferentierea lor. Din interactiunea directa a antigenului cu receptorii
limfocitelor prin intermediul diferitor citokine secretate poate rezulta aparitia unei clone
antigen-reactive cu dezvoltarea reactiilor imune. Tn procesul de realizare a
mecanismelor de aparare, factorii nespecifici si cei imuni specifici coopereaza si
interactioneaza intre ei. Sistemul limfoid (substratul morfologic a SlI) care produce
factorii imuni specifici realizeaza imunitatea, cooperand cu alte sisteme (nervos central,
endocrin) ale organismului.

Imunitatea adaptiva este concreta si specifica la un anumit antigen, formeaza
memoria imunologica, se intensifica la contactul repetat cu Ag respectiv. Specificitatea
de grad Tnalt se caracterizeaza prin complementaritate (afinitate) majora si legarea
intensiva (aviditate) a moleculelor si receptorilor. Aceasta varianta a imunitatii este
dependenta de produsele limfocitelor B (anticorpi) si T, care dispun de receptori
specifici la antigen. Practic toate interactiunile moleculelor cu receptorii sunt bazate pe
capacitatea de adeziune, care se realizeaza prin legaturi necovalente ale moleculelor.
Imunitatea adaptiva este de geneza clonala: fiecare limfocit T si B exprima un receptor
specific numai la un Ag. Limfocitul ,,naiv” este precursorul genetic identic al clonei
celulare descendente, deoarece interactiunea lui cu Ag conduce la proliferare.

Imunitatea este un fenomen biologic complex ce rezulta in urma reactiilor dintre
limfocite si factorii umorali. Recunoasterea Ag si raspunsul imun sunt dependente de
proprietatile acestuia si se realizeaza pe diferite cai, dar, de regula, prin cele care includ
reactiile de interactiune in lant molecular-celulare, a caror etapa finala este sinteza de
Ac si de limfocite T imune.

Baza celulara si moleculara a imunitatii este organizata intr-un sistem complex,
care dispune de organe limfoide centrale si cele periferice, diseminate Tn tot organismul,
la nivelul carora celulele Tsi desfasoara activitatea lor efectoare (tab. 1).
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Tabelul 1
Organe, celule si mediatori solubili ai sistemului imun uman

Organele limfoide Celule Mediatorii solubili cu functii
Centrale | Periferice Limfocite APC de aparare
Timus | Splina T Macrofagele | Directe Indirecte
Maduva | Ganglionii B si celulele Imunoglobulinele | Limfokinele
osoasa | limfatici Celulele | dendritice Complementul Monokinele

Formatiunile | NK, K

limfoide

asociate

structurilor

organismului

Nota: APC — celule prezentatoare de antigen; NK — celule natural killer

Organele limfoide centrale (timusul si bursa lui Fabricius la pasari sau
echivalentul bursei la mamifere — maduva osoasa) sunt cele de suport ale hematopoiezei
si limfopoiezei, unde celula stem pluripotenta prolifereaza, iar descendentii ei sunt
dotati cu spectrul specific de receptori de membrana si instruiti in recunoasterea
structurilor proprii ale organismului de cele straine lui.

Timusul este populat de celule precusoare ale limfocitelor T (pro-timocite)
derivate din celulele stem limfoide, care se matureaza sub influenta hormonilor timici
secretati de celulele epiteliale. La nivelul retelei epiteliale din zona medulara sunt celule
bogate in antigeni HLA de clasa Il, care instruiesc precursorii limfocitari sa faca
distinctie intre ,propriu” si ,strain”. Limfocitele instruite Tn timus constituie clasa
celulelor T-dependente sau limfocitele T cu atribute majore si multiple Tn apararea
imuna.

Timusul creste in greutate sub influenta hormonilor sai si a celor tiroidieni si
scade odata cu varsta, sub influenta hormonilor sexuali, glucocorticosteroizilor etc.
Cresterea lui continua pana la 12-15 ani, dupa care involueaza, dar nu dispare complet,
mentindndu-si functiile secretorii. Atimia congenitala este insotita de grave alterari
imune incompatibile cu viata si altereaza raspunsul imun fata de Ag timodependenti,
rejectia grefelor etc., dar nu si fata de Ag timoindependenti.

Splina are doua tesuturi distincte: pulpa rosie, formata din corzi marginite de
macrofage, unde sunt distruse eritrocitele, si pulpa alba, bogata in tesut limfoid sub
forma unor mansoane pozitionate Tn jurul unei arteriole centrale, cu macrofage si
limfocite T dispuse periarteriolar (aria timodependenta), si limfocite B dispuse periferic,
formand nodulii limfatici sau foliculii splenici (corpusculii Malpighi). Tn zonele T si B
exista zone ,,marginale” la nivelul carora functioneaza macrofage specializate, care

impreuna cu celulele dendritice, prezinta antigenul limfocitelor B.
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Ganglionii limfatici formeaza o retea de aglomerari limfoide dispuse in punctele-
cheie ale organismului. Ca organizare structurala, ganglionul limfatic este absolut
identic cu splina, Tn sensul ca are arii T si B-dependente si zone medulare, Tn care se
distinge un amestec de celule B, T, macrofage, celule dendritice, NK si unde se face
cooperarea celulara cu realizarea raspunsului imun. Tn zona medulara predomina
plasmocitele si celulele fagocitare. Tn sindroamele de agamaglobulinemie zonele
medulara si corticala sunt practic depopulate de celulele B.

Tesutul limfoid necapsulat, format din aglomerari difuze de celule limfoide
dispersate sub mucoasa tractului digestiv, respirator, urogenital este acoperit cu tesut
epitelial cu permeabilitate pentru Ag si pentru moleculele de slgA. Circulatia
limfocitelor asigura supravegherea imuna a organismului.

Séngele este considerat de catre unii autori ca substrat periferic al Sl, deoarece n
el se gasesc practic toate componentele celulare si moleculare ale acestuia: limfocitele T
si B, monocitele, granulocitele si chiar celulele stem.

Imunitatea congenitala asigura rezistenta nespecifica a organismului la diferiti
antigeni. Ea include factori celulari si umorali, care apreciaza starea mecanismelor
nespecifice de aparare, in special la etapele primare. Macrofagele si complementul
coopereaza cu celulele Sl si, astfel, participa n realizarea raspunsului imun specific.

Factorii celulari ai imunitarii congenitale (granulocitele PMN, monocitele-
macrofage, celulele natural-killer si dendritice, trombocitele etc. in majoritatea cazurilor
sunt primare in legarea antigenului. Cu toate ca legarea are caracter neimun, receptorii
acestor celule si adezinele poseda elemente de specificitate, interactionand cu anumite
grupari chimice native ale antigenului (glicoproteine si glicolipide, lipopolizaharide
etc.). Un grup dintre acesti receptori, legand patogenul, intensifica endocitoza cu
fagocitarea si scindarea enzimatica a Ag, altii induc sinteza de citokine. Lipopozaharida
(LPS), care ataseaza proteina-ligand serica a acesteia, se leaga cu receptorul CD14 al
monocitelor-macrofage, astfel activandu-le. Complexul LPS + proteina induce expresia
receptorului functional activ pentru IL-8 de pe neutrofile si intensifica migrarea lor.

Polimorfonuclearele (PMN) asigura ,,prima” linie de aparare a organismului,
avand ca forme celulare neutrofile, bazofile si eozinofile (microfage). Ele poseda
molecule HLA de clasa | si antigeni organo-specifici caracteristici tesutului mieloid.

Neutrofilele contin aloantigenii NA, NB, NC, NE, V (az) care pot fi testati n
reactia de aglutinare a leucocitelor cu utilizarea izoanticorpilor. Antigenii NAL1 si NA2
pot induce sensibilizarea persoanelor care nu poseda acesti Ag la transfuzia sangelui
(0,12% din cazuri) si reactii posttransfuzionale. Femeile NA-negative multipare la
imunizarea cu Ag NA fetali secreta anticorpi care pot induce neutropenia aloimuna a
nou-nascutului.

Neutrofilele leaga 1gG si IgE prin intermediul receptorilor Fcy si Fce, aparenti
dupa activarea lor, si astfel interactioneaza cu Ag si alergenii. Influentate de Ag solubili,

neutrofilele degranuleaza si elimina enzime si mediatori. Ele pot liza celulele acoperite
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de anticorpi, legandu-se prin receptorii sai Fc de fragmentele acestor imunoglobuline
(citotoxicitatea dependent de anticorp).

Eozinofilele dispun si ele de receptori de membrana Fc pentru IgG, IgE (CD23),
receptori pentru componentele complementului C3a, C3b, C4b si C5a, pentru factorul
de aglutinare a trombocitelor (PAF) etc. Dupa activare, in special prin IgE, eozinofilele
secreta mediatori preformati si metabolizeaza lipidele de membrana cu sinteza de
prostaglandine si leucotriene. Ele pot fi activate si de catre complexele imune, iar la
degranulare vor elimina diverse enzime, histamina, serotonina, PAF, prostaglandine,
leucotriene, multiple citokine care vor contribui la stabilirea starii de hipersensibilitate.

Bazofilele si mastocitele intervin, in special, in reactiile alergice de tip imediat,
datorita numarului major de receptori membranari pentru IgE. La legarea incrucisata a
ultimilor ele degranuleaza cu eliberarea mediatorilor activi (histamina, serotonina, PAF,
prostaglandine, leucotriene, factori chemotactici, heparina etc.) care participa n
realizarea manifestarilor clinice ale alergiei. Tn afara de IgE, principalul Ac sensibilizant,
mastocitele mai pot fi degranulate de catre 1gG4, conconavalina A, dextrani, ACTH,
diversi polimeri etc.

Sistemul fagocitar mononuclear (monocitele sangvine, macrofagele fixe si
circulante), poseda un spectru major de receptori pentru imunoglobuline, componentele
complementului, citokine si chemokine, pentru moleculele straine (receptori TLR -
(Toll line receptors, MSR etc). Ele realizeaza doua functii importante: recunoasterea,
fagocitoza, procesarea Ag strain cu eliminarea lui (profesie fagocitara), sau prezentarea
Ag procesat limfocitelor (functia de celule antigen-prezentatoare). In distructia
materialului fagocitat participa enzimele lizozomale, produsele toxice ale activarii
sistemului oxidativ (superoxid anionul, hidrogenul peroxid, singlet oxigenul etc.),
proteinele cationice (catepsina G etc.) cu actiune asemanatoare antibioticelor, oxidul
nitric (NO’). Macrofagele, in special cele activate, secreta multiple citokine si mediatori:
IL-1, -3, -6, -8, -10, -12, -15, -18, TNF-a, PG, IFN, factori ai complementului, enzime
etc. Functia reglatoare a macrofagelor se manifesta prin expresia actiunii lor asupra Ag
sau altor componente ale SI.

Astfel, macrofagele fagociteaza non-propriul si 1l elimina din organism,
anuléandu-i efectele nocive. Prin digestie moderata intracitoplasmatica creeaza ,,stocuri”
de epitopi, care realizeaza un anumit prag de concentratie si permite declansarea
reactiilor imune (se evita toleranta de ,,zona joasa”); prin retinerea Ag la nivelul
fagolizozomilor si eliberarea lor treptata, se evita ,,sufocarea” limfocitelor de catre
stimulul antigenic n exces (toleranta de ,,zona Tnalta™). Asupra celorlalte componente a
Sl actioneaza prin eliberarea de mediatori solubili, precum si prin interventia unor
subpopulatii de macrofage cu functii supresoare care intervin direct in mecanismele de
reglare.



Celulele natural killer (NK) si subpopulatia celulara K reprezinta o linie
Importanta si primordiala de aparare a organismului, pe care-l ajuta sa rejecteze celulele
modificate sau chiar alogrefele. Ele ucid fara restrictia MHC, celulele tumorale, in
special cele de origine medulara (leucemice). Poseda receptori Fcy, dar n-au receptori
pentru C si Ig de suprafata. Ele recunosc si leaga spontan tinta pe care o ucide in cateva
ore prin activarea proceselor litice. Activarea lor este dependenta de o serie de factori,
cum ar fi determinismul genetic, véarsta, unele citokine, medicamente, alimente, boli,
stres etc.

Trombocitele participa in reactiile imune. Poseda receptori pentru imunoglobuline
(1gG, IgE), componentele complementului (C1q, C3), pentru laminina (CD29, CD46),
trombina (CD42d), factorul Willebrand (CD42b), trombospondina (CD36), fibrinogen
(CD61, CD51), colagen (CD29, CD49), selectina CD62P etc. Dispun de antigeni HLA
si organo-specifici Zw (P1A), Ko (Sib), BAK, Yuk (Pen), Br. La contactul cu acesti
antigeni se pot secreta anticorpi cu aparitia reactiilor posttransfuzionale la indivizii care
nu poseda antigenii respectivi. Complexele imune, factorii de activare a complementului
si trombocitelor induc agregarea trombocitelor si eliminarea mediatorilor (histamina,
serotonina, prostaglandine, leucotriene, lizozim, enzime lizozomale, lizine B, factori de
stimulare a fagocitozei si chemotactismului leucocitelor, de activare a sistemului
chininic si coagulant etc). Poseda proprietati de adeziune (selectina P, CD62P) la
endoteliul alterat si alte celule, de aglutinare, de agregare, de secretie a mediatorilor si
factorilor trombocitari. Tn afara de participarea in coagularea sangelui si in inflamatie,
mediatorii si factorii trombocitari modifica reactiile imune.

Celulele dendritice (DC) sunt o populatie heterogena de celule mobile prezente in
toate tesuturile si in sange (1% din totalul leucocitelor sangvine). Proprietatile de
referinta ale acestora sunt:

* legarea, procesarea si prezentarea Ag proteice si lipoglicoproteice limfocitelor

T CD4, CD8 (cele interdigitale) si LB (cele foliculare);

» secretia si eliminarea citokinelor, chemokinelor care mobilizeaza si activeaza

alte leucocite;

* inducerea autotolerantei limfocitelor T in timus si Tn organele periferice;

* participarea in reactiile alergice si autoimune la activarea patologica;

e participarea in imunitatea antitumoralg;

» eliminarea celulelor moarte prin legarea lor de receptorul pentru vitronectina.

Celulele endoteliale si epiteliale contin multiple molecule de adeziune, care sunt
intens exprimate dupa activare (selectinele P si E), receptori pentru integrine ICAM - 1
si 3, receptori pentru chemokine, pentru IL-1, -3, -4, -6, TNF-a, IFN-y, Clqg. In
raspunsul autoimun si Tn inflamatie, endoteliul elimina citokina IL-1. La infectarea cu
diverse virusuri ( HSV tip |, al gripei, CMV etc.) si la actiunea citokinelor pe endoteliu,
apar receptori pentru IgG, C3b, se intensifica expresia moleculelor HLA de clasele I si

1l etc.
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Imunitatea locala a pielii si mucoaselor este influentata de dependentele dintre
celulele epiteliale, dendritice, limfoide, macrofage.

Factorii umorali ai imunitdrii congenitale includ sistemul complementului,
lizinele B, fibrinogenul, macroglobulina oy, lizozimul, IFN etc. Ei sunt prezenti in sange,
limfa, lichidul articular, lichidul cefalorahidian, precum si in diferite secretii — saliva,
lacrimi, lapte, sputa etc. si actioneaza imediat si spontan.

Complementul (C) este un sistem complex de proteine ale serului sangvin (peste
30 la numar) multe dintre care sunt proenzime. Sinteza si secretia lor sunt asigurate de
hepatocite si macrofage. Activarea sistemului complementului poate evolua pe cale
clasica, lectinica si alternativa, sub forma de reactii in lant cu reglarea procesului prin 7
proteine responsabile. Produsele scindarii se semnifica prin a si b, cele activate — printr-
o0 linie deasupra numarului componentului C. Poseda multiple efecte biologice, dintre
care mai importante sunt: opsonizarea, chemotactismul si liza Ag non-proprii. Prin
opsonizare se intensifica fagocitoza acestuia de catre celulele fagocitare, prin liza
(celulara etc.) are loc distrugerea lor, iar prin unele componente, eliberate in cursul
activarii, atrage celulele fagocitare la locul reactiei — (chemotactism) cu amplificarea
raspunsului imun.

Sistemul C Tn anumite conditii are si efecte negative:

- se poate fixa pe mastocite, trombocite sau PMN, ceea ce are drept rezultat
eliberarea de histamina si cresterea permeablitatii vasculare cu aparitia consecutiva a
socului anafilactic;

- poate favoriza precipitarea complexelor Ag-Ac (CAA) la nivelul peretelui
vascular (fenomenul Arthus) cu o gama larga de manifestari grave.

Calea clasica de activare a C (fig. 1) este indusa de complexul Ag-Ac in prezenta
ionilor de Ca++ si Mg++, de regula pe suprafata celulelor-tinta. Complexul Ag-Ac se
leaga cu C1qg (domeniile Cu4 pentru IgM si Cy2 — pentru 1gG). Complexul format
activeaza proteinazele Clr si Cls. Reglatorul acestei etape este inhibitorul C1,
deficienta acestuia conduce la activarea spontana a C, care se manifesta prin edemul
angioneurotic.
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Figura 1. Analogia dintre calea classica si cea alternativa de activare a
complementului

Proteaza C1s activeaza scindarea C4 in C4a (anafilatoxina) si C4b, care se leaga
fie de complexul C1, fie de celula-tinta. Ulterior, in prezenta ionilor de Mg++, la
complexul format se ataseaza C2a, fragment al scindarii C2 de catre Cls. Convertaza
C4b2a scindeaza componentul C3 in C3a (anafilatoxina) si C3b, care adera la
membrana celulara si stimuleaza formarea fragmentelor noi C3c, C3d (ultimul este mai
stabil si se testeaza in vitro). Legarea C3b de membrana celulei non-proprii blocheaza
catabolizarea lui de catre factorul de intensificare a disociatiei DAF (Decay
Accelerating Factor-CD55). Tn conditii normale, in sange se produce activarea
permanents, spontani a C3b, care, de reguld, este inactivata de DAF. Tn cantitati
excesive nsa, C3b se ataseaza la C2a, formand convertaza C5 (C4b2a3b) . Acest
complex macromolecular activeaza componentul C5 cu scindarea in C5a (anafilatoxina)
si C5b. Ultimul leaga C6 si C7 cu formarea complexului (C5b,6,7) , care se leaga de
membrana celulei si ataseaza ulterior C8 si C9. Agregatele (C5b,C6-C9), denumite
complexe membrano-atacante, se incorporeaza in membrana celulei-tinta, formand un
canal transmembranar prin care in celula patrund ionii de Na si apa si ies ionii de K,
proces ce determina liza celulara. Liza eritrocitelor favorizata de participarea C are
caracter intravascular si este dependenta de clasa si cantitatea de Ac.

Calea lectinica de activare (fara anticorpi) este indusa de colectine, proteinele
care leaga manoza. Etapele ulterioare sunt identice celei clasice. Calea alternativa de
activare a C (fig. 1) este nespecifica, fiind indusa de polizaharida a LPS peretelui
celulelor al bacteriilor (endotoxine), de imunoglobulinele agregate, remediile
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medicamentoase etc. Ele stimuleaza scindarea C3 in C3a si C3b. Componentul C3b,
fiind Tn exces, in prezenta ionilor de Mg++, se leaga cu factorul B seric (0 proteaza
serina inactiva). Complexul C3bB este scindat de factorul D (proteaza serica activa) in
Ba si Bb. Complexul C3bBb este convertaza pentru C3 a caii alternative de activare,
care intensifica scindarea C3. Tn conditii de norma el este instabil, dar poate fi stabilizat
de properdina (proteina P), pe care o activeaza. Convertaza caii alternative scindeaza
componentul C5 in C5a si C5b, etapele ulterioare de activare fiind identice celei clasice.
Tn procesul de activare a C se formeaza fragmente biologic active - C4a, C3a, C5a
(anafilatoxine) care induc eliberarea mediatorilor de catre macrofage, de granulocite,
degranularea mastocitelor. Clinic acest proces patologic se manifesta prin reactii
alergice, pseudoalergice, inflamatie si alterare celulara. Tn maladile Tnsotite de formarea
complexelor imune (bolile autoimune, infectiile), nivelul complementului scade.
Complementul stimuleaza fagocitoza si scindarea complexelor imune. Componentele C
activat se leaga cu receptorii respectivi de pe suprafata leucocitelor (C3b, iC3b, C3dg).
CR1 (CD35) — receptor de tip I, prezent pe eritrocite si leucocite, leaga C3b, asigura
adeziunea imuna, intensifica fagocitoza, scindeaza C3b (asemeni factorului H) si
stopeaza activarea C, care tempereaza inflamatia si alterarea tesuturilor. CR2 (CD21)
prezent pe limfocitele B ataseaza iC3b, C3dg, poate lega virusul Epstein-Barr, activeaza
celulele B. CR3 (CD11b/CD18) leaga iC3b, exprimat pe granulocite, limfocite,
participa in fagocitoza. CR4 (CD11c/CD18) este un receptor pentru iC3b si C3dg, fiind
present pe fagocite. Ca si CR3, se refera la familia integrinelor B, leucocitare (molecule
de adeziune). C1gR se gaseste pe macrofage, pe limfocitele B, pe endoteliu si leaga
complexele imune. Produsele de activare a complementului, interactionédnd cu acesti
receptori celulari, stimuleaza functiile leucocitare, induc inflamatia.

Imunoaderenta eritrocitelor acoperite cu C3b cu receptorii fagocitelor (monocite,
macrofage, neutrofile) va conduce la distructia lor in ficat, iar cele sensibilizate cu 1gG -
la hemoliza extravasculara in splina. Deficienta C determina carente imunitare.

Properdina este o glicoproteina implicata in activarea complementului pe cale
alternativa.

Lizozimul este o muramidaza care scindeaza mucopeptidele peretelui celular
bacterian si este produsa de macrofagele, neutrofilele prezente aproape in toate
tesuturile si fluidele organismului (plasma sangvina, saliva, sputa, lacrimi, lapte, mucus,
organele interne etc.). El intensifica fagocitoza, anticorpogeneza, potenteaza actiunea
antibioticelor.

Lizinele p sunt proteine serice cationice, termostabile, care poseda activitate
bactericida pentru B. subtilis si B. anthracis.

MBL (Mannan Binding Lectine) este o proteina de faza acuta cu functie de
opsonina n urma legarii ei de gruparile glucidice ale membranelor bacteriene cu
activarea C pe cale lectinica.
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Macroglobulina a, poate opsoniza practic toate bacteriile si inhiba activitatea
enzimelor. Complexul cu agentul patogen in prezenta calciului se leaga cu receptorul
CD91 prezent pe macrofage si alte leucocite si, astfel, intensifica fagocitoza si
dezvoltarea raspunsului imun.

Proteina C reactiva (PCR) face parte din proteinele plasmatice de faza acuta. Este
secretata de hepatocite si macrofage la actiunea IL-1, IL-6, TNF-a. Se leaga de
receptorii neutrofilelor, macrofagelor si limfocitelor T cu activarea acestora. Ca si Ac
prin participarea ionilor de Ca, ea se leaga specific de bacterii, fungi (fosforilcolina,
fosfotidilcolina, galactani neecranati), iar complexul format activeaza C pe cale clasica.
In consecinta, microbii sunt lizati sau opsonizati Tn urma activarii si aparitiei pe
membrana lor a componentelor complementului (C3b etc.), care contribuie la fagocitoza,
datorat receptorilor pentru aceste componente.

Fibronectina (globuling insolubila a frigore) este o adezina secretata de
macrofage, se leaga de bacterii, colagen si alte structuri celulare si acelulare, de fibrin si
heparina. Opsonizeaza bacteriile, inducand adeziunea lor la leucocite, care dispun de
integrine CD29/CDA49.

Interferonii (IFN) prezinta o grupa heterogena de molecule proteice secretate de
diferite populatii celulare (macrofage, fibroblasti, limfocite). Tn functie de caracterul
celulelor producatoare, IFN se divid in: o-interferon, w-interferon (leucocitar), p-
interferon (fibroblastic), y-interferon (imun, T-celular). IFN-o si IFN-o poseda
proprietati antivirale si antiproliferative (antitumorale). IFN-p intensifica expresia Ag
HLA pe celule, activeaza killerii naturali (NK) si fagocitele. IFN-y este produs, in
special, de limfocitele Thi, el intensifica actiunea antivirala si antiproliferativa a altor
IFN, concomitent avand si proprietati imunoreglatoare. IFN-y intensifica sinteza
antigenilor HLA care favorizeaza procesele de recunoastere si procesare a Ag, activeaza
celulele NK, limfocitele T si B, anticorpogeneza, adeziunea leucocitelor, fagocitoza.

Anticorpii naturali sunt detectabili in serul sangvin uman normal fata de antigene
cu care organismul respectiv nu a contactat (de ex, prezenta izohemaglutininelor fata de
Ag grupei sangvine ABO sau a Ag Forssman). Aparitia acestor tipuri de anticorpi
naturali este explicata prin mecanisme imunogenetice sau prin imunizarea fata de
antigene cross-creative (ex. anticorpii anti-grupa sangvina ABO datorat imunizarii cu Ag
bacteriene sau provenite prin nutritie). Sunt produse de limfocite B1 si sunt Ac de
afinitate joasa.

Imunitatea adaptiva specifica este realizata de celulele Sl, care recunosc Ag
straine de organism si dezvolta reactii specifice, prin care sa se denaturize, sa se elimine
antigenii in scopul mentinerii homeostazei. Rolul efector principal in activitatea Sl
revine limfocitului, efector al reactiilor imune mediate celular si umoral, capabil de
sinteza unor limfokine, de cooperari si autoreglari functionale, de memorie imunologica
etc. Dupa provinienta lor si directia functionala se desting doua clase principale de

limfocite: LT educate in timus, care efectueaza reactiile imune mediate celular si au o
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participare majora la controlul si supravegherea functiilor specifice de aparare si LB,
care sintetizeaza anticorpi. Intre populatiile T si B exista relatii de cooperare, de reglare,
de supraveghere si control.

Limfocitele sunt celule autonome care circula Tncontinuu in organism din
organele limfoide in torentul sangvin si limfatic, asigurand supravegherea antigenica a
tesuturilor, organelor, celulelor, transferul substantelor active. Migratia limfocitelor se
realizeaza cu participarea adezinelor, integrinelor, selectinelor si receptorilor ,,homing”,
care determina cantonarea lor la nivel de mucoase, piele, ganglioni limfatici etc., si
apreciaza diferentele fenotipice necesare pentru functiile efectorii n tesuturile
respective.

Caracteristicile de referinta a celulelor T sunt:

- se diferentiaza in timus cu aparitia a doua subpopulatii de celule naive (Ty),
dotate cu markeri CD3" CD4" (helperi) si CD3" CD8" (supresoare-citoxice);

- se cantoneaza n zonele paracorticale ale organelor limfoide periferice;

- dispun de receptori TCR aff sau yd genetic programate pentru interactiunea cu
Ag Tn asociatiile cu complexul CD3- transmitator al semnalului in celula;

- In tesuturi, sub influenta citokinelor, se diferentiaza:T, — helperii in Thl —
producatori de IL - 2 si IFN - y pentru raspunsul imun celular si Th2 — secretoare de IL-
4, IL-5 etc. pentru sinteza de anticorpi; T, supresoare/citotoxice in celulele T-killer
mature destinate pentru distrugerea celulelor-tinta;

- T-helperii recunosc Ag in complex cu moleculele HLA de clasa 1l (HLA-DR,
DP, DQ), iar supresoarele — cu HLA de clasa | (HLA - A, B, C);

- sunt responsabile de imunitatea celulara, sunt celule reglatoare etc.

Limfocitele B (LB) sunt descendente ale celulei stem hematopoietice, iar
diferentierea lor are loc la om in maduva osoasa si sunt responsabile de imunitatea
specifica umorala. Anticorpii neutralizeaza Ag non-propriu, faciliteaza opsonizarea si
activeaza complementul. Se disting doua subpopulatii principale de limfocite B: B-1 si
B-2. Subpopulatia B-1 apare din celula stem limfoida extramedulara si se cantoneaza in
cavitatea peritoneala si pleurala, amigdale si epiploon, si sunt celule ale imunitatii
naturale. Dispun de markerul CD-5 si secreta Ac de clasa M, G, A la polizaharide,
lipide, proteinele bacteriilor. Subpopulatia B-2 prezinta limfocite cu receptori
imunoglobulinici pe suprafata membranei pentru recunoasterea antigenului. La
stimularea antigenica, ele se maturizeaza Tn plasmocite — secretoare de anticorpi.
Limfocitele B mature migreaza din maduva osoasa in torentul sangvin si cantoneaza
prioritar in foliculele organelor limfoide periferice. Toate etapele de diferentiere a
limfocitelor B sunt asigurate de activarea si reorganizarea genelor respective care
controleaza sinteza lanturilor grele si usoare ale imunoglobulinelor. Exista 10°-10%
variante de celule B, initial programate pentru sinteza imunoglobulinelor — anticorpilor
de o anumita specificitate. Pe limfocitele B mature exista imunoglobuline legate de

membrana (mlg), prioritar migM si migD. Limfocitele B, prin receptorii lor, pot fi
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stimulate de antigenii timo-independenti (LPS sau polizaharide). Cu ajutorul T-
helperilor, limfocitele B reactioneaza cu alti Ag. La stimulul Ag apar clone limfocitare
T si B de memorie care asigura dezvoltarea raspunsului imun secundar de intensitate
majora.

Astfel, apararea organismului uman de antigenile straine se realizeaza de un
spectru larg de factori celulari si umorali ai rezistentei natural si imunitatii specifice,
care coopereaza ntre ei, asigurand n final mentinerea homeostaziei antigenice.

Capitolul 2. Caracteristica generala a antigenilor si anticorpilor

Antigenii (Ag) sunt substante recunoscute ca straine de organism, capabile sa
declanseze reactii imune specifice si sa reactioneze cu produsele acestor reactii,
respectiv cu anticorpii si celulele T imune. Ei pot proveni din afara organismului
(exogeni) sau din interiorul acestuia (endogeni). Indiferent de provenienta lor, odata
recunoscuti de catre elementele sistemului imun, Ag pot declansa urmatoarele reactii
imune:

- sinteza anticorpilor cu specificitate de recunoastere pentru ei;

- activarea proliferarii policlonale sau monoclonale a limfocitelor;

- instalarea memoriei imunologice;

- In unele situatii pot induce un raspuns imun exagerat (hipersensibilitate) sau pot
anula raspunsul imun (toleranta imunologica).

Pentru definirea capacitatii de inducere a reactiilor imune se folosesc doi termeni
diferiti: imunogenitate, care semnifica proprietatea de a declansa un raspuns imun si
antigenitatea, adica proprietatea Ag de a se combina cu Ac sau receptorii limfocitului
specific. Antigenii pot fi substante de origine bacteriana, virala, vegetala, animala,
umana care, din punct de vedere structural, pot exista sub forma de molecule, celule sau
tesuturi, iar, din punct de vedere chimic, pot fi proteine, glucide, lipide, glicoproteine,
glicolipide sau acizi nucleici. Antigenitatea si imunogenitatea sunt influentate de o serie
de factori dependenti de molecula de Ag (greutatea moleculara, calitatea de non-propriu,
rigiditatea moleculei, izomerismul optic, persistenta in organism, compozitia chimica,
modul de exprimare a epitopilor), specia de provenienta a Ag, modalitatea de
administrare a lor si cele care se refera la organismul-gazda (maturitatea sistemului
imun, varsta organismului si starea lui fiziologica). Tn componenta moleculei Ag exista
grupare purtatoare sau ,,carrier”, care este recunoscuta de catre limfocitul T si care
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poarta determinanti antigenici sau epitopi, recunoscuti de receptorii pentru antigen (fig.
2).

Epitopi (determinante antigenice)

R —

Figura. 2. Schema aplasarii epitopilor pe molecula de antigen

Gruparea purtatoare este responsabila de antrenarea populatiei T Tn raspuns, iar
epitopii — de specificitatea raspunsului imun. Rolul imunologic major revine epitopilor
care, de regula, sunt expusi in locurile cele mai periferice si mai accesibile ale moleculei.

Majoritatea Ag completi in natura sunt, de fapt, ,,mozaicuri” antigenice cu un
numar mare de epitopi, fiecare dintre acestia fiind recunoscuti de o clona de limfocite,
care are receptori predestinati sa-i recunoasca.

Specificitatea antigenica este determinata de interactunea complementara a Ag
numai cu Ac sau receptorii limfocitelor T ale unei clone. Ea este influentata nu numai
de compozitia chimica a moleculei, dar si de pozitia n spatiu a epitopilor.

Specificitatea Ag naturali este multipla: de specie, de grup, de organ etc.
Specificitatea antigenica de specie sau izoantigenica se caracterizeaza prin prezenta Ag
la toti indivizii unei specii (eritrocite, leucocite, muschii striati, molecule de albumina,
imunoglobulina etc.) si care se deosebesc de cei existenti la nivelul organelor, celulelor
sau moleculelor analoage ale altor specii. Specificitatea de grup sau alotipica este
caracteristica numai unor grupe de indivizi si nu tuturor membrilor unei specii. Acesti
Ag se numesc aloantigeni si se intalnesc, in special, la nivelul celulelor sistemului
sangvin si pe lanturile grele ale moleculelor de Ig. La nivelul eritrocitelor umane exista
cca 326 de antigeni grupati in 29 de sisteme aloantigenice.

Specificitatea de organ este caracteristica unor organe sau tesuturi, fara sa se tina
cont de specie (ficatul, cristalinul etc.). Tn organe si tesuturi predomina Ag de specie, si
nu cei specifici organului, care induc un raspuns imun intensiv.

Specificitatea de ,,stadiu evolutiv” sau de dezvoltare ontogenetica caracterizeaza
majoritatea celulelor organismului si, Tn mod special, pe cele care apartin sistemului
limfoid. De exemplu, la nivelul tesuturilor si lichidelor embrionare exista AFP, un Ag
specific acestui stadiu de dezvoltare timpurie a organismului, care la maturitate practic
dispare, reaparand numai in cazuri patologice, de exemplu Tn distrofiile si neoplaziile
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hepatice. Limfocitele T si B aflate in stadii timpurii de dezvoltare ontogenetica exprima
unii epitopi care dispar cand celulele ajung la maturitate functionala.

Specificitatea antigenica patologica Tn mod normal este absenta. Un interes
deosebit prezinta antigenii oncofetali (CEA, AFP etc.), care la subiectii sanatosi se
gasesc Tn cantitati extrem de mici (pg, ng), pentru ca la pacientii cu cancer de colon sau
cu leziuni hepatice sa fie exprimati abundent in ser si la nivelul unor tesuturi sau organe.

Antigenii heterofili se Tntdlnesc exprimati la nivelul tesuturilor diferitor specii,
uneori foarte indepartate filogenetic (antigenii Forssman, Rhesus, cei comuni unor
specii de mamifere si bacteriilor — fenomenul mimicriei antigenice). Existenta
heteroantigenilor poate fi utila in diagnosticul de laborator al unor infectii (antigenul
cardiolipin al bovinelor pentru testarea anticorpilor la sifilisul uman; antigenii comuni
rickettsiilor si proteusului in tifosul exantematic (reactia Weill-Felix) sau
mononucleozei infectioase (reactia Paul-Bunnell etc.), dar poate crea si multe dificultati.
Astfel, oamenii cu antigen de grupa 0 sau A reactioneaza mai slab la antigenii unor
germeni cum ar fi pasteurelele sau virusul variolei vaccinal (inainte de eradicarea ei).
Organismele persoanelor, care au epitopi comuni cu cei ai bacteriilor sau virusurilor
patogene, pot sia nu reactioneze imun, instalandu-se toleranta imunologica fata de
acestea sau, in cazul in care reactioneaza, anticorpii produsi vor distruge, in cele din
urma, si antigenii proprii, comuni cu cei ai antigenului invadator, provocénd
autoagresiune.

Valenra antigenilor este exprimata prin numarul de epitopi care pot reactiona cu
situsurile combinative ale anticorpilor. Antigenii pot fi monovalenti, bivalenti si
polivalenti. Antigeni compleri sunt cei care declanseaza reactii imune si reactioneaza in
Vvivo si in vitro cu produsii acestor reactii. Alti Ag pot reactiona in vitro cu Ac, dar nu
pot induce sinteza lor in vivo, deoarece sunt molecule mici, numite haptene. La legarea
cu moleculele cu masa moleculara mare, haptenele obtin imunogenitate. Remediile
medicamentoase, majoritatea substantelor chimice se refera la haptene. Ele induc
raspunsul imun dupa legarea cu proteinele (ex., albumina) circulante sau cu cele
celulare superficiale (eritrocite, leucocite). Tn urma acestei cuplari, ele induc secretia de
anticorpi capabili sa reactioneze cu haptena respectiva. La patrunderea repetata a
haptenelor in organism apare un raspuns imun secundar, adeseori in forma de reactie
alergica.

Antigenii timo-dependenyi necesita pentru declansarea reactiilor imune limfocite
T, pe cand cei timo-independenyi pot declansa sinteza anticorpilor de catre limfocitele B
si Tn absenta celulelor T. Tn functie de origine, Ag se clasifica in: naturali (componente
ale celulelor umane, animale, vegetale sau microbiene), artificiali (obtinuti prin
combinari artificiale ale unor componente naturale) si sintetici (fabricati de ,,novo” de
om 1in laborator). Antigenii naturali sunt proteinele, lipidele, polizaharidele, acizii
nucleici sau moleculele cu alcatuire heterogena de genul glicoproteinelor, glicolipidelor,

lipopolizaharidelor etc.
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Proteinele naturale sau cele modificate fizic ori chimic sunt, de regula, buni Ag,
care poseda imunogenitate. Au MM mai mare de 10 kDa (minimal 0,45 kDa) cu
structura rigida si sunt polivalente. Proprietati antigenice poseda proteinele serice ca
albumina, a-, B- si y-globulinele, hormonii, enzimele, precum si proteinele care intra in
componenta celulelor si tesuturilor organismului. Unele dintre ele au o importanta
practica majora: antigenii de histocompatibilitate, a caror sinteza este sub controlul
genelor MHC responsabile de conferirea individualitarii antigenice a tesuturilor fiecarui
individ, al celor de grupa sangvina (sistemele ABO, Rh, Kell-Cellano, MNS etc.), al
unor Ag de la nivelul membranei limfocitelor sau macrofagelor, care constituie markeri
pentru acestea etc. Gradul de imunogenitate depinde de structura sterica a Ag, de
genotipul organismului: unii Ag induc raspunsul imun imens, pe cand altii sunt slab
Imunogeni, aceasta avand importanta practica, in special la vaccinari.

Polizaharidele se gasesc sub forma de poliozide liniare sau ramificate. Lantul
specific lateral confera specificitate antigenica moleculei. Polizaharidele purificate au
putere imunogena slaba. Dextranii, desi au MM mare, fiind secretati de catre
Leuconostoc mesenteroides, sunt in anumite conditii imunogeni. Tn combinatii
moleculare cu lipidele si proteinele, stimuleaza formarea de anticorpi cu specificitate
fata de hidratii de carbon.

Lipidele sunt slab antigenice, dar pot avea calitati de haptene, mai ales cand sunt
cuplate cu anumite proteine, situatie n care se pot obtine Ac anticolesterol, antilectina,
anticefalina etc. Mai bine studiate sunt proprietatile antigenice ale cardiolipinei, care
este utilizata n diagnosticul imunologic al luesului. Lipidele confera proprietati
antigenice si functionale lipopolizaharidelor (LPS), endotoxinelor germenilor Gram-
negativi etc.

Acizii nucleici (ADN si ARN) sunt macromolecule slab imunogene in mod
obisnuit, dar pot induce sinteza de Ac atunci cand formeaza complexe cu unele
polizaharide sau proteine (existenta Ac anti ADN mono- sau dublu catenar in LES).

Lipopolizaharidele (LPS) sunt complexe macromoleculare din componenta
peretelui celular al germenilor Gram-negativi, alcatuite din fosfolipide si polizaharide.
Complexul se leaga de structura rigida a peretelui bacterian prin lipida A. Tn acest
complex, lipida A reprezinta regiunea care confera proprietati endotoxice, de stimulator
al functiilor macrofagelor, activator policlonal al limfocitelor. Tn doze mici induce
pirogenitate datorita activarii macrofagelor si eliminarii de catre ele a IL-1, TNF-a si
altor citokine, activarea policlonala timo-independenta a limfocitelor B si sinteza de Ac,
degranularea granulocitelor, agregarea trombocitelor. Se poate lega cu diverse celule ale
organismului, Tn special cu macrofagele. Tn doze mari inhiba fagocitoza, induce
toxicoza, dereglari ale functiei cardiovasculare, tromboze, socul endotoxic. LPS unor
bacterii sunt componente imunostimulante (prodighiosan, pirogenal).

Lectinele sunt Ag ubicvitari, prezenti la animale, bacterii si, in special, la plante.

Sunt proteine sau glicoproteine care leaga diferite molecule de hidrati de carbon.
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Exercita diferite efecte asupra limfocitelor (leucoaglutinare, blastogeneza, stimularea
eliberarii unor mediatori sau proteine efectoare etc.). Prezenta receptorilor de membrana
(106-107) pe limfocite si recunoasterea diferentiata a diferitor tipuri de celule permit
separarea si studierea unor populatii ale sistemului imun (Conconavalina A - ConA,
Peanut agglutinin — PNA etc.).

Peptidoglicanele (mureina, mucopeptida) peretelui celular al bacteriilor poseda
efecte imense de adjuvanti ai celulelor sistemului imun, intensificind raspunsul
nespecific la diferiti Ag. Ele activeaza macrofagele prin intermediul receptorilor pentru
serotonina.

Organismul uman contine un numar foarte mare de Ag care-i determina
specificitatea de specie, grupa. Dintre acestia, mai importanti sunt antigenii eritrocitari,
leucocitari gi tisulari.

Antigenii eritrocitari pot fi Tmpartiti in 3 grupe mari: a) antigeni heterofili, care,
in afara de om, se gasesc si la alte specii; b) antigeni de specie, comuni tuturor
oamenilor, si c) antigeni de grupa sau aloantigeni, specifici unor grupe de indivizi si
absenti la alte grupe. Dintre Ag eritrocitari, mai importanti sunt cei ai sistemului ABO,
Rh, MNS, Kell, Lewis etc. Antigenii eritrocitari sunt proteine (Ag sistemului Rhesus,
Kidd, Diego, Colton), glicoproteine (sistemul MNS, Gerbich, Lutheran) sau glicolipide
(Ag sistemului ABO, H, Lewis, I). Structura schematica a Ag eritrocitari si amplasarea
lor pe membrana eritrocitelor este elucidata in fig.3.

Figura. 3. Amplasarea antigenilor pe membrana eritrocitelor

Ag eritrocitare sunt repartizate in sisteme, colectii si serii (tab. 2)
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Sistemele de antigene eritrocitare (ISBT, 1980)

Tabelul 2

001 ABO ABO ABO, 4
9034.1-q34.2
002 MNS MNS GYPA, GYPB, GYPE 43
40928-031
003 P P1 P1 1
22q11.2-qter
004 Rh RH RHD, RHCE 48
1p36.2-p34
005 Lutheran LU LU 19
19q12-g13
006 Kell KEL KEL 24
7033
007 Lewis LE FUT3 6
19p33
008 Duffy FY FY 6
1922-923
009 Kidd JK JK 3
18q11-q12
010 Diego DI AE1 21
17912-921
011 Yt YT ACHE 2
(Cartwright) 7022
012 Xg XG XG 1
Xp22.32
013 Scianna SC SC 4
1p36.2-p22
014 Dombrock DO DO 5
Nu se cunoaste
015 Colton CO AQP1 3
7pld
016 Landsteiner- LW LW 3
Wiener 19p13.2-cen
017 Chido-Rodgers CH/RG C4A, C4B 7
6p21.3
018 Hh H FUT1 1

19913
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019 KX XK XK 1
Xp21.1
020 Gebrich GE GYPC 7
2014-g21
021 Cromer CROM DAF 11
1932
022 Knops KN CR1 8
1932
023 Indian IN CD44 2
11p13
024 Ok OK 1
025 Raph RAPH 1
026 JMH (John JMH 1
Milton Hagen)
027 I I 1
028 Globoside GLOB 1
029 GIL GIL 1

Pe granulocitele neutrofile au fost identificate 3 grupe antigenice: NA1 (HNA1a),
NA2 (HNA-1b), SH (HNA-1c), de asemenea, NB1, NC1, ND1, NE1, HGA-3a, b, c, d,
e. Mai rar sunt identificate GA, GB, GC, GR. In absenta antigenilor HNA la mama si
prezenta lor la fat (mosteniti de la tatd), la ea apar Ac de clasa IgG anti acesti Ag,
neutropenia aloimuna a nou-nascutului.

Pe limfocite a fost identificat un sistem de molecule antigenice leucocitare HLA
(Human Leucocyte Antigen) controlate de genele MHC (Major Histocompatibility
Complex). Sunt proteine ale membranei celulare cu specificitate individuala. Functiile
principale ale Ag HLA sunt: participarea in recunoasterea Ag exogeni, in cooperarile
intercelulare si formarea raspunsului imun; aprecierea predispozitiei la diferite maladii;
markeri ai ,,propriului”; induc reactii de regrefare a Ag incompatibili ai tesuturilor
transplantate ale donatorilor incompatibili. Genele MHC apreciaza specificitatea si
intensitatea raspunsului imun. Moleculele HLA autologe nu sunt antigenice pentru
organism si realizeaza functia de receptori pentru recunoasterea primara a antigenilor.

Trombocitele poseda mai mult de 20 de molecule antigenice diferite (HPA-1, -2, -
3, -4, -5 etc.), care pot fi identificate prin utilizarea anticorpilor. Ele sunt asociate cu
integrinele si pot fi cauza trombocitopeniilor aloimune la nou-nascuti si la transfuzia
plasmei sangvine (anticorpi) la adulti.

Antigenii endogeni (autologi). Tn conditii de norma exista autoanticorpi in
concentratii mici la autoantigenii organismului uman. Tn cazul modificarii
conformationale a moleculelor proprii, la dereglarea mecanismelor de supresie a
reactiilor autoimune (dereglarea autotolerantei) sunt secretati anticorpi si celule T imune,
care reactioneaza cu autoantigenii, inducand alterarea tisulara si a organelor care contin
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acest Ag. O varianta de autoantigeni sunt cei ,,patologici” ce apar in urma arsurilor,
actiunii radiatiei radioactive etc. Antigenii exogeni pot participa la formarea
autoantigenilor prin modificarea structurilor macromoleculare ale organismului. Exista
Ag naturali primari (cristalinul ochiului, tesutul nervos etc.), dobanditi secundari
(produsele alterarii tesuturilor de catre microbi, virusuri) sau complexele Ag
microbian+Ag tisular, Ag a frigore, sau al arsurilor, de iradiere etc.

Dupa apartenenta tisulara si celulara, sunt evidentiate urmatoarele tipuri de
substante organo-specifice si specifice tesuturilor care pot fi Ag: stromali (Ag fibrelor
elastice, colagenului etc.), celulari (membranari, citoplasmatici, nucleari etc.),
autoantigenii extracelulari (Ag fluidului intertisular, lichidului intercellular, etc.).

Competigia antigenica este o inhibitie a raspunsului imun fata de un stimul
antigenic, indusa de catre alt stimul atunci cand un Ag este inoculat Th anumite raporturi
cu un alt antigen. Competitia poate fi intramoleculara, intermoleculara sau secvengiala.
Tn cazul competitiei intramoleculare, partea mai imunogena a moleculei de Ag deprima
raspunsul imun fata de cea mai putin imunogena. De exemplu, fragmentul Fc al
moleculei de Ig este mai imunogen, concurand cu fragmentul Fab. Anticorpii anti-Fab
se obtin mai greu decat cei anti-Fc. Competitia intermoleculara se finregistreaza la
diferite molecule de Ag, una dintre ele depreséand raspunsul fata de celalalt. De exemplu,
globulinele serice sunt mai bune imunogene, concurand cu albumina serica. A treia
forma de competitie este cea secventiala, fiind de altfel si cea mai importanta din punct
de vedere practic, deoarece se realizeaza in timpul vaccinarilor. De obicei, primul Ag
inoculat concureaza cu cei inoculati la anumite intervale de timp dupa vaccinare.
Inhibitia realizata pentru Ag competitional ar putea fi explicata prin prezenta
moleculelor de Ac cu afinitate mai mare pentru epitopi, prin existenta de Ac anti-
determinantul antigenic supresat, prin generarea de catre primul Ag a proliferarii unor
limfocite sau monocite supresoare etc.

Cunoasterea mecanismelor care conduc la competitia antigenica are o mare
Importanta practica, deoarece pe baza acestor notiuni se pot folosi scheme de vaccinare
fundamentate stiintific, se pot face imunizari multiple pentru obtinerea unor seruri
Imune sau se pot face asociatii de vaccinuri polivalente, care sa dea mai bune rezultate
atunci cand sunt inoculate in scop preventiv, pentru vaccinarea populatiei.

Imunoglobulinele (1g) prezinta o grupa de proteine inrudite cu functii de anticorp
(Ac), care exista sub forma de molecule libere sau de receptori pe membrana
limfocitelor B-efectoare. La electroforeza, Ig migreaza in mare parte in zona vy-
globulinelor si mai putin in cea a globulinelor B. Sinteza lor este realizata de catre
limfocitele B ajunse in faza de maturare finala (plasmocit). Se gasesc in plasma, in
lichidele extravasculare si in diferite secretii exocrine. O parte din molecule se fixeaza
citofil pe receptorul pentru Fc de pe membrana macrofagelor, limfocitelor B,
granulocitelor PMN, mastocitelor, bazofilelor etc.
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Termenul de imunoglobulina se utilizeaza pentru semnificatia unei proteine
structurale tipice, iar termenul anticorp pentru accentuarea functiilor — interactiunii
specifice de legare cu epitopul antigenic. Imunoglobulinele se deosebesc de globulinele
serice normale prin capacitatea de reactie specifica cu Ag care le-a determinat sinteza,
prin sensibilitate la unele enzime (pepsina, tripsind), prin constanta de sedimentare,
viscozitate etc. Moleculele de Ig fixeaza complementul (C), activeaza fagocitoza prin
mecanisme opsonice si pot strabate diferite bariere ale organismului. Ele se Tmpart n
clase, subclase si diferite subtipuri antigenice (fig.4). Structural, molecula de Ig
monomera este formata din doua lanturi grele H (Heavy) si doua lanturi usoare L (Light),
unite prin legaturi disulfidice si necovalente. Exista si punti disulfidice intercatenare si
intracatenare, care leaga un lant H de unul L (L-H), precum si intre lanturile L (L-L), H
(H-H). Fiecare lant este constituit din portiuni globulare compacte denumite domenii:
doua pentru lantul L (V si C) si 4 pentru lantul H (V, C1, C2 si C3). Exista doua tipuri
de lanturi usoare: k-(kappa) si A (lambda). Lanturile H se deosebesc prin proprietatile
sale antigenice si apreciaza clasa imunoglobulinelor: p (miu) pentru IgM, y (gama)
pentru 1gG, a (alfa) pentru IgA, € (epsilon) pentru IgE, & (delta) pentru IgD. Lanturile H
si L contin regiuni variabile (Vy si V.) si constante (Ci, Ch1, Cpz, Chs si Crg pentru IgM
si IgE). Enzima papaina scindeaza molecula Ig in 3 fragmente, dintre care doua leaga
antigenul — fragmentele Fab (Fragment Antigen Binding) si unul care cristalizeaza —
fragmentul Fc (Fragment Crystallizable).

Situsul combinativ (SC), situat la extremitatea NH, terminala a fragmentelor Fab,
este locul prin care molecula Ig recunoaste si leaga specific epitopul Ag. El se compune
din ariile variabile si hipervariabile de pe Vg si VL. Secventa aminoacida are un grad
diferit de variabilitate: cele mai putin variabile au fost denumite ,,regiuni cadru” sau FR
(Frame Work = cadru) si au rol in mentinerea stabilitatii lantului, iar cele hipervariabile
— ,regiuni de determinare a complementaritatii” sau CDR.

Legarea situsului combinativ cu epitopul Ag este asigurata de adeziunea
structurilor Tn baza interactiunilor fizico-chimice. Regiunea ,balama” constituie o
secventa care uneste fragmentele Cy; cu Cy; ale lanturilor grele si care confera rigiditate
moleculei, permitdnd fragmentelor Fab sa se orienteze n spatiu in diferite pozitii. Cand
molecula Ig leaga Ag, domeniul Cy, al fragmentului Fc leaga complementul, iar
domeniul Cys confera moleculei posibilitatea de a se lega cu receptorii Fc ai leucocitelor
etc.

Imunoglobulinele sunt heterogene din punctul de vedere al specificitatii lor:
izotipice — prezente la toti indivizii unei specii si exprimate in clase si subclase de Ig;
alotipice — definesc caracterul antigenic particular al acestora, aparut la un grup de
indivizi din cadrul aceleiasi specii, ca urmare a unor modificari minore in secventa
aminoacizilor de la nivelul regiunilor constante ale lanturilor H sau L (Gm, Am, InV,
ISF etc.); idiotipice — exprima o enorma varietate de specificitati secretate de un individ.
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Caracteristica claselor de imunoglobuline cu proprietati functionale particulare este

elucidata Tn tab 2.

Lanturile usoare (L)
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Figura 4. Structura moleculelor imunoglobulinice
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Monomerul
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Dimerul
lgA

Pentamerul
lgM

L

Legenda:

H — lantul greu;

L — lantul usor,;

J — lantul de unire;
CS [J componentul
secretor

Tabelul 2
Proprietati imunobiologice si fizico-chimice ale diferitor clase de imunoglobuline

Clasa de imunoglobuline
IgM IgD

Proprietati

IgA IgE

Lantul greu este de tip
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72K2

o oK, sau
o oo §i

(H2K2)s+]

3.k, sau
Formula moleculara sau  |(0pky),+J+CS| sau (u 2 ZSZX €2K, sau €0,
VoA sau Ao)s+ J 2f2
(a2h2)2+J+CS
Concentratia n ser (g/l) 8-12 1,4-4,0 0,5-19 | 0,03-0,4 0,0001
Greutatea moleculara 170 1n ser,
150-160 400 Tn 900 185 190
(kDa) )
sectetll
Concentratia ] 60 60 20 o5 50
extravasculara (%)
Coeficient de
: 7 7;9;11 1 7
sedimentare (S) o o 8
Greutatea lantului H
’ 72
(kDa) 53 56 65 69
Numarul iil
umary domeniilor 3 3 4 3 4
lantului H
Hidrati de carbon (%) 2-5 8-10 10-12 12-15 11-12
Numarul subclaselor 4 2 - - -
Numgrul §|tusurllor 5 246 5 sau 2 ) )
combinative (valenta)
Prezenta lanturilor de
_ - + + - -
unire J
Prezenta componentului + (secretorii)
secretor (CS)
Rezistenta la
: + + + - -
temperatura +56°C
Rezistenta la 2-
’ ++ +/- - ++ -
mercaptoetanol
Determinante izotopice 1:2:3: 4 1:2 ] ] )
(subclase)
Determinante  Gm (H) + - - - -
alotipice: InV/(L) + + + - -
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Am - +
Sinteza (mg/kg/zi) 30 8- 27 6-8 0,4 ?
Catabolism (%/zi ) 3 12 14 ? 2,5
Pgrloada de injumatatire | 21 (la . 5 1 28 2 3
(zile) 19G3=7)
itat fixar
Capac aeade_ are a + (IgG4 s
complementului (calea -* - -
. nu)
clasica)
Pasajul transplacentar + - - - -
macrof
+ - - - -
age
Legarea la :
mastoci
receptorul te - - - - +
Fc de pe
limfocit
+ + + ? -
e
Legarea SPA (proteinei N ) ) ) .
A) '
Nota: * IgA activeaza C pe cale alternativa. CS — componentul secretor; J — langul de unire

Imunoglobulinele clasei M (IgM) reprezinta cca 5-10% din totalitatea
imunoglobulinelor circulante (macroglobulina serica). IgM consta din 5 monomere
(ugKk2 Sau ppd, ) unite prin punti disulfidice si un lant de unire suplimentar J (Joining
chain), care confera aspectul de stea sau de masa cu picioruse, cu 10 situsuri de
combinare situate la periferia pentamerului. Gradul de glicolizare este major. IgM
activeaza pe cale clasica C prin fixarea componentelor C1q la Cyp, fiind de 100 de ori
mai eficienta decat IgG in citoliza celulelor. Sunt Ac aglutinanti si neutralizanti ai Ag
particulare (de ex. hemaglutininele anti-A si anti-B). IgM este prima clasa de Ig produsa
de plasmocite si principala clasa care apare in raspunsul imun primar. Predomina in ser
(volumul mare nu-i permite trecerea in spatiile extravasculare sau transplacentar), dar
poate fi secretata in mucoase, unde asigura protectia acestora. Forma monomera
membranara a IgM (mlg) constituie receptorul pentru Ag al limfocitelor B. IgM 1n
forma monomera se gasesc in ser in concentratii foarte mici, care insa cresc in unele
stari patologice (macroglobulinemiei Waldenstrom, infectia citomegalovirala,
toxoplasmoza etc). Cresterea considerabila a IgM monoclonale in ser si tendinta de
polimerizare conduc la instalarea unui ,,sindrom de hiperviscozitate”, care de multe ori
poate fi fatal pentru pacienti (macroglobulinemia Waldenstrém).
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Imunoglobulinele clasei G (IgG) apar in cantitati majore in raspunsul imun
secundar, constituie 70-85% din totalul imunoglobulinelor. Moleculele de Ac IgG, care
apar in cursul stimulului antigenic secundar sau prin comutare dupa stimulul primar,
inhiba sinteza Ac din clasa IgM printr-un proces de reglare inversa (sau feedback)
concurdnd cu Ag. Este unicul Ac care traverseaza placenta si asigura protectia
antiinfectioasa la fat si apararea la nou-nascut, dar poate induce si procese
imunopatologice in cazul conflictului dintre mama si fat. Contine glucide (sunt
glicoproteine). La om exista 4 tipuri de lanturi y cu diferente structurale si functionale
minore, denumite y1, y2, v3, y4, care formeaza subclasele 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
coraportul procentual al lor fiind de 60:20:15:5. Sinteza diferitor subclase de IgG este
conditionata de natura Ag, de ex. cofactorul VIII stimuleaza sinteza 19G4, AgD (Rh) al
celor IgG1 si 1gG3, iar toxina difterica si tetanica — a celor IgG1. La legarea cu Ag IgG
activeaza C pe calea clasica. Preparatele de 1gG (purificate) sunt utilizate in scop
substituent la deficitul lor si in cazul infectiilor severe. Pe de alta parte, ele sunt utilizate
n terapia maladiilor alergice si autoimune datorita supresiei raspunsului imun.

Imunoglobulinele clasei A (IgA) constituie 15-20% din totalul Ig din circulatia
sangvina. Sunt prezente in serul sangvin (in forma monomera, serica) si in secretiile
mucoaselor (secretorie, in forma de dimer si trimer). Ultimele dispun de lantul J care
uneste 2 sau 3 monomere si componentul secretor (SC) intr-o molecula unica.
Componentul secretor este o glicoproteina secretata de celulele epiteliale care asigura
transportul IgA prin epiteliu si rezistenta la enzimele proteolitice din diferite secrete.
IgA secretorie (sIgA) asigura imunitatea locala, blocheaza adeziunea microorganismelor
la epiteliul mucoaselor, opsonizeaza celulele microbiene, neutralizeaza unele toxine,
intensifica fagocitoza, aglutineaza microbii (bacterii, fungi).

Concomitent slgA franeaza adsorbtia si reproductia virionilor in celulele
epiteliale. Tn diferite secrete ale organismului uman, sIgA se gaseste in concentratii
diverse (mg%): 28 — in saliva, 151 — in colostru, 7 — in lacrimi, 10-70 — Tn secretiile
bronsice, 75 — in intestinul subtire, 50 — Tn vezicula biliara, 25 — in prostata, 6 — n
secretele vaginale. Spre deosebire de aceste secrete unde predomina sIgA, in altele
(lichidele sinoviale, amniotic, pleural, cefalorahidian etc.) predomina I1gG, raportul
IgG/IgA fiind de cca 5/1. IgA secretorie poseda o capacitate bactericida mare, fiind de 8
ori mai activa fata de E.coli decat IgM si de 25 de ori decéat 1gG. Ele au un mare rol in
apararea locala antivirala. Copiii se nasc fara IgA serica, insa o primesc prin laptele
matern, care contine IgA Tn concentratii majore. Sinteza proprie a IgA incepe cam la 30
de zile de la nastere. De aceea, copiii sugari care se alimenteaza natural cu lapte matern
sunt mai putin expusi la infectiile intestinale si respiratorii, Tn comparatie cu cei cu ratia
alimentara mixta sau artificiala. Indivizii cu deficit IgA (cca 1 la 700 de subiecti) sunt
susceptibili la boli autoimune, la infectii respiratorii, gastrointestinale etc. Tn serul
acestora, nivelul IgG si IgM se mentine in limite normale. Ambele subclase de IgA

(IgA1 si IgA2) sunt mult mai rezistente comparativ cu alte Ig la digestia proteolitica,
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ceea ce le confera un avantaj considerabil pentru supravietuirea lor in lichidele biologice
si secretele care contin enzime proteolitice. Complexele Ag-IgA pot activa C pe cale
alternativa.

Clasa imunoglobulinelor D (IgD) se gaseste in serul sangvin in concentratii foarte
reduse (cca 40 mg/l) si constituie 1% din totalul imunoglobulinelor. Tn plasma sangvina
exista sub forma de molecule solubile (0,03-0,4 g/l) si sub forma de receptori pentru Ag
pe membrana limfocitelor B. Imunoglobulina D nu fixeaza complementul, nu
traverseaza placenta, nu provoaca degranularea mastocitelor. Concentratia IgD creste in
ser de la nastere pana la 15 ani, dupa care ramane constanta pe parcursul vietii, cu
exceptia unor stari patologice ca astmul bronsic, boala reumatoida, maladia Hodgkin,
leucemia limfatica cronica, LES, mielomul IgD unde se inregistreaza valori mai mari.
Pragul IgD seric creste in serul femeilor gravide, mai accentuat in momentul expulziei
fetusului, precum si in unele infectii la copii. Au fost identificati Ac IgD fata de
peniciling, insulina, toxina difterica, lactoproteine etc.

Imunoglobulina clasei E (Ac reaginici sau Ac sensibilizanti ai pielii) se gaseste n
ser in cantitati extrem de mici (0-100 Ul/ml), in forma monomera. Concentratia IgE
creste semnificativ in alergoze (astmul bronsic, polinoze, urticarie, eczeme atopice etc.)
si Tn invaziile parazitare (ascaridoza, toxocaroza, lambliozi, echinococoza etc.). Tn
colostru concentratia imunoglobulinei E este crescuta, de ordinul sutelor de nanograme,
dar ulterior in laptele matern scade, ramanand la valori crescute numai la mamele cu
maladii alergice. Este termosensibila (denaturarea la 56°C timp de 30 de minute), se
leaga citofil la receptorii FceRI de pe membrana mastocitelor, bazofilelor, inducand
degranularea acestora si eliberarea de amine vasoactive (histamina, serotonina, SRS-A
etc.) atunci cand sunt legate incrucisat de Ag (alergeni). Este responsabila de
fenomenele inflamatoare din alergii (hipersensibilitate de tip imediat I). Prin intermediul
receptorilor FceRIl (CD 23) de pe monocite si macrofage, IgE mediaza reactiile
citotoxice fata de paraziti si fagocitoza particulelor de catre monocite. Complexele
imune cu IgE nu activeaza complementul.

Nou-nascutul contine in sdnge numai IgG de origine materna (8-10 g/l), nivelul
caruia scade la a 3-a — a 5-a luna de viata (pana la 5 g/l), ulterior creste din contul
sintezei proprii. Cantitatea de IgM este minora (0,02-0,1 g/l) cu majorarea ei la 1 an.
IgA si IgE sunt absente. La varsta de 2 ani, nivelul tuturor Ig este apropiat de valorile
normale ale adultilor, dar concentratiile analoage maturilor se constata la varsta de 10
ani.

Concluzionand materialele elucidate asupra 1g (Ac), mentionam faptul utilizarii
lor in practica medicala. Sunt utilizate ca substituenti imuni in deficitele congenitale
(hipogamaglobulinemia, sindromul de imunodeficienta combinata — SCID, deficit izolat
de IgA si/sau 1gG), imunodeficientele secundare (hipogamaglobulinemia tranzitorie a
prematurului sau nou-nascutului, infectia cu HIV, hipogamaglobulinemia din maladiile

limfoproliferative cu risc crescut de infectii, hipogamaglobulinemia datorata unui
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consum excesiv, infectiile septice acute dupa arsuri). Tn scop profilactic sau terapeutic,
sunt utilizate in infectiile bacteriene (difterie, tetanos), virale (rubeola, varicela etc.),
contra toxinelor produse prin muscaturi de vipera sau intepaturi de insecte etc.
Administrarea unei cantitati mari de Ig i.v. se realizeaza pentru producerea unei
imunodepresii  in  sinteza de autoanticorpi in Dbolile autoimune (purpura
trombocitopenica autoimuna, idiopatica, neutropenia autoimuna, anemia autoimuna,
artrita reumatica juvenila, poliartrita reumatoida, dermatomiozita, polineuropatia
cronica demielinizanta), alergice (19G4).

Se mai disting anticorpi naturali si imuni. Cei naturali se gasesc in organism fara
imunizare prealabila (de ex., anticorpii anti-A si anti-B antieritrocitari, cu referire
prioritara la IgM). Se intalnesc Ac naturali cu activitate antimicrobiana — factori ai
Imunitatii naturale si de specie. Acesti Ac-IgM sunt produse ale subpopulatiei
limfocitare B-1. Tn cantititi minore in singe exista si ,,Ac normali” capabili si
interactioneze cu Ag proprii ai organismului (Ac autologi), care stimuleaza diferentierea
celulara. Anticorpii imuni apar in serul sangvin dupa imunizarea cu Ag (izoantigeni,
autoantigeni, bacterii, virusuri, protozoare, fungi, toxine, etc.).

Tn functie de temperatura optimala de interactiune cu Ag, se cunosc Ac a frigore
si calzi. Anticorpii a frigore manifesta activitate citotoxica la temperatura de 3-15°C in
prezenta complementului. Mai frecvent apartin IgM cu activitate antieritrocitara,
antileucocitara. Anticorpii la cald au temperatura de actiune optima intre 20°C si 37°C.
Anticorpii, care dispun de 2 si mai multe situsuri combinative, sunt numiti compleri, iar
cei cu un singur centru activ de legare a Ag — incomplefi. Mecanismele de actiune ale
Ac sunt diverse si includ: neutralizarea centrelor active ale toxinelor (efect neutralizant);
formarea complexelor Ag-Ac cu activarea C si liza ulterioara a celulei (efect lizant);
opsonizarea obiectelor de fagocitoza (intensificarea fagocitozei); legarea cu receptorii
Fc ale leucocitelor care obtin capacitatea de interactiune specifica cu Ag (efectul
»armant” al Ac); Ac anti-receptori la legarea cu receptorul corespunzator blocheaza sau
stimuleaza functia celulei (efect blocant sau stimulator); Ac poseda activitate enzimatica
si pot scinda lent unele substrate (activitate abzima). La imunizarea cu Ag, in serul
sangvin apare un spectru larg de Ac cu diversa afinitate ca rezultat al stimularii diferitor
clone celulare B. Astfel, anticorpii imuni policlonali si serul obtinut contin un amestec
de imunoglobuline de diferite clase.

Complexele imune se formeaza la interactiunea situsurilor combinative (paratop)
ale Ac cu epitopii Ag in mediu neutru (pH 7,2-7,3). La modificarea pH mediului (acid
sau bazic), complexele imune disociaza in molecule libere de Ag si Ac. Interactiunea
Ag cu Ac induce fenomene de aglutinare, precipitare si liza. Complexele imune
activeaza C pe cale clasica prin legarea componentului C1q cu fragmentul Fc (domeniul
Ch2) al 1gG sau IgM. Daca acesti Ac au specificitate anti-antigeni membranari, atunci
celula va fi lizata. Complexele imune leaga receptorul CR1 al eritrocitelor, fiind
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utilizate n splina, sau receptorii Fc al leucocitelor (neutrofile, macrofage), fiind

fagocitate si scindate. Tn cazul cumularii lor patologice, apar reactii imune complexe.
Anticorpii monoclonali au fost elaborati Tn baza tehnologiei hibridomei somatice.

Au specificitate restransa numai fata de un singur epitop al Ag. Pentru obtinerea lor,

soarecii sunt imunizati cu Ag (celule sau forma solubild), iar din splina lor este recoltata
suspensia celulara (fig. 5).
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Figura 5. Principiul producerii anticorpilor monoclonali

Limfocitele B din suspensia obtinuta au functia de secretie a anticorpilor. Dupa
fuzionarea celulelor B obtinute cu celulele neoplazice ale plasmocitomului murin cu
capacitate de multiplicare si proliferare intensa, se adauga mediul de cultura HAT
(hipoxantina, aminopterina si timind) n care celulele neoplazice vor pieri din cauza
deficitului de hipoxantinfosforiboziltransferaza. Celulele normale, care n-au capacitatea
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de multiplicare a celor neoplazice, mor in cursul pasajelor urmatoare, ramanand viabile
doar numai celulele hibride, care au mostenit atat capacitatea de proliferare, cat si cea de
catabolizare a hipoxantinei. Acestea sunt dispersate in placi cu godeuri, distribuindu-se
cate o singura celula in fiecare godeu. Dupa timpul necesar proliferarii celulei, deci a
proliferarii unei clone celulare, se determina natura Ac sintetizat si eliberat in mediul de
cultura. Se selecteaza clona dorita care se multiplica in vitro n continuare, dupa care se
inoculeaza intraperitoneal la soarece, unde va prolifera si va sintetiza Ac de unica
specificitate (la un epitop al Ag). Anticorpii monoclonali (AcMo) au oferit un procedeu
de diagnostic important pentru detectia markerilor populatiilor celulare, hormonilor,
mediatorilor, Ag bacteriilor, virionilor etc. Au fost obtinute si heterohibridoame (celula
umana formatoare de Ac + celula B neoplazica murina) care produc Ac umanizati anti-
Ag respectivi.

Cvadroma sunt celule care apar la fuzionarea a 2 hibridoame. Ele secreta Ac
bifunctionali cu centre active la diferite Ag.

Anticorpii himerici sunt Ac artificiali in care partea constanta a lanturilor este
sintetizata de genele umane, iar cea variabila — de genele hibridomului murin. Mai
exista molecule de imunoglobuline omogene normale si patologice. Este cazul
polizaharidelor pneumococice formate din simple unitati repetitive, care induc formarea
de Ac omogeni in concentratie ridicata, similari celor din proteinele mielom.

Imunoglobulinele patologice apar in cazul proliferarii neoplazice a unei clone de
limfocite, care secreti Ac spontan cu o specificitate unica fata de un anumit epitop. Tn
multe cazuri de afectiuni limfoproliferative pot sa apara in circulatie cantitati mari de
lanturi H sau L incomplete ori unite in fragmente anormale, similare prin modul de
sinteza a proteinelor mielom. Dintre acestea mai cunoscute sunt proteinele Bence-Jones
si fragmentele de lanturi a, B, p identificate in sdngele sau urina pacientilor cu mielom
sau limfoame maligne. Proteinele Bence-Jones sunt dimeri de lanturi usoare de tip Lk
sau LA, eliminate n urina bolnavilor cu mielom sau macroglobulinemie. Sunt proteine
omogene sintetizate de catre limfocitele maligne, apartinand unei clone. Dimerul Bence-
Jones ar fi o imunoglobulina primitiva cu o functie biologica, respectiv specificitate de
anticorp necunoscuta.

Lanturile grele patologice apar in limfomul malign al intestinului subtire si Tn
patologia asociata cu sinteza proteinelor Bence-Jones. Este cazul absentei domeniului
Cu1, pe cand sinteza lanturilor L este absoluta. Hiperproductia lanturilor grele anomale
si depozitarea lor in tesuturi poate conduce la amiloidoza. Nivelul lor in sénge este mai
mare de 20 g/l. Crioglobulinemia este insotita de sinteza lg, care precipiteaza la
temperaturi joase si se constata in mielom, maladiile autoimune, infectii, leucemii etc.

Sinteza imunoglobulinelor are caracteristici particulare si include urmatoarele
etape: sinteza lanturilor polipeptidice, asamblarea moleculei, aditia componentelor
glucidice, polimerizarea si eliminarea moleculeor de imunoglobulina, comutarea
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sintezei moleculelor de Ig. Toate aceste procese sunt sub controlul genetic atat din punct
de vedere al sintezei lanturilor, cat si al asamblarii moleculelor de imunoglobuline.
Antigenii care au patruns Tn organism circula in torentul sangvin cca 24 de ore,
ulterior cantitatea principala depozitandu-se in ganglionii limfatici. Raspunsul imun la
Ag, de regula, finiseaza cu acumularea Ac, LT imune si stabilirea memoriei
imunologice. Tnsa aceasta reactie poate avea caracter abortiv, incomplet, daca Ag este
slab imunogen sau celulele si factorii umorali ai rezistentei nespecifice (macrofagele,
NK, complementul etc.) l-au eliminat rapid. Stimularea naturala cu Ag conventional-
patogeni persistenti pe piele si mucoase conduc la mentinerea de fond a proliferarii
celulelor Sl, iar celulele B secreta unele imunoglobuline. Numai stimularea antigenica
Imensa induce raspunsul imun evident, care include toate etapele de interactiune a
celulelor sistemului imun. Dupa primul contact cu Ag, limfocitelor B incep sa
sintetizeze imunoglobuline cu functie de Ac, sinteza care se desfasoara in patru etape
distincte: faza de latenta, de crestere exponentiala sau ,,logaritmica”, de stagnare si de
declin. Tn faza de latenta are loc recunoasterea Ag striin, fagocitarea, procesarea si
prezentarea lui de catre celulele APC limfocitelor Th cu activarea celulelor B si sinteza
de Ac. Durata acestei faze este determinata de o multitudine de factori cum ar fi calea
de inoculare, doza de antigen inoculata, imunogenitatea lui etc. Tn general, aceasta faza
dureaza 2-3 zile. Urmeaza o faza de ,,sinteza” activa” sau de ,,crestere logoritmica” care
dureaza cca 4-6 zile si in care se inregistreaza cresterea constanta a titrului de Ac,

urmata de o scurta faza de stagnare si apoi de una de declin (fig. 6).
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Figura 6. Dinamica sintezei anticorpilor dupa stimulul antigenic primar, a-pe-
rioada, de latenta; b - faza de crestere logaritmica; c - faza stationara; d - faza de declin
- IgM; - 1gG.

Primii care apar sunt anticorpii de clasa IgM, iar peste 2-3 zile sunt detectati si
Ac claselor 1gG, IgA al caror nivel este insa extrem de scazut, dar care creste pe masura
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ce titrul anticorpilor IgM Tncepe sa scada. Cresterea populatiei de molecule IgG este
asociata cu scaderea celor IgM, care dupa cateva saptamani dispar total din circulatie.

Moleculele de imunoglobuline sintetizate dupa stimul antigenic primar sunt
extreme de heterogene atét din punct de vedere al izotipului, cat si din cel al afinitatii
lor. La sfarsitul perioadei de stagnare si inceputul celei de declin, in ser exista molecule
de Ac de clasele IgM, 1gG, IgA. Dupa ce au disparut anticorpii IgM, persista un prag de
concentratie foarte scazuta, clasele 1gG si IgA, persistenta care poate dura un timp
variabil. Anticorpii de raspuns primar au doua caracteristicii majore: apartin
predominant clasei IgM si au o afinitate pentru antigen extreme de diferita. Dupa 12-16
zile, ei sunt nlocuiti cu anticorpii de clasa IgG, a caror concentratie in ser se mentine in
limite foarte scazute.

Dupa un al doilea contact al organismului cu acelasi antigen, se induce
»raspunsul imun secundar” (fig.7).

Figura 7. Dinamica sintezei anticorpilor 1gG dupa stimulul antigenic secundar, a -
perioada de latenta; b - perioada de crestere logaritmica; c - faza stationara; d - faza de
declin.

Acesta se caracterizeaza prin aceea ca poate fi declansat de catre o cantitate mica
de antigen, precum si prin faptul ca anticorpii apar rapid, ating concentratii mari in ser,
apartin clasei 1gG si au afinitate mare si aviditate mica pentru agentul declansator,
deoarece au numai doua situsuri combinative spre deosebire de anticorpii IgM care au
10 situsuri. Cel putin doua mecanisme sunt responsabile de aceste fenomene: a)
existenta limfocitelor T si B de memorie si b) cooperarea intre limfocitele T si B, care
este eficace si absolut indispensabila pentru generarea anticorpilor din clasa 1gG. Deci,
diferentele dintre raspunsul imun primar si cel secundar sunt de ordin cantitativ si
calitativ. Cele de ordin cantitativ se refera la cantitatea foarte mare de anticorpi
sintetizati Tn cursul raspunsului imun secundar, sinteza care se mentine un timp nde-

lungat in comparatie cu sinteza ,,modesta”, care. are loc dupa stimulul antigenic primar.
Cele de ordin ,,calitativ” se refera la clasele de imunoglobulina sintetizate: IgM
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dupa stimulul primar si IgG dupa cel secundar. Aceste caracteristici sunt general
valabile pentru orice raspuns umoral (tab. 4). Exista insa si unele variante particulare,
cand la al doilea stimul antigenic se inregistreaza o persistenta prelungita a anticorpilor
IgM sau aparitia precoce a celor I1gG.

Dupa stimulul antigenic secundar, antigenul este fagocitat de catre celulele
fagocitare sau este retinut de catre cele dendritice din foliculii corticali ai ganglionilor
limfatici si ai splinei. Retinerea lor la acest nivel este dependenta de prezenta
anticorpilor, formati Tn cursul raspunsului imun primar. Urmeaza o perioada de latenta
scurta, cu o rata mai rapida a sintezei si deci un titru ridicat al anticorpilor care persista
in circulatie un timp indelungat. Acum are loc conversia anticorpilor IgM, slab si
tranzitoriu reprezentati spre anticorpi 1gG cu o mare afinitate pentru antigen; dozele
mici favorizeaza cresterea afinitatii, iar cele mari o defavorizeaza. Explicatia ipotetica a

Tabelul 4
Caracteristica raspunsului imun primar si secundar
Caracterul Raspunsul imun
Primar Secundar

Perioada de latenta Lunga Scurta
Rata de sinteza a anticorpilor Lenta Rapida
Titrul anticorpilor Scazut Crescut
Persistenta anticorpilor Scurta Lunga
Afinitatea anticorpilor Scazuta Mare
Prezenta celulelor de memorie Lipsesc sau Prezente in

sunt foarte putine numar mare
Clasa anticorpilor IgM 1gG
Doza de antigen necesara pentru Mare Mica
declansarea raspunsului

acestui fenomen ar fi urmatoarea: dozele mici de antigen ar selecta numai celulele, care
au receptori cu afinitate mare pentru el. Aceste celule vor fi primele care vor lega
epitopii si care vor sintetiza anticorpi similari receptorilor lor, deci cu afinitate mare. In
cazul unor doze mari, celulele cu afinitate mare sunt saturate, excesul de antigen
devenind accesibil si celor cu afinitate mica, astfel ca anticorpii secretati vor fi cu
afinitate diferita — mare si mica.

Toate acestea sunt valabile pentru antigenele timo-dependente. In cazul celor
timo-independente, raspunsul primar este foarte slab, iar cel secundar, de asemenea
redus ca intensitate, se caracterizeaza prin sinteza de anticorpi IgM si nu IgG. Aceste
antigene, mult mai rezistente la enzimele lizozomale ale macrofagelor, au proprietati de
activatori policlonali si ca atare, nu antreneaza proliferarea celulelor de memorie
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apartinind unei singure clone, din care cauza, raspunsul secundar seamana in privinta
intensitatii si clasei de anticorpi sintetizata cu cel primar.

In cazul antigenelor timo-dependente anticorpii care mai persista in circulatie
dupa stimulul primar, dispar dupa al doilea stimul. Se instaleaza o «faza negativa»
caracterizata prin absenta totala a lor datorita formarii de complexe antigen-anticorp,
complexe care sunt eliminate, in principal, prin fagocitoza opsonica.

Reactiile rapide si explozive care caracterizeaza raspunsul imun secundar sunt
consecinta memoriei imunologice instalata dupa prima intilnire cu antigenul. Stimulul
primar declanseaza proliferarea clonala a limfocitelor T si B cu receptori specifici
pentru antigenul Tn cauza; o parte dintre aceste celule vor evolua spre functii efectoare,
lar alta parte vor fi celule de memorie gata de interventie in cazul unei noi agresiuni din
partea aceluiasi antigen. Daca aceasta agresiune are loc, intensitatea reactiilor de aparare
este mult mai violenta, deoarece numarul celulelor care intra in actiune este mult mai
mare. Dupa exercitarea functiilor biologice, moleculele imunoglobulinelor
~imbatrdnesc” si sunt degradate fiind inlocuite cu altele tinere. Catabolismul Ig este
exprimat ca ,,timp de injumatatire” (T1/2), avand durata diversa pentru clasele lor (tab
3.). Anabolismul si catabolismul Ig sunt procese interdependente, care realizeaza
mentinerea homeostazei in apararea imuna, mediata umoral a organismului.

Capitolul 3. Interactiunea antigenilor eritrocitari cu anticorpii.

Metode de testare.

Interactiunea dintre antigen si anticorp, fiind influentata de diferiti factori, se
manifesta prin multiple fenomene imunologice, printre care mai frecvente si bine
studiate sunt aglutinarea, hemoliza, testul antiglobulinic Coombs.

Aglutinarea prezinta o aglomerare celulara indusa de anticorpi care
interactioneaza cu epitopii expresati ai hematiilor invecinate. Tn unele cazuri fixarea
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moleculelor la determinantele antigenice nu determina conglomerarea lor, iar pentru
vizualizarea fenomenului este necesara o0 cantitate suplimentara de anticorpi.
Aglutinarea evolueaza prin 2 faze: fixarea Ac pe membrana eritrocitelor (sensibilizarea
hematiilor) si formarea unei retele intre eritrocitele sensibilizate cu aglomerarea
celulelor invecinate. Prima faza a reactiei este influentata de afinitatea anticorpilor,
coraportul dintre Ag si Ac, de temperatura, mediul pH, timpul incubatiei, de puterea
ionica s.a.

Interactiunea dintre Ac si Ag este un proces reversibil, influentat de multi factori.
Printre ultimii ar fi constanta de echilibru al Ac, majorarea careia suscita interactiunea
mai eficienta a componentilor in aceasta faza.

Testarea Ac se efectuiaza la diferiti parametri de temperatura (22-37° sau 30-
37°C). De regula, la testarea hematiilor Ac IgM reactioneaza mai pregnant la
temperaturi relativ mai scazute (4-27°C), pe cand IgG are optima termica de activitate la
37°C. Anticorpii care in vitro reactioneaza la temperaturi mai scazute de 37°C rar induc
hemoliza eritrocitelor antigen-pozitive transfuzate si nu sunt de sugestivitate clinica, cu
exceptia Ac anti-P testati Tn serul unor pacienti cu hemoglobulinurie paroxistica a
frigore. Unii Ac ,,reci” de tip IgM activeaza complementul la temperaturi de peste 30°C,
dar rar influenteaza viabilitatea hematiilor transplantate cu Ag respectiv exprimat.

Ac cu importanta clinica sunt cei care diminueaza viabilitatea eritrocitelor in vivo
si pot fi testati in vitro la 37°C.

Pentru majoritatea testelor se utilizeaza remedii cu pH~7,0. La pastrarea
indelungata a solutiilor saline pH scade péana la 5,0-6,0, iata de ce pentru testarile
serologice se folosesc solutii tampon - fosfat saline.

Unii Ac sporadici, indeosebi unele mostre anti-M, reactioneaza mai eficient la un
pH scazut.

Timpul de incubare pentru echilibrarea componentilor reactiei este diferit pentru
Ac grupelor sangvine. De importanta majora in acest sens sunt clasa imunoglobulinelor,
specificitatea Fab-fragmentelor si configuratia epitopilor antigenici. Suplimentarea test-
sistemelor cu agenti care potenteaza aceasta interactiune conduce la cresterea numarului
de Ac care interactioneaza cu Ag in primele 15 min si, astfel, se reduce timpul de
incubare pentru echilibrarea componentilor. Pentru sistemele montate in solutii saline
sau albuminoase, cand se utilizeaza serul antiglobulinic pentru demonstrarea fixarii Ac,
incubatia curs de 30 min la t +37°C este suficienta pentru detectia Ac cu valoare clinica.
Pentru Ac slab reactogeni acest interval poate fi insuficient pentru a atinge starea de
echilibru, iar pentru cresterea sensibilitatii testului este necesar de majorat perioada de
incubatie, care insa nu va influenta concludenta rezultatelor reactiei.

Coraportul numarului de molecule de Ag si Ac este important pentru viteza
interactiunii dintre acestia. Tn unele cazuri cresterea numarului de Ac asigura majorarea
indicelui de sensibilitate a metodei. Daca in serul testat predomina Ac, aceasta asigura

legarea mai multor molecule imunoglobulinice cu determinantele antigenice. Tn unele
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cazuri concentratia majora de Ac poate inhiba aglutinarea, inducand fenomenul de
»prozona”. Cu toate acestea, cresterea concentratiei de Ac accentueaza sensibilitatea
testului de aglutinare. Tn testele serologice se utilizeaza coraportul de 1:10 al hematiilor
la ser pentru a reusi inclusiv detectia Ac slab reactogeni.

In solutiile saline normale ionii de Na® si CI' se concentreaza in jurul
corpusculilor si partial neutralizeaza sarcinile opuse ale moleculelor Ag si Ac, ceea ce
conduce la micsorarea intensitatii de interactiune dintre Ag si Ac, iar minorizarea puterii
lonice a mediului reactogen poate exclude acest efect. Scaderea concentratiei de saruri
Tn amestecul de celule si Ac, ca regula, accelereaza fixarea Ac si, posibil, creste numarul
moleculelor legate. Utilizarea solutiilor saline cu putere ionica scazuta (ex. solutia Liss)
reduce din timpul de incubatie necesar detectiei de rutina a Ac.

Faza a doua a reactiei de aglutinare cu formarea aglomeratelor celulare este
influentata de dimensiunile si proprietatile fizice ale moleculelor de Ac, de concentratia
epitopilor pe celule si de distanta dintre ultimele.

Membrana eritrocitelor suspendate Tn solutiile saline au sarcina negativa, care
concentreaza cationii pozitivi, ultimii micsorand, dar nu si neutralizdnd incarcatura
superficiala dintre mediul ambiant si concentrarea ionilor atrasi de celula. Corpusculii
Cu aceeasi ncarcatura se resping, distanta dintre eritrocite in mediul ionic raméne, nsa,
suficienta pentru a nu se produce aglomeratii.

Un alt factor, care contribuie la mentinerea distantei dintre eritrocite n mediul
salin este molecula de apa a membranei hidrice. Se considera, ca moleculele de apa
amplasate la suprafata celulei formeaza asa-numitele ,,bule” care impiedica asocierea
celulelor.

Aglutinarea este destul de eficienta in cazul moleculelor polivalente IgM, care
interactioneaza cu Ag superficiali ai celulelor suspendate in solutiile saline. 1gG nu este
capabila sa lege eritrocitele, care se gasesc la o anumita distanta si induc sensibilizarea
acestora, dar nu se constituie retele aglutinabile. Micsorarea distantei dintre celule creste
posibilitatea de formare a aglutinatelor vizibile prin modificarea componentei ionice a
solutiilor, reducerea Tincarcaturii negative a moleculelor superficiale, utilizarea
macromoleculelor pentru minorizarea puterii ionice a solutiilor, reducerea stratului
hidric din perimetrul celulei etc. Aglutinarea este influentata si de proprietatile
membranei. Mobilitatea si formarea clasterilor de molecule purtatoare de Ag induce
efecte nu chiar clare. Moleculele de Ac se leaga cu celulele, membrana carora nu este
deformata si Ag se gasesc in stare nativa, dar aglutinarea nu se produce. Prelucrarea
hematiilor cu enzime proteolitice inlatura de pe membrana polipeptidele, modificand
astfel configuratia lor sferica si interactiunea celulara. Detagand un numar major de
molecule cu resturi de acid sialic, aceste enzime influenteaza sarcina superficiala.

In prezenta polimerilor cu sarcina pozitiva (polibren) eritrocitele normale
agregheaza spontan. Formarea agregatelor poate fi evitata suplimentand citrat de sodiu.

Acest fenomen este, probabil, asigurat de neutralizarea incarcaturii negative pe care o
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comporta membrana eritrocitara gratie multiplelor resturi de acid sialic. Aceasta ipoteza
se confirma si prin faptul, ca polibrenul nu influenteaza hematiile, membrana carora nu
contine acid sialic (prin deficiente congenitale sau prelucrare cu enzime). Agregarea
indusa de policationi poate fi si rezultatul interactiunii dintre macromolecule si
moleculele incarcate ale membranei celulare, care inlatura moleculele de apa formatoare
ale membranei hidrice.

Testul antiglobulinic a fost elaborat in 1945 de Coombs si colab. pentru detectia
Ac fixati pe celule fara formare de aglutinate. Primar testul se utiliza pentru
demonstrarea prezentei Ac n ser, iar ulterior — si pentru testarea hematiilor acoperite in
vivo cu Ac sau complement. Tn testul dat se utilizeaza Ac anti-globuline umane, care fac
vizibila aglutinarea eritrocitelor sensibilizate. Exista 2 variante ale acestui test: direct si
indirect.

Testul antiglobulinic direct (TAD) se foloseste pentru demonstrarea sensibilizarii
eritrocitelor in vivo in maladia hemolitica a nou-nascutului, Tn reactiile aloimune la
hematiile transplantate recent, in anemiile hemolitice autoimune, in hemoliza indusa de
remediile medicamentoase.

Testul antiglobulinic indirect (TAI) se efectueaza in 2 etape si se utilizeaza pentru
demonstrarea prezentei Ac care sensibilizeaza celulele, dar nu le aglutineaza. Aceasta
varianta este utilizata pentru evidentierea si identificarea Ac, pentru tipizarea grupelor
sangvine si pentru testarea compatibilitatii donatorului cu recipientul.

Principiile testului antiglobulinic:

1. Pentru obtinerea serului antiglobulinic se efectueaza imunizarea animalelor cu
globuline umane si adsorbtia ulterioara a serului pentru extragerea aglutininelor nedorite.
Tn dependenta de materialul utilizat pentru imunizare si metodele de prelucrare a serului
se poate obtine ser antiglobulinic de diversa specificitate (anti-1gG, anti-componentele
complementului etc.). Actualmente se utilizeaza antiglobuline de origine hibridomica.

2. Anticorpii antiglobulinici reactioneaza cu fragmentele Fc ale moleculelor Ig fixate pe
eritrocite, avand ca reactogeni cele 2 Fab-fragmente care se leaga cu celulele
sensibilizate Tnvecinate si formeaza aglutinate vizibile. Celulele fara globuline pe
suprafata nu se aglutineaza. Intensitatea aglutinarii, de regula, este proportionala
cantitatii de antiglobuline legate de celula.

3. Antiglobulina umana reactioneaza cu moleculele globulinice umane fixate pe
eritrocite sau cu cele libere din ser. Globulinele libere, reactionand cu antiglobulina
umana, pot Tmpiedica interactiunea dintre serul indicator si moleculele globulinice
fixate pe membrana. Daca eritrocitele nu vor fi spalate de proteinele nefixate pe
membrana pana la suplimentarea serului antiglobulinic, globulinele libere sunt capabile
sa neutralizeze antiglobulinele umane, generand astfel cauza rezultatelor fals negative.
4. Testul antiglobulinic direct este utilizat pentru demonstrarea prezentei anticorpilor
fixati pe eritocite in vivo, in special al 1gG si C3dg. Eritrocitele spalate ale pacientului

sunt testate cu ser antiglobulinic.
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5. Testul antiglobulinic indirect se efectueaza prin incubarea hematiilor donatorului de
acelasi grup cu serul pacientului si spalarea ulterioara a eritrocitelor pentru inlaturarea
globulinelor nefixate. Aglutinarea hematiilor dupa adaos ser antiglobulinic indica
interactiunea Ac din ser cu Ag (globulinele umane) fixate pe membrana eritrocitului.
Testul poate fi utilizat si pentru identificarea Ag, aprecierea specificitatii anticorpilor, a

-

caracterul Ag, céat si cel al Ac, de aceea metoda este utilizata Tn principiu pentru
identificarea interactiunii dintre acestea. Factorii care influenteaza prima faza de
aglutinare sunt valabili si pentru sensibilitatea testarii antiglobulinice indirecte.
Necesitatea de a spala sistemul ,,ser - celule” poate fi exclusa prin prelucrarea Ac cu
reactivitate antiglobulinica. Metoda include legarea Ac specifici cu eritrocitele Ag-
pozitive si disocierea lor ulterioara prin utilizarea eluatului. Serul reactogen nu este
contaminat cu alte globuline umane si de aceea test-sistema nu necesita spalare pana la
adaugarea serului antiglobulinic. Realizarea testului in gel este mai simpla atat pentru
metoda directa, cat si pentru cea indirecta.

Reagentii pentru testarea antiglobulinica pot avea diversa origine (tab. 5).
Reagentii polispecifici anti-globuline umane sunt predestinati pentru detectia
anticorpilor 1gG cu importanta clinica majora. Sunt utilizati pentru testarea anti-
Ei contin Ac anti-lgG si anti-C3d uman. Este posibila si prezenta altor Ac (anti-
componentele complementului — C3b, C4b si C4d). Serul anti-globulinic polispecific
manifesta activitate minora (sau chiar absenta) la lanturile grele de IgA si IgM.

Tabelul 5
Caracteristica reagentilor antiglobulinici umani

Reagentul Caracteristici operagionale

Polispecific  (policlonal de iepure, | Reagentul policlonal de iepure contine
amestec  policlonal  iepure/soarece, | Ac anti - 1gG si anti - C3d (poate sa
monoclonal murin) contina si alti Ac anti — complement si
anti-1g); amestecul policlonal de
lepure/soarece contine Ac policlonali
anti - 1gG umane si Ac monoclonali
murini anti-C3b si anti- C3d; reagentul
monoclonal murin contine Ac
monoclonali anti - 1gG, anti - C3b si anti

- C3d.
Anti - 1gG (policlonal de iepure; Reagentul policlonal de iepure contine
lanturile grele 1gG; 1gG monoclonal) anti - Ig G fara activitate

anticomplementara (nu obligatoriu si
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specific la lanturile grele v ); reagentul
lanturilor grele 1gG contine numai Ac
anti — lanturile y — umane; reagentul
monoclonal 1gG contine Ac
monoclonali anti — 1IgG murine.

Anti - C3d si anti-C3b (policlonal de Contine numai anticorpi la componentii
iepure) si anti-C3d, anti-C4b si anti-C4d | respectivi ai complementului fara
(policlonal de iepure) activitate anti- imunoglobulinica.

Anti - C3b (monoclonal murin) si anti — | Contine numai anticorpi contra

C3b, anti - C3d (monoclonal murin) componentilor respectivi ai

complementului fara activitate anti-
imunoglobulinica.

Cu toate acestea reagentul polispecific poate reactiona cu moleculele IgA si IgM,
deoarece amestecul polispecific reactioneaza cu lanturile usoare de k si A, care intra in
componistica tuturor claselor de imunoglobuline. Reagentii polispecifici manifesta si
activitate anticomplementara anti-C3d, asemeni serului standard anti-C3dg. Majoritatea
Ac cu importanta clinica apartin clasei 1gG, de aceea functia predominanta a reagentilor
polispecifici anti-globulinele umane este in majoritatea cazurilor cea de detectie a 1gG.

Activitatea anticomplementara este de valoare modesta in testarea ,,cross-mutch”
si Tn detectia Ac, deoarece ultimii au capacitatea de a fixa complementul si se atesta
foarte rar. Dar activitatea anti-C3d este importanta pentru TAD, in special pentru
cercetarile asupra anemiei autoimune hemolitice (AAIH). La unii pacienti cu AAIH
unica globulina care poate fi identificata pe eritrocite este anume C3d.

Reagensii monospecifici pentru antiglobulinele umane pot fi obtinuti fie prin
Imunizarea animalelor cu preparate purificate 1gG, IgA, IgM, C3, C4 cu adsorbtia
ulterioara a serului obtinut, fie ca produse ale hibridoamelor. Anticorpii produsi de
hibridoame se amesteca pentru realizarea combinatiilor necesare de Ac sau a
amestecului de Ac cu specifictate unica preluata de la diverse clone limfocitare. Mai
frecvent sunt utilizati reagentii monospecifici anti-globuline umane - anti-1gG, anti-C3b
si anti-C3d. Dupa evidentierea globulinelor pe suprafata eritrocitelor in testul
antiglobulinic direct, pentru caracteristica acestor proteine se utilizeaza reagenti
monospecifici anti-globuline umane. Anti-IgG si anti-C3d se utilizeaza si la testarea
antiglobulinica indirecta pentru diferentierea caracterului de interactiune a unui ser cu
Ac care fixeaza si care nu fixeazi complementul, de exemplu Tn amestecul anti-Le®si
anti-E.

Reagentul anti-IgG nu are activitate anticomplementara si contine anticorpi anti-
lanturile y umane. Daca pe ambalaj lipseste indicatia ,,specifici pentru lanturile grele”,
atunci acesti Ac pot manifesta activitate si pentru lanturile usoare ale IgA si IgM
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comune tuturor claselor 1g. Dar un rezultat pozitiv in testul antiglobulinic direct cu
utilizarea acestui reagent anti-IgG nu confirma prezenta 1gG, desi numai in aceste cazuri
rare pe eritrocite in vivo pot fi detectati IgA sau IgM si nu IgG. Preferinta pentru
utilizare ar avea reagentul anti-1gG, deoarece comparativ cu antiglobulina polispecifica
umana in testele pentru compatibilitate si la detectia anticorpilor anti-lgG acesta nu
reactioneaza cu complementul fixat pe hematii de anticorpii a frigore care nu sunt de
Tnsemnatate clinica.

Rolul complementului in reactiile antiglobulinice. Componentii complementului
se ataseaza pe eritrocite in vivo si in vitro cu ajutorul Ac specifici anti-Ag eritrocitare; ei
pot fi activati si de complexele imune circulante de diversa specificitate (fara relatie cu
Ag eritrocitare), care vor fi adsorbiti nespecific pe eritrocite, fenomen denumit
acoperirea martorului nevinovat de catre complement (innocent bystander). Eritrocitele,
sub influenta componentilor complementului, pot fi hemolizate, dar nu in mod
obligatoriu. Daca activarea componentilor complementului nu s-a finisat, prezenta
componentilor atasati anterior poate fi detectata cu ajutorul reagentilor
anticomplementari. Mai frecvent se depisteaza componentul C3, deoarece cateva sute de
molecule C3 pot sa se lege cu eritrocitul la atasarea doar a catorva molecule de Ac.
Prezenta C4 de asemenea poate fi testata, dar acoperirea cu C3 este de o mai mare
semnificatie clinica.

Tn unele cazuri pe eritrocitele spalate poate fi testat numai complementul fara Ig.
La aproximativ 10-20% pacienti cu anemie hemolitica autoimuna eritrocitele dau
rezultate pozitive in TAD induce doar de fixarea C3. Utilizarea metodelor de rutina nu
indica prezenta IgG, IgA si IgM, cu toate ca unele mostre eritrocitare pot fi acoperite cu
IgG, dar intr-o concentratie mai mica decat cea de limita pentru detectia lor cu TAD
standard.

Tn cazul prezentei hemaglutininelor a frigore, ele pot reactiona cu Ag eritrocitare
la temperatura de pani la 32°C, dar fara aglutinarea acestora. Traversand intima
vasculara a pielii, hematiile, la aceasta limita termica, se acopera cu autoanticorpi care
activeaza complementul. Daca celulele nu sunt hemolizate, ele se intorc in circulatie
unde temperatura este de 37°C si autoanticorpii disociazid de pe suprafatid celulelor,
lasdnd componentii complementului bine fixati pe membrana eritrocitara. Reagenti
antiglobulinici umani testeaza in acest caz complementul C3dg.

Complexele imune ce apar in plasma sangvina si se leaga slab sau nespecific cu
eritrocitele pot contribui la acoperirea suprafetelor celulei cu complement. Ultimul fiind
activat, se pastreaza pe suprafata eritrocitelor dupa disocierea complexelor imune. C3
este unica globulina testata pe suprafata celulara.

Tn unele cazuri Ac de tip IgM se ataseaza pe suprafata eritrocitelor, dar nu induc
aglutinarea lor. Evidentierea prezentei pe celule a IgM in testul antiglobulinic este
dificila datorita disocierii moleculelor IgM la spalare si activitatii minime a anti-IgM din

serul antiglobulinic. De memorat, ca Ac IgM activeaza complementul, astfel ca
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interactiunea Ag cu Ac poate fi demonstrata prin identificarea catorva sute de molecule
C3 legate de membrana celulara prin fragmentele imunoglobulinice.

Cauzele erorilor posibile in testul antiglobulinic.

Rezultate fals-negative pot avea loc atat in testul antiglobulinic direct, cat si in cel
indirect la:
1. Spalarea insuficienta a hematiilor care este una din cauzele principale ale rezultatelor
fals-negative in TAG, datorita interactiunii prioritare a serului antiglobulinic cu
globulinele nefixate pe eritrocite. Este important ca spalarea sa fie efectuata cu un
volum suficient de solutie fiziologica (2/3 ale tubului), iar resuspendarea hematiilor sa
fie completa. Supernatantul trebuie nlaturat complet. Este contraindicata acoperirea
tubului cu degetul sau palma, deoarece globulinele pot ajunge astfel in solutia de spalare,
urmand inactivarea completa a reagentului antiglobulinic si pot prezenta pericol pentru
sanatatea cercetatorului.
2. Cercetarea trebuie efectuata Tncontinuu, fara intreruperea etapelor de investigatie.
Daca dupa spalare imediat nu se adauga reagent antiglobulinic, globulinele fixate pe
eritrocitele pot disocia de pe suprafata celulara si astfel raméne o cantitate insuficienta
pentru detectia 1gG si partial se neutralizeaza reagentul antiglobulinic. Dupa
suplimentarea cu globulina antiumana se efectueaza imediat centrifugarea, se
monitorizeaza reactia, gratie diminuari frecvente dupa un timp, a intensitatii de
aglutinare a celulelor acoperite cu IgG.
3. Metodologia de executare inadecvata a reactiei poate genera interpretarea incorecta a
testelor slab reactogene ca fiind rezultat negativ. Cota testelor pozitive care pot fi
interpretate drept negative constituie 5-60%, iar rezultatele obtinute nu depind de
experienta personalului care a efectuat testarea. lata de ce personalul laboratoarelor se
confrunta adesea cu dificultati importante de monitorizare, apreciere si interpretare a
rezultatelor slab pozitive.
4. Reagentii antiglobulinici devin inactivi si cand sunt pastrati inadecvat, la contaminare
bacteriana si cu ser uman, in urma congelarii. Contaminarea cu ser uman conduce la
neutralizarea partiala sau totala a reagentului antiglobulinic. Scaderea activitatii nu
intotdeauna poate fi apreciata vizual, fiind evidenta doar in absenta aglutinarii in proba
martor cu hematiile acoperite cu 1gG. Neutralizarea partiala poate raméne uneori
neobservata, in special atunci cand pe celulele martor este prezenta o cantitate majora de
IgG.
5. Utilizarea reagentilor antiglobulinici umani colorati permite detectia prezentei pe
membrana celulara a globulinelor, dar nu si a gradului de diminuare a activitatii acestora.
6. Un factor important pentru veracitatea rezultatelor 7l constituie centrifugarea corecta a
reactantilor. Realizarea ei insuficienta nu asigura conditii optime pentru aglutinare, pe
cand centrifugarea intensiva asigura formarea sedimentelor celulare dense si la
resuspendarea ulterioara aglutinatele instabile se vor distruge.
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7. Concentratia majora de hematii poate duce la afisarea reactiilor slab evidente, pe cand
la un numar minor de eritrocite vizibilizarea si monitorizarea aglutinarii este dificila.

8. Indicii scazuti ai pH-lui medului salin (reagentii comercializati) pot influenta
sensibilitatea testului antiglobulinic. Solutia-tampon fosfat cu pH 7,0 -7,2 este
considerata cea mai optima pentru reactie.

9. Concentratia majora de paraproteina 1gG in serul pacientului poate inhiba anti-IgG
chiar dupa multiple lavaje. Acest fenomen poate fi exclus prin realizarea tuturor
etapelor la temperatura +37°C sau prin incubarea mostrei la 4°C pe parcursul noptii cu
centrifugarea ulterioara la rece si separarea supernatantului de ser sau plasma de la
precipitat prin congelarea paraproteinei pana la testare.

Nota: suplimentarea testelor antiglobulinice negative cu celule acoperite cu IgG pentru
detectarea Ac si testarea cross-mutch nu asigura evidentierea tuturor rezultatelor fals negative. Nu pot
fi excluse problemele elucidate in pct. 3, 6, 7 prin utilizarea probelor martor. Referitor la alte puncte
utilizarea celulelor cu surplus major de 1gG pe suprafata reduce din veridicitatea aprecierii
hipoactivitatii antiglobulinei umane.

Rezultatele fals - pozitive Tn TAD. Tn testul antiglobulinic direct se pot implica si
alte cauze de rezultate fals - negative, cum ar fi:

1. Numarul minor de molecule IgG (< 200-500) pe suprafata membranei celulare;

2. La aprecierea rezultatelor testului imediat dupa centrifugare celulele acoperite cu
componentii complementului pot sa nu se aglutineze. Pentru detectia completa a
complementului se recomanda incubarea de 5 min la temperatura camerei si
centrifugarea ulterioara. Tn cazul dat rezultatul negativ se va modifica In pozitiv, daca
eritrocitele sunt acoperite cu complement. Dar si eritrocitele acoperite cu IgG dupa acest
termen de incubare pot sa reactioneze mai slab decét la citirea imediata a rezultatelor.
Aprecierea rezultatelor dupa incubare niciodata nu trebuie efectuata in locul celei cu
citire imediata: in cazul dat mai optimal este sa se realizeze testul paralel in 2 eprubete
cu fixarea rezultatelor dupa centrifugare (1 proba) si dupa incubare (proba 2).

Rezultatele fals - negative in TAI se pot afisa Th urmatoarele cazuri:

1. Pastrarea incorecta a hematiilor si serului (scaderea activitatii serului, hemoliza
eritrocitelor) influentate de temperatura;

2. Unele mostre rare (anti-Jk* si anti-Jk® ) pot fi testate numai cu antiglobulina
polispecifica umana si in prezenta complementului activ. Majoritatea anticoagulantilor
elimina ionii Ca** si Mg”, necesari pentru fixarea complementului. Uneori prin
utilizarea plasmei pentru cercetare in locul serului acesti Ac rar intalniti nu vor fi
identificati. Serurile pastrate timp Tndelungat si incorect denota activitatea insuficienta a
complementului. Se mai pot realiza si in urmatoarele circumstante:

1. Contaminarea sticlariei care poate induce aglomerarea celulelor. Daca
rezultatele cu toate mostrele sangvine sunt slab reactogene, trebuie folosite alte tuburi.

2. Eritrocitele ar putea fi aglutinate pana la spalare si adaugarea serului
antiglobulinic uman, deoarece in mostrele care contin anticorpi a frigore cu activitate
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majora eritrocitele pot forma aglutinate, inclusiv la temperatura camerei sau chiar la
temperaturi mai joase. Deci pana la suplimentarea materialului imunoreactogen se va
aprecia starea eritrocitelor; unii Ac induc aglutinarea directa a eritrocitelor fara
concursul antiglobulinei umane, ceea ce poate conduce la interpretarea gresita a
aglutinarii dupa suplimentarea antiglobulinei umane, ca indicator al prezentei IgG sau C
pe suprafata eritrocitelor.

3. Centrifugarea intensiva poate determina formarea unui precipitat celular dens,
lar corpusculii sedimentului resuspendat insuficient pot fi interpretati ca aglutinate.

Rezultate fals - pozitive in TAD mai pot fi inregistrate si in cazurile cand:

1. Componentul C4 se leaga cu eritrocitele cheagului sangvin si autoaglutininele
(naturale, complement activatoare a frigore), deseori prezente in ser, si astfel pot induce
reactia de aglutinare. Tn cazul dat componentii C s-au fixat pe celule nu in vivo, ci la
pastrare in vitro. De aceea in TAD trebuie utilizate mostrele eritrocitare colectate cu
anticoagulanti;

2. Eritrocitele mostrelor colectate in tuburi cu silicon (gel) in 13% cazuri dau
rezultate fals - pozitive in TAD datorita fixarii complementului.

3. Complementul poate sa se fixeze pe celulele mostrelor colectate din sistemele
infuzionale care contin glucoza. Reactii mai expresive se observa la utilizarea acelor cu
diametru mare sau la colectarea probelor in volum mai mic de 0,5 ml.

Rezultate fals - pozitive Tn TAl. Mostrele eritrocitare care dau rezultat
pozitiv in TAD induc aglutinarea in fiecare si orice test TAI. Eritrocitele acoperite cu
IgG, ca regula, nu pot fi testate cu siguranta la utilizarea reagentilor antiglobulinici.
Principiile de eliminare a 1gG de pe suprafata eritrocitelor pozitive in TAD sunt
multiple. Utilizdnd diferite metode, in majoritatea cazurilor se elimina o cantitate
considerabila de 1gG, ce asigura realizarea testarii cu antiser, proces urmat de
necesitatea suplimentarii antiglobulinei umane, dar ele trebuie minutios controlate. La
utilizarea solutiilor care contin enzime proteolitice si reagent tiolic Ag grupului sangvin
Kell, Lw?, Fy?, Fy", S, s. Y Ch, Rg, Pr, Tn se denatureazi. Aceasta metoda poate fi
utilizata doar n cazul cand alte metode de eliminare a 1gG (prelucrarea la temperatura,
utilizarea clorochinei) sunt neeficace. Orice principiu utilizat pentru eliminarea 1gG
poate duce la modificarea structurei Ag eritrocitar si influenteaza rezultatele testarii cu
reagentii respectivi (indeosebi sistemul sangvin Kell). Este important de prelucrat
celulele martor si cele testate concomitent, testul fiind realizat in paralel.

Hemoliza eritrocitara este fenomenul de alterare a celulelor cu eliberarea
hemoglobulinei. Hemoliza indusa de Ac in vitro depinde de activitatea complementului
care distruge membrana celulara. Tn cazul absentei complementului in ser, plasma (la
eliminarea cationilor Ca** si Mg®* prin utilizarea anticoagulantilor) hemoliza nu se
manifesta. La testarea Ac anti-antigene eritrocitare hemoliza este apreciata ca rezultat
pozitiv deoarece interactiunea lor cu Ag activeaza cascada complementara. Colorarea

supernatantului in rosu sau roz n test-sistemele ce includ Ac si hematii este foarte
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sugestiva, deoarece anume acesti Ac manifesta actiune litica in vitro si anume ei induc
cu cea mai mare probabilitate hemoliza intravasculara la pacientii cu transfuzie
sangvina.

Metodele netraditionale de detectie a reactiei ,,antigen — anticorp”.

Inhibarea aglutinarii. Prezenta Ag sau Ac in testul de inhibitie a aglutinarii se
apreciaza dupa capacitatea lor de a Tmpiedica aglutinarea in sistemul cu reagenti
cunoscuti. De exemplu, saliva ,,secretorilor” contine Ag solubile ale grupelor sangvine,
care reactioneaza cu Ac anti-A, anti-B sau anti-H. Sistemul indicator prezinta Ac in
dilutii standard, care aglutineaza celulele respective. Daca in saliva se contin substantele
de grup sangvin, incubarea salivei cu Ac respectivi va bloca partial sau complet
aglutinarea celulelor introduse in amestecul incubat. Absenta aglutinarii indica prezenta
Ag solubil in materialul testat. Aglutinarea celulelor indicator se considera ca rezultat
negativ.

Imunofluorescenfa — metoda care permite identificarea si localizarea Ag
intracelular sau pe suprafata celulei. Fluorocromii (fluoresceina sau ficoeritrina) pot fi
atasati la molecula Ac fara modificarea specificitatii si capacitatii de a se lega cu Ag.
Legarea Ag celulare cu Ac marcati cu fluorocromi induce luminescenta galben-verzuie
sau rosie a celulelor. Anticorpii imunofluorescenti pot fi utilizati si in metoda directa si
in cea indirecta. Tn testul indirect serul antiglobulinic marcat se adauga la celulele
incubate cu Ac nemarcati de specificitate cunoscuta. Primar metoda imunofluorescentei
se utiliza pentru detectia Ag pe limfocite sau in tesuturi. Ulterior Ac imunofluorescenti
s-au utilizat in flaucitometrie pentru determinarea cantitativa a hemoragiilor feto-
materne, pentru identificarea celulelor transplantate si monitorizarea viabilitatii lor la
recipienti, pentru masurarea concentratillor minime de IgG fixate pe celula,
diferentierea expresiei Ag de grup sangvin la homo- si heterozigoti.

Analiza radioimuna (RIA). Antigenele sau anticorpii sunt marcati cu
radioindicatori pentru utilizare in varianta directa si indirecta a metodei. Radiomarcherii
nu influenteaza specificitatea, dar permit aprecierea cantitativa a Ac legati. Tn varianta
indirecta a RIA prezenta si cantitatea Ag poate fi apreciata prin incubarea materialului
cercetat cu Ag nemarcat in faza solida. Daca Ag respectiv este prezent, el se leaga cu Ac
imobilizat pe faza solida. O anumita cantitate a Ac marcati cu radionuclizi de aceeasi
specificitate poate sa se lege de Ag imobilizat, numarul lor fiind apreciat cu ajutorul
contorului gama.

Marcarea cu radionuclizi se practica si in metoda de legare concurenta, cand Ag
reactioneaza cu Ac marcati si nemarcati de aceeasi specificitate. Calcularea cotei
cantitative cunoscute de material marcat si legat in test-sistem permite aprecierea
cantitatii de material nemarcat restant in acest sistem. Se utilizeaza pentru identificarea
Ac la agentii cu transmitere sangvina.

Analiza imunoenzimatica (ELISA). Se utilizeaza atét pentru aprecierea Ag, cat si a

Ac. Enzimele (fosfataza alcalina, peroxidaza) sunt atasate la molecula Ac fara a li se
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modifica specificitatea si activitatea functionala. Fermentul detine aici rolul de marcant,
activitatea caruia este masurata dupa modificarea densitatii optice. Prioritatea metodei
date fata de RIA este data de stabilitatea mai evidenta a enzimelor comparativ cu
radiomarcheii, in plus este mai putin costisitoare, nu cere securitate speciala; activitatea
lor este mai simplu de masurat; in schimb sensibilitatea metodei ELISA si RIA sunt
comparabile. ELISA se utilizeaza pentru detectia Ac la agentii hemotransmisibili,
pentru aprecierea si masurarea cantitativa a 1gG legate de celula, pentru diagnosticul
hemoragiilor feto-materne. La cercetarea eritrocitelor metoda data deseori este denumita
test antiglobulinic imunofermentativ (ELAT).

Testele eritrocitare de adeziune pe faza solida. Metodele montate pe faza solida
in microplansete au fost utilizate mult timp pentru analiza imunologica (HBsAg). Tn
prezent sunt preferate pentru identificarea Ag eritrocitari sau Ac. Tn testul direct Ac sunt
fixati Tn godeul microplansei peste care se picura eritrocite. Daca hematiile contin Ag
respectiv, ele vor fi fixate la suprafata interna a godeului; daca reactia ,,Ag - Ac ” nu are
loc, atunci hematiile vor sedimenta pe fundul godeului. Tn varianta indirecta se
utilizeaza eritrocite cu componenta antigenica cunoscuta care sunt fixate pe suprafata
godeului, ce a fost in prealabil prelucrata cu poli-L-lizina sau cu aldehida glutarica.
Serul cercetat se adaoga in godeu, dupa care probele se incubeaza pentru a incita
interactiunea Ac cu Ag hematiilor. Plansele se spala pentru inlaturarea proteinelor serice
nefixate. Reactia se considera pozitiva, daca celulele indicator sunt atasate la peretele
godeului. Daca ele sedimenteaza la fundul godeului, reactia se considera negativa, ceea
ce indica absenta reactiei antigen-anticorp.

Testul in gel a fost elaborata in 1986 de Lapierre. Eprubetele standard sunt
inlocuite cu 6 microtuburi, care se includ in asa-numita ,,cartela gel”. Formatul cartelei
permite centrifugarea concomitenta a 6 diferite test-sisteme antigen-anticorp. Particulele
de gel joaca rolul unui filtru, care retine aglutinatele eritrocitare la centrifugarea cartelei.
Aglutinatele mai mari raman in partea de sus a microtubului, cele mai mici se retin in
partea de jos, iar eritrocitele neaglutinate trec prin gel de-a lungul tubului si
sedimenteaza la fundul acestuia. La utilizarea reagentilor respectivi metoda data este
folosita pentru detectia si identificarea Ag membranei celulare sau Ac serici, de
asemenea pentru testarea ,,cross-mutch”. Este o0 metoda performanta care exclude multe
erori posibile la testarile sangvine.

Capitolul 4. Antigenile eritrocitare ale sistemului ABO si caracteristica
anticorpilor acestui sistem
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Tn identificarea si descifrarea antigenilor eritrocitare este primordial aportul lui
K.Landsteiner (1901), care in baza unui studiu asupra interactiunii dintre hematiile si
serurile recoltate de la diferite persoane a constatat existenta a 2 tipuri de Ag,
supranumite A si B. Observand proprietatile hematiilor si serurilor de a manifesta
reactia de hemaglutinare, autorul conchide ca oamenii pot fi repartizati in 3 grupe
sangvine (A, B, C). Ulterior grupul C a fost semnificat ca O si presupune absenta
antigenelor A si B si nu prezenta antigenului 0. Tn 1907 I.lanschi constata prezenta
grupului sangvin AB.

Sistemul sangvin ABO a fost cel depistat primar, dar si pana in prezent este de cea
mai mare valoare pentru transfuziologie. Este unicul sistem in care anticorpii anti —
antigenile respective sunt permanent prezente in serul individului normal. Prezenta
acestor anticorpi implica fenomenul de hemoliza intravasculara si alte manifestari ale
reactiei hemolitice acute la transfuzia de sange incompatibil dupa sistemul ABO. De
suportul investigatiilor pretransfuzionale.

Un element important si caracteristic pentru sistemul sangvin ABO este prezenta
in ser a anticorpilor (izohemaglutininelor) anti-A si anti-B naturali, cu exceptia
persoanelor cu grupa sangvina AB. Anticorpii anti-Ag ale altor sisteme eritrocitare nu
sunt congenitale si prezinta, cu unele mici exceptii, niste produse ale stimulului
antigenic.

Tn functie de prezenta sau absenta pe eritrocite a antigenilor (aglutinogenelor) A
si B si a anticorpilor (aglutininelor) anti-A si anti-B in serul sangvin distingem 4 grupe
sangvine (tab. 6).

Tabelul 6.

Antigenile si anticorpii specifici grupelor sangvine dupa sistemul ABO

|

Antigene

eritrocitare - A B A, B
Anticorpi  n | anti-A, anti-B anti-B anti-A -
serul sangvin

Sunt unanim acceptate urmatoarele semnificatii ale anticorpilor sistemului ABO:
anti-A si anti-B, care au substituit izohemaglutininele a si p. Conform clasificarii
internationale a grupelor sangvine dupa sistemul ABO pentru semnificarea lor se
utilizeaza numai literele A, B, AB si 0 si nu se indica cifrele I, II, 1l si IV.

Caracteristica aglutinogenelor A si B

Aparitia antigenelor sistemului ABO 1n eritrocite la fat se constata precoce (la a
37-a zi de dezvoltare embrionara), dar stabilirea cantitativa a proprietatilor antigenice si
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Imunogene se poare evalua doar la 2-4 ani si ramane constanta pe parcursul intregii vieti.
Persoanele aparent sanatoase pot dispune de Ag A si/sau B. Substanta H care se gaseste
in eritrocite nu apartine sistemului ABO si este specificata intr-un sistem separat si,
anume, sistemul H. Antigenul H este precursorul antigenelor A si B, fiind depistat in
cantitati majore Tn hematiile de grup sangvin 0.

Ag A, B, H sunt nu doar structuri eritrocitare, ele fiind prezente in diverse
concentratii Tn majoritatea celulelor tisulare ale organismului, in trombocite, secrete si
lichide biologice. Varianta antigenelor membranare este insolubila in apa, pe cand cea
prezenta in lichidele biologice este solubila, poseda specificitati de grup ABO si se
inregistreaza la circa 78% indivizi, numiti ,,secretori”. Subiectii care detin Ag respective
numai in eritrocite si tesuturi au fost numiti ,,nesecretori”, ei avand o cota de Tnregistrare
de 22%. Capacitatea de a transfera antigenele de grup in secrete este o caracteristica
congenitala si este controlata de 2 gene: Se si se. Gena Se este dominanta, pe cand se —
recesiva. Indivizii care poseda genele SeSe sau Sese sunt “secretori”, iar cei cu sese —
sunt “nesecretori”. Genele secretoare actioneaza prin scindarea legaturilor lipido-
polizaharide ale antigenelor A si B tisulare, iar drept rezultat partea polizaharida este
eliberata in lichidul tisular. Genele secretoare detin un rol important si in sinteza
antigenilor sistemului Lewis.

Pe membrana unui eritrocit se contin pana la 10° determinante antigenice (epitopi)
ale antigenelor A si B. Datorita faptului, ca fragmentele imunoactive ale acestor
antigene sunt amplasate pe suprafata eritrocitului, ele sunt usor accesibile pentru
anticorpi si reactia de hemaglutinare dintre antigenele sistemului ABO si anticorpii
specifici se realizeaza Tn mediul salin fara a necesita suplimentarea cu solutii coloidale.

Dupa structura lor chimica antigenele A, B, H sunt glicolipide si glicoproteine,
avand in principiu aceeasi componenta chimica, iar specificitatea lor imunologica este
asigurata de zaharidele terminale ancorate pe lantul de baza: a-N-acetilgalactozamina
pentru antigenul A, D-galactoza pentru antigenul B si L-fucoza - pentru antigenul H.

Glicolipidele purtatoare de oligozaharide A si B intra in componenta membranei
eritrocitelor, a celulelor epiteliale si endoteliale, iar in forma solubila sunt prezente si in
plasma sangvina. Saliva contine molecule de glicoproteine care la persoanele secretoare
pot comporta oligozaharide identice. Oligozaharidele A si B libere (nelegate de
molecula purtatoare a proteinelor si lipidelor) sunt testate de asemenea in lapte sau urina.

Genele a 3 loci separati (ABO, Hh si Sese) controleaza prezenta si amplasarea
antigenilor A si B. Trei alele (A, B si 0) se gasesc in locusul ABO pe cromozomul 9.
Genele A si B codifica sinteza glicoziltransferazelor — enzime care asigura formarea
antigenelor A si B, transportand resturile glicozile necesare pentru formarea
determinantelor antigenice. Genele A,B si O codifica nu Ag A si B, ci productia
glicoziltransferazelor responsabile de transportul resturilor glicozile necesare pentru
formarea determinantei antigenice.
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Gena A codifica producerea N-acetilgalactozoaminotransferazei, care asigura
transferul N-acetilgalactozaminei, gena B - a-galactoziltransferazei ce raspunde de
transferul D-galactozei. Gena 0 se considera afunctionalda si nu codifica careva
glicoziltransferaze (Ag O nu existd). Pe eritrocitele persoanelor cu grupa sangvina 0
antigenele A si B sunt absente, desi acestea contin o cantitate importanta de Ag H,
precursorul A si B.

Determinantele antigenice sunt structurate prin atasarea resturilor de zaharide la
lantul hidrocarbonic prin concursul glicoziltransferazelor-enzime care asigura
transportul resturilor de =zaharide. Atasarea resturilor de zaharide mascheaza
specificitatea serologica a antigenului H.

Diferentele dintre copii si adulti Tn activitatea celulara a antigenelor A, B, si H
sunt posibil datorate numarului diferit de structuri determinante ramificate pe suprafata
membranei celulare. Se considera, ca eritrocitele nou-nascutilor poarta oligozaharide
liniare, care poseda numai un fragment capabil sa lege zaharidele H (ulterior si A sau B).
Eritrocitele maturilor dimpotriva poseda un numar major de oligozaharide ramificate
care se transforma in substanta H, iar ulterior in Ag A sau B. Grupa sangvina 0 se
caracterizeaza prin prezenta pe eritrocite a antigenului H.

Genele A si B sunt dominante comparativ cu gena O si codominante una fata de
alta. Criteriul dominant se manifesta chiar daca a fost mostenit numai de la unul din
parinti, iar cele codominante se vor expresia in cazul mostenirii unuia de la tata, iar a
celuilalt de la mama. Gena O este recesiva comparativ cu genele A si B si se va
manifesta la copil numai in cazul cand va fi mostenita de la ambii parinti. Fenotipul si
genotipul posibil sunt elucidate in tab. 7 si fig.8.

Variantele antigenilor A si B

La testarea antigenilor sistemului ABO cu seruri standard pot aparea dificultati
dependente de modificarea determinantelor prezente pe membrana eritrocitara. La
persoanele aparent sanatoase s-a constatat heterogenitatea Ag A. S-a stabilit, ca exista 2
subclase mai importante de antigen A: A; si A, ceea ce a sugerat existenta respectivelor
subgrupe sangvine.

Tabelul 7
Variante fenotipice si genotipice posibile a grupelor sangvine dupa sistemul ABO
Fenotip (grupa sangvina) Genotip posibil
A AA, A0
B BB, B0
AB AB
0 00
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Fenotip A0 BO
Genotip Z ; ’%&
Genotip A0 A0 00 00 BO BO BO
Fenotip A A 0 O B B B B
Copiii Copiii

Figura 8. Variante de mostenire a antigenilor de grup sangvin ABO

Ultimele reprezinta fenotipurile ABO, care se difera dupa cantitatea antigenilor
prezente pe membrana hematiilor si in saliva secretorilor. Subgrupele Ag A se intalnesc
mai frecvent si au o implicatie clinica mai ponderala decéat cea a Ag B. Astfel, Ag A; se
inregistreaza la 80% dintre indivizii populatiei europene, iar A, in 20% de cazuri.
Genele A; si A, codifica diferite transferaze care asigura diferentele calitative si
cantitative dintre fenotipurile eritrocitare A; si A,.

Activitatea enzimei A;-N-acetilgalactozamintransferazei este de 5 ori mai mare
decat a N-acetilgalactozamintransferazei A,, astfel transformand o cantitate mai mare a
substantei H in Ag A;. Diferentele calitative se refera la structura biochimica a
zaharidelor (A, are o structura mai ramificata decat cea a A), iar cele cantitative sunt
asigurate de numarul epitopilor (A; contine de 3 ori mai multi epitopi decat A,). Exista
si alte diferente dintre variantele antigenice A; si A, cum ar fi constanta de echilibru,
viteza de disociatie a complexelor antigen-anticorp etc.

Hematiile de ambele fenotipuri manifesta reactii evidente cu reagentul anti-A in
testele de aglutinare directa. Diferentele serologice dintre celulele cu A; si A, pot fi
stabilite n testele cu reagentul anti-A;, preparat din serul uman de grupa B sau cu
lecitine obtinute din boabele Dolichos biflorus. La respectarea conditiilor de testare
reagentul anti-A; aglutineaza hematiile A; si nu le aglutineaza pe cele cu A,.
Aproximativ la 80% de indivizi cu grupa sangvina A sau AB hematiile sunt aglutinate
de anti-Al si sunt clasificate ca A; si, respectiv, A,.

Celelalte 20% de persoane eritrocitele carora sunt aglutinate de anti-A si nu sunt
aglutinate de anti- A; sunt specificate ca subgrupe A, sau A;B.

Anticorpii anti- A; sunt prezenti in serul sangvin la 1-8% indivizi cu fenotipul A,
si la 22-35% cu fenotipul A,B. Acesti Ac pot conduce la dificultati Tn testarea Ag
sistemului ABO sau la incompatibilitate Tn testul ,,cross-mutch” cu hematiile A; si A;B.
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Anticorpii anti-A;, de regula, reactioneaza mai eficient daca temperatura de testare este
sub 37°C si sunt considerati de valoare clinica cand reactioneaza la t 37°C. Informatia
obtinuta la o astfel de testare este valabila pentru mostrele care contin anti-A;.

Au fost descrise si alte variante ale antigenului A: Az, Ay, Am, Acnd, Ael, Ay, Care
se Tnregistreaza foarte rar si sunt slab imunogene. Testarea acestor variante este posibila
doar la utilizarea unui ser imun anti-A cu activitate majora sau prin intermediul testului
de absorbtie - elutie a anticorpilor de pe eritrocitele A. Activitatea minora a hematiilor
cu varianta antigenica A este dependenta de numarul de epitopi care interactioneaza cu
anticorpii (tab.8).

Tabelul 8.
Cantitatea determinantelor antigenice A pe hematiile adultilor cu diverse variante
antigenice

i R

A 810 000 — 1170 000
A 160 000 — 440 000
A 40 600 — 118 000
A, 7500 — 10 500

Aend 2100 - 2 700

An 100 — 1 900

A 100 — 1 400

A, 100 — 1 900

De regula, la clasificarea subgrupelor A slabe se ia in consideratie intensitatea
aglutinarii eritrocitelor cu reagentii anti-A, anti- Ay, anti- A;B, anti-H (ultimul obtinut
din Ulex europeans), prezenta sau absenta Ac anti- A; n ser, prezenta substantelor A si
H in saliva secretorilor.

Tn practica transfuzionala foarte rar se intalnesc Ay, Acng, Ael, As. Hematiile A, se
specifica de absenta aglutinarii cu Ac umani anti-A ai grupei sangvine B, dar acestea
sunt aglutinate de serul grupei O cu anti-A, B. Eritrocitele A4 pot reactiona si cu unii
reagenti monoclonali anti-A de origine murina, in dependenta de caracterul Ac utilizati
n acest reagent. Hematiile A¢ nu se aglutineaza de catre anti-A sau anti-AB de diversa
geneza si prezenta Ag A Tn cazul dat poate fi demonstrata prin metoda de absorbtie sau
elutie. Eritrocitele A; la testare cu anti-A si anti-AB formeaza aglutinate minuscule
printre multiplele hematii libere.

Subgrupele slabe (Ax, A etc.) nu pot fi apreciate cu precizie doar prin testare
serologica, se impun teste specifice asupra salivei, folosirea metodelor de absorbtie si
elutie, investigatii genealogice etc.
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Alte subclase antigenice se caracterizeaza prin diminuarea cantitativa a
antigenului H si accentuarea expresiei antigenului A. Exista indivizi care contin pe
eritrocite antigenul A in forma supraexprimata (A compl.). Tn cazul dat hematiile sunt
lipsite de substanta H si de aceea in serul acestor indivizi pot apare anticorpi anti-H.
Asadar indivizii grupelor sangvine A, B, AB la care este absenta substanta H pot
produce Ac anti-H, proces care face dificila cercetarea specificitatii Ac: serurile acestora
vor aglutina majoritatea mostrelor test-eritrocitare. Dupa continutul substantei H n
eritrocite grupele sangvine se amplaseaza in urmatoarea consecutivitate: 0> Az> A,> A;.
Testarea subgrupului A, se poate realiza si estimand caracterul interactiunii cu anti-H,
luand in consideratie faptul, ca anticorpii anti-H reactioneaza mai intensiv cu celulele
A, decét cu cele A, dat fiind continutul mai mare de substanta H pe eritrocitele A,.

La testarea grupei sangvine dupa sistemul ABO caracterul aglutinarii hematiilor
care contin varianta antigenica A este dependenta de reagentul utilizat . Ac monoclonali
anti-A si anti-AB se deosebesc prin capacitatea de interactiune cu eritrocitele care detin
varianta antigenica A,. Tn cazul dat este necesara standardizarea Ac monoclonali. Mai
frecvent pentru detectia variantelor antigenice A sunt utilizate serurile umane si lectina
anti — A; (fig. 9).

Subgrupele B se intalnesc si mai rar decat subgrupele A, ele fiind diferentiate n
baza criteriilor comune cu cele descrise pentru subgrupele A. Printre variantele de
antigene B slabe distingem: Bs, By, By, Bm, ele avand o frecventa minora la populatia
europeana. Formarea antigenului B este realizata prin actiunea a-galactoziltransferazei
asupra substantei H, si astfel variantele de antigene B slabe pot avea pe suprafata lor
antigenul H. Mai frecvent varianta slab antigenica B a fost semnalata la populatia
chineza. Variantele antigenice B se deosebesc intre ele prin caractere cantitative, adica
intensitatea aglutinabila si prin capacitatile de absorbtie a aglutinogenului B. La
secretori Ag B,, se testeaza in saliva si se mosteneste.
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Aglutinarea absenta sau slaba a eritrocitelor cercetate cu ser anti-A (0-2+)

\ 4
Cercetarea eritrocitelor cu ser anti-AB

A 4 A\ 4

Reactia de aglitinare Reactia de aglitinare
este slaba este absenta
/ \ v
AS Ax AeI
Aglutinare de tip _ . In ser sunt anti-A; . Dupa
mixt. Uneori se Aglutinare numai cu absorbtie-elutie se apreciaza
constata anti-A; anti-Aq antigenul A Tn eluat

Figura 9. Algoritmul de testare a variantelor antigenice A cu serurile sangvine anti-A si
anti-AB umane.

Apeland la serurile standard cu activitate majora pentru testarea apartenentei de
grup a eritrocitelor B, se poate reusi evidentierea acestor aglutinogene slabe. De altfel,
la testarea grupelor sangvine dupa sistemul ABO caracterul aglutinarii eritrocitelor ce
comporta variantele antigenice A si B va depinde de reagentii utilizati (tab. 9).

Varianta eritrocitardg tip Bombay (fenotipul Oh)

Exista un fenotip rar de hematii, identificat la Bombay, care se mosteneste si care
se caracterizeaza prin absenta antigenelor H si ABO. Hematiile cercetate nu se
aglutineazi cu serurile anti-A, anti-B, anti-h, anti-0. Tn serul acestor indivizi se contine
anticorpi anti-A, anti-B si anti-H. Pacientilor cu fenotipul Oh li se transfuzeaza numai
sangele Oh, gratie faptului ca Ac acestora vor hemoliza celulele cu Ag A, B si AB. La
prezenta fenotipului Oh va indica absenta reactiei la interactiunea celulelor cu lectina
anti —H.

Existenta variantelor sangvine de tip Bombay trebuie luata Tn consideratie Tn
practica medicinii legale. Daca se atesta prezenti Ac anti-A, anti-B si anti-H devine
evidenta si apartenenta de grup sangvin.

Tabelul 8.
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Carcateristica reactiilor serologice realizate la persoanele cu fenotipurile A si B

A, 4+ 0 4+ +/- 3+ 0 0 4+ |0 |AsiH
A, 3+ 0 3+ 3+ 0 * 0 4+ |0 |AsiH
Az 2+mf |0 2+mf | 4+ 0 * 0 4+ |0 |AsiH
Aend +mf 0 +mf | 4+ 0/+ 0 0 4+ |0 H
Am +/- 0 + 4+ 0 0 0 4+ |0 |AsiH
Ay -[+ 0 1+/2 | 4+ 0 2+/0 |0/1+ (4+ |0 |H
+
Ael 0 0 0 4+ 0 2+/0 |0 4+ |0 |H
B 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 0 |BsiH
B3 0 1+mf | 2+mf | 4+ 4+ 4+ 0 0 |BsiH
Bm 0 0 0/ |4+ 4+ 4+ 0 0 |BsiH
Bx 0 0/ |02+ |4+ 4+ 4+ 0 0 |H

NOTA: Intre 1+ pand la 4+ - aglutinare intensd; + - aglutinare slaba; mf — aglutinare ,,mixed-
field””, microscopic se disting aglutinatele mici si hematiile libere; 0 — aglutinare absenta; * -
incidenza anti-A; este diferita: la persoanele cu fenotip A, anti-A; acesti sunt frecvenyi, la indivizii cu
A3 Ac anti-A; sunt absenyi cu unele exceprii.

Anticorpii normali si imuni de grup ai sistemului ABO

Tn mod normal la om sunt prezenti Ac cu specificitate anti-antigenele A si/sau B.
Distingem doua categorii de anticorpi de grup: normali, naturali, care apar in procesul
de formare a organismului, si imuni - care au rezultat din imunizari cu substantele
antigenice de grup A si/sau B. Ultimii se sintetizeaza in rezultatul actiunii poligene a
substantelor cu specificitate de grup A si B asupra organismului uman: maladiile
infectioase, vaccinurile, unele produse alimentare si fitogene, sarcina heterospecifica,
hemotransfuziile incompatibile. La majoritatea indivizilor Ac anti-A si anti-B din ser se
prezinta sub forma unui amestec de Ac naturali si imuni (IgM si 1gG).

Anticorpii anti-A si anti-B pot fi depistati Tn serul sangvin uman in primele luni
de viata, uneori fiind prezenti deja la nastere. Dar majoritatea Ac prezenti in sangele
ombilical sunt de geneza materna. Productia de Ac se majoreaza si atinge nivelul maxim
la 5-10 ani, mentindndu-se la un titru relativ inalt pe parcursul mai multor ani, dar cu
varsta are loc diminuarea lui treptata. Persoanele vérstnice au indici mai mici de
expresie a Ac anti-A si anti-B decat adultii de alte varste.
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Rezultatele testarii sangvine a nou-nascutilor sau a copiilor de pana la 4-6 luni la
anti-A si anti-B nu sunt concludente, deoarece o parte din Ac copilului prezinta IgG cu
activitate anti-A si anti-B achizitionate transplacentar.

Exista anumite corelatii intre titrul aglutininelor la mama si copil. Tn conditii de
norma titrul hemaglutininelor anti-A variaza de la 1:64 pana la 1:512, iar al
aglutininelor anti-B se incadreaza in intervalul 1:16 — 1:64. Tn cazuri rare aglutininele
naturale pot fi exprimate atat de slab, incat se impun dificultati la testarea lor. Au fost
descrise variatii de sezon ale concentratiei de aglutinine anti-A si anti-B. In
agamaglobulinemie Ac respectivi sunt absenti.

Anticorpii anti-A, produse de persoanele de grup sangvin B si Ac anti-B, secretati
de indivizii de grup A, sunt prezentate in majoritate de IgM, dar printre ei pot exista in
cantitati mai mici 1gG. Deoarece 1gG, spre deosebire de IgM, pot fi liber transportate
prin placenta, copiii mamelor de grup sangvin 0 au 0 mai mare sansa de a produce
maladia hemolitica a nou-nascutilor decét copiii proveniti din mame cu grupa sangvina
A sau B. Diferentele pentru activitatea anti-A si anti-B a IgM si 1gG sunt prezentate in
tab. 9.

Tabelul 9.

Particularitatile IgM si 1gG cu activitate anti-A si anti-B

Reactiile se intensifica:

- la scaderea temperaturii da nu
- cu hematiile prelucrate cu enzime da nu
Sunt inhibate usor cu antigenele A sau B solubile da nu
Pot fi inhibate cu 2-mercaptoetanol, DDT da nu
Predomina la donatorii neimunizati ai grupelor da nu
sangvine A si B

Anticorpii de tip IgM si 1gG cu activitate anti-A si anti-B aglutineaza eritrocitele
la temperatura 20-24°C sau mai putin si activeaza sistemul complementului la 37°C.
Activitatea complementara a acestor Ac de a hemoliza eritrocitele se manifesta daca
testarea include incubarea la 37°C. Serul unor pacienti sau donatori poate induce
hemoliza eritrocitelor ABO — incompatibile si la temperaturi de sub 37°C. Liza celulara
este absenta la testare in prezenta EDTA sau a altor reagenti care stopeaza activarea
sistemului complementar sau cand in test se utilizeaza plasma sangvina

Anticorpii anti-A, anti -B (serul de grupa sangvina 0)

Serul persoanelor cu grupa sangvina O contine Ac anti-A si anti-B, care
Interactioneaza atat cu hematiile ce contin Ag A, cat si cu cele care contin Ag B,
specificitatea respectiva ramanand stabila chiar dupa absorbtia diferentiata. Saliva
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secretorilor, atdt cu substanta A, cat si cu substanta B, inhiba activitatea Ac anti-Ag
eritrocitare de tip A si B.

Serul de grup 0 se utilizeaza pentru prepararea reagentilor de grup cu forta majora
de aglutinare a celulelor A si B. Reagentii care contin amestec de anticorpi monoclonali,
de asemenea aglutineaza celulele cu Ag A si B precum si orice varianta de Ac anti-A si
anti-B diferentiaza facil hematiile celor trei grupe sangvine de grupul O deoarece (in
dependenta de mostra Ac monoclonali selectatda) ei sunt capabili sa reactioneze mai
manifest si cu hematiile de fenotip slab exprimat, spre deosebire de Ac naturali umani.

Anticorpii anti-A;. S-a constatat ca Ac prezenti la persoanele de grup B pot fi
subdivizati Tn componentele anti-A; si anti-A,. Serul nativ de grup B aglutineaza
hematiile A; si A,, iar dupa absorbtia cu celulele A,, serul de grup B reactioneaza
exclusiv cu hematiile A;. Diferentele de expresie a Ag A pe celulele A; si A; sunt mai
degraba cantitative decat calitative. Uneori Ac anti-A; pot fi identificati in serul
indivizilor cu fenotipul A, sau cu alte fenotipuri ale subgrupului A. Un reagent eficient
pentru diferentierea Ag A; si A, s-a elaborat din lecitinele extrase din Dolichos biflorus,
care nu aglutineaza celulele A; si astfel poate fi utilizat in calitate de reagent anti- A;.

Fenotipul B (A). La unii indivizi cu grupa sangvina B eritrocitele sunt aglutinate
de reagentul anti-A care contine anticorpi monoclonali de murine MHO4. La aceste
persoane s-a constatat hiperactivitatea galactoziltransferazei codificata de gena B.
Fenotipul acestui grup a fost semnificat ca B (A). Identificarea acestui fenotip, de regula,
se efectueaza fara utilizarea reagentului monoclonal anti-A, cu care hematiile B(A)
reactioneaza divers. Tn majoritatea cazurilor se observa o reactie slaba, iar aglutinatele
sunt mai frecvent instabile, disociaza usor, cu toate ca uneori reactia s-a manifestat de
2+. Serul acestor indivizi aglutineaza celulele A; si A, astfel ca, exceptand nou-nascutii
sl persoanele imunocompromise, testarea serului va trebui sa evidentieze diferentele
intre acest fenotip si fenotipul AB, in care subgrupul A presupune prezenta Ac anti-A;.
O confirmare definitiva se poate reusi numai prin studiul structural al transferazelor sau
prin analiza secventei nucleotidelor. Transferaza GalNAc este prezenta in serul A sub
B-(A sub B -) si absenta in serul persoanelor cu fenotipul B (A). Transferaza care
determina fenotipul B (A), spre deosebire de transferaza B, are o modificare aminoacida
n pozitia 235, dupa care se deosebesc transferazele A; si B. Tn secventa aminoacidi a
transferazei B (A) in pozitia 235 este prezenta glicina, detaliu specific si pentru
transferaza A;.

Testarea ABO standard

Cercetarea Ag, realizata prin intermediul Ac anti-A si anti-B a primit denumirea
de testare directa sau eritrocitara. Utilizarea reagentilor eritrocitari A; si B pentru
detectia Ac anti-A si anti-B in ser este denumita testare serica.

Testarea standard include testarea hematiilor si serului, de altfel, fiecare din
aceste teste serveste ca martor unul pentru altul (tab. 10).

Tabelul 10.
57



Testarea ABO standard

Reactia eritrocitelor Reacria serului cu hematiile standard | Grupa
testate cu anticorpii sangvinda
anti-A anti-B A B 0 dedusda

0 0 + + 0 0
+ 0 0 + 0 A
0 + + 0 0 B
+ + 0 0 0 AB

Nota: + aglutinare prezentd; 0 — aglutinare absenta.

Pentru confirmarea apartenentei dupa ABO a donatorilor, pentru care deja a fost
efectuata tiparea, la fel si testarea copiilor pana la 4 luni se permite utilizarea numai cu
testarea ABO pe hematii. Unii reagenti folositi pentru tipizarea ABO a hematiilor sunt
preparati din serurile persoanelor stimulate cu substantele sangvine de grup A si B
pentru obtinerea unui titru mai Tnalt de Ac. Alti reagenti sunt preparati in baza Ac
monoclonali. Ambele tipuri de reagenti aglutineaza majoritatea hematiilor
antigenpozitive la interactiune developata direct, chiar fara centrifugare.

Testarea ABO nestandard

La tipizarea sistemului ABO in calitatea de reagenti suplimentari se poate utiliza
serul anti-AB, pentru testarea hematiilor si A,, sau hematiile de grup O - pentru testarea
serului. Unii autori considera ca testarea de rutind cu Ac anti-AB este mai eficienta
pentru detectia Ag slab expresiati decat daca se folosesc anti-A sau anti-B. Altii,
dimpotriva, precizeaza, ca in subgrupele A slabe doar Ax sunt evidentiate cu Ac anti-A,
B umane prin incubarea serului si celulelor la t incaperii timp de 10-60 min. Unele
amestecuri de Ac monoclonali cu specificitate anti-A reactioneaza evident cu hematiile
subgrupelor slabe in testele cu centrifugare imediata. Daca producatorii recomanda
utilizarea reagentului anti-A pentru detectia subgrupelor slabe, aceasta inseamna ca a
fost demonstrata capacitatea reagentului dat de a reactiona cu eritrocitele Ax. Unele
seturi comerciale de celule recomandate pentru testarea serurilor contin eritrocite A;, B
si A,. Hematiile A, sunt predestinate pentru facilitarea aprecierii anti - A; in mostrele
serice, care au manifestat criterii specifice subgrupului A. Deoarece majoritatea
mostrelor serice ale grupului sangvin A nu contin anti- Ay, utilizarea de rutina a acestui
reagent nu este indicata in cazurile cand nu exista divergente la testarea eritrocitelor si
serului. Celulele A, pot fi utilizate pentru testarea diferentiala a mostrelor donatorului
sau pacientului, care contin anti-A;, iar prezenta acestui reagent face testarea mai
comoda. De mentionat necesitatea de a studia atent instructiunile de utilizare a
reagentilor ABO de la producatori, deoarece acestea pot sa difere dupa activitatea si
specificitatea lor.

Divergengele posibile la testarea serului si hematiilor
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Divergentele de tipizare a grupei sangvine pot apare, cand rezultatele testelor
eritrocitare nu corespund cu cele serice. Rezultatele se fixeaza, dar interpretarea trebuie
efectuata numai dupa clarificarea cauzelor necorespunderii. Daca mostra este colectata
din sangele donatorului, acesta nu poate fi utilizat pana la stabilirea cauzei rezultatelor
discordante. Daca sa testeaza sangele recipientului potential atunci pana la finisarea
cercetarii pot fi utilizate hematiile de grup O cu respectiva apartenenta Rh. Este
important ca pana la transfuzie de la pacient sa se recolteze cantitatea de sange necesara
pentru finisarea cercetarilor ulterioare.

Cauza rezultatelor discordante poate fi dependenta de seruri, eritrocite,
dificultatile aparente la testare, erorile tehnice etc. Divergente se constata si la obtinerea
rezultatelor negative cand se asteptau probe pozitive si invers.

Rezultate fals-negative pot apare si in urma erorilor la:

* Suplimentarea reagentului sau serului testat Tn tub;

* Identificarea hemolizei ca rezultat pozitiv;

* Realizarea unui coraport incorect dintre ser (reagent) si eritrocite;

* Centrifugarea indelungata a tuburilor;

* Incubarea la temperaturi de 20-24°C si mai putin;

« Tnregistrarea si interpretarea incorecta a rezultatelor testului.

Rezultatele fals-pozitive pot fi datorate:

» centrifugarii indelungate a tuburilor;

* utilizarii reagentilor contaminati;

o utilizarii sticlariei murdare;

* Tnregistrarii si interpretarii incorecte a rezultatelor testarii.

Dificultari la testarea hematiilor dependente de mostra

La tipizarea hematiilor se pot manifesta rezultate neasteptate din cauza ca:
1. Tn sangele pacientului cu multiple transfuzii sau cu transplant medular pot circula
eritrocite apartenente concomitent la cateva grupe sangvine dupa ABO, iar un astfel de
fenomen a fost supranumit himera transfuzionala sau de transplant;
2. Hematiile persoanelor cu diferite gene A si B comporta uneori Ag slab exprimate.
Minorizarea expresiei poate avea loc la pacientii cu leucemie si alte tumori maligne, iar
in aceste situatii testele de aglutinare cu reagentii anti-A si anti-B pot sa nu realizeze
rezultatele asteptate;
3. Modificarile structurale ale membranei eritrocitare mostenite sau adoptive pot
conduce la poliaglutinare. Aceste eritrocite pot fi aglutinate de reagentii anti-A, anti-B
sau de ambi;
4. Concentratiile anormale de proteine serice, prezenta in ser a macromoleculelor sau in
proba de sange ombilical a gelului Warton (,,Warton’s jelly”) poate genera agregarea

nespecifica a celulelor suspendate in ser ce se poate interpreta eronat ca fiind aglutinare;
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5. Concentratiile majore de substanta de grupa sangvina A sau B in ser pot reactiona cu
Ac reagentului si Ti neutralizeaza, iar aceasta poate conduce la rezultate negative ale
reactiei cu eritrocitele suspendate in ser sau plasma sangvina;
6. Serul poate contine Ac care interactioneaza cu colorantii utilizati pentru colorarea
reagentilor anti-A si anti-B. Daca pentru testare se utilizeaza hematiile suspendate n ser
sau plasma, acesti Ac pot manifesta o aglutinare fals-pozitiva;
7. Pacientii cu autoaglutinine a frigore pot contine eritrocite acoperite masiv cu Ac,
ceea ce conduce la aglutinarea lor spontana in prezenta diluentului, indiferent de
specificitatea Ac reagentului.

Dificultari la testarea serului dependente de mostra

Si la tipizarea serului se pot obtine rezultate false:
1. Tn cazul utilizarii plasmei sau serului sangvin incomplet coagulat la testarea ABO
(coagulele mici de fibrina pot fi interpretate ca aglutinate);
2. Concentratiile anormale de proteine sau modificarea coraportului proteinelor serice,
substantele de contrast administrate i.v., substituentii de plasma Tnalt moleculari pot
induce agregarea nespecifica a eritrocitelor, care uneori se diferentiaza greu de
aglutinarea reals;
3. Ac diferiti de cei anti-A si anti-B Tn mostra testata pot aglutina hematiile reagentului
A; sau B, daca acestea poseda Ag respectivi;
4. Ac anti-componentele diluentului, utilizat pentru pastrarea reagentilor eritrocitari A;
si B, pot aglutina celulele independent de Ag si Ac sistemului ABO;
5. La pacientii cu imunodeficienta dependenta de maladie sau tratamentul administrat,
nivelul Ig Tn unele cazuri poate fi atat de mic, incat activitatea aglutininelor ABO este
diminuata sau total absenta. Mostrele sangvine ale pacientilor la care continutul Ac s-a
micsorat cu varsta sau cele ale pacientilor la care concentratia Ac s-a micsorat evident in
urma procedurilor de substituire a plasmei pot avea de asemenea aglutinine slabe;
6. Reactii negative sau slab manifeste se observa si la testarea serului copiilor de péana la
4-6 luni de viata. Serul nou-nascutului, de regula, nu se testeaza, deoarece Ac prezenti la
el sunt de origine materna;
7. Titrul foarte Tnalt de Ac anti-A si anti-B fixatori ai complementului, induce legarea
intensiva a moleculelor componentului complementar C; la suprafata eritrocitelor, care
conduce la blocarea sterica a Ag membranari si aglutinarea nu se manifesta. Acest
fenomen a fost descris la testarea serului cu utilizarea suspensiei eritrocitare in diluant
fara EDTA,;
8. Daca pacientului i s-a transplantat maduva osoasa compatibila, dar nu identica dupa
grupul ABO, atunci Ac serici nu vor corespunde Ag eritrocitari. De exemplu, la
transplantul maduvei osoase de grup O individului de grup A, la acesta vor circula
hematiile 0, iar Tn ser se vor secreta numai Ac anti-B;
9. Transfuzia recenta de componenti plasmatici care contin aglutinine ABO poate induce

reactii neasteptate.
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Solurionarea contradicriilor de testare a sistemului ABO

Pentru rezolvarea acestor probleme se efectueaza testarea repetata a mostrei date.
Daca primar s-a utilizat suspensia de eritrocite n plasma sau ser, atunci la cercetarea
repetata se recomanda utilizarea suspensiei de celule spalate in solutie salina. Daca
divergentele din nou sunt prezente, atunci se efectueaza urmatoarele manevre:
1.Recoltarea unei mostre sangvine noi, care se testeaza si astfel contradictiile
dependente de contaminarea probelor sau marcarea incorecta dispar;
2.Spalarea celulelor testate si a celulelor reagentului pentru fnlaturarea tuturor
componentilor serici si chimici capabili sa induca reactii pozitive neasteptate;
3.Testarea eritrocitelor cu Ac anti-A, B, anti- A; sau anti-H in functie de problema
concreta.

4. Daca se presupune prezenta anti-A;, serul se testeaza cu utilizarea catorva mostre
eritrocitare A,.

5.Screening-ul repetat al Ac cu utilizarea eritrocitelor de grupa O pentru detectia
efectelor nespecifice ale aloanticorpilor a frigore.

6.Pentru detectia Ag slabe sau Ac test-reactia se efectueaza la t camerei timp de
minimum 30 min. Incubatia poate fi efectuata si la o temperatura mai joasa dar cu
realizarea testelor in paralel cu celulele grupei O si autologe pentru evidentierea
interferentei aglutininelor cu spectru larg, cum ar fi anti-1 sau anti-H, care reactioneaza
cu hematiile tuturor adultilor.

Caracteristica anticorpilor anti-A si anti-B

Anticorpii naturali anti-A si anti-B apartin imunoglobulinelor de clasa M, pe cand
cei imuni se refera la clasa G. Ultimii se sintetizeaza in rezultatul actiunii poligene a
substantelor cu specificitate de grup A si B asupra organismului uman: maladiile
infectioase, vaccinurile, unele produse alimentare si fitogene, graviditatea
heterospecifica, hemotransfuziile incompatibile. La majoritatea oamenilor anticorpii
anti-A si anti-B din ser se prezinta sub forma unui amestec de anticorpi naturali si imuni
(imunoglobuline M si G). Specificitatea structurala a imunoglobulinelor de clasa M
(structura pentamera cu 10 situsuri combinative), caracteristica anticorpilor naturali
anti-A si anti-B, asigura agregarea unui numar major de hematii in reactia de aglutinare
n mediul salin. Aceasta proprietate a anticorpilor naturali este utilizata la prepararea
serurilor standard pentru testarea antigenilor eritrocitare ale sistemului ABO.

Activitatea majora a anticorpilor anti-A si anti-B semnifica implicarea lor clinica
majora n aparitia complicatiilor secundare transfuziilor de sénge incompatibil dupa
antigenii ABO. Donatorii de grup sangvin 0 care comporta IgG cu specificitate anti-A,
anti-B sunt “donatorii universali periculosi”, deoarece concentratul eritrocitar contine
cantitati minore de plasma, care pot induce complicatii posttransfuzionale severe,
reactionand cu eritrocitele A, B, AB ale recipientului.

Rezolvarea contradictiilor dependente de absenga antigenilor prognozayi
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Hematiile persoanelor de grupa A sau B Tn majoritatea cazurilor sunt aglutinate
(3-4+) de Ac reagentilor respectivi, iar serul sangvin al acestora ih norma aglutineaza
(2-4+) eritrocitele A; sau B din reagentii aplicati. Cauza necorespunderii rezultatelor
uneori poate fi datorata intensitatii de interactiune la tipizarea serului sau eritrocitelor.
De exemplu, serul, care aglutineaza intensiv eritrocitele de grup B, dar nu si celulele A,
mai degraba apartin unei persoane cu grupa A, cu toate ca eritrocitele nu sunt aglutinate
de Ac anti-A sau anti-B. Ag A sau B pot sa nu fie expresati pe suprafata celulelor
persoanelor care au mostenit alele variabile sau ale indivizilor cu maladii ce au indus
deprimarea productiei de antigene. Pentru detectia Ag slab exprimati se pot utiliza
urmatoarele proceduri:

1. Incubarea celulelor spalate cu anti-A sau anti-B la temperatura camerei timp de 30
min, pentru a intensifica interactiunea dintre Ac si Ag insuficient cantitativ. Incubarea la
+4°C favorizeaza si mai mult legarea, dar testarea la temperatura data trebuie controlata
cu hematiile de grup 0 si cu celulele autogene. Aceasta permite confirmarea ca reactiile
observate sunt rezultatul interactiunii cu anti-A si anti-B, dar nu cu careva alte
aglutinine a frigore;

2. Prelucrarea eritrocitelor pacientului cu enzime proteolitice (fitina, papaina,
bromelind), care contribuie la intensificarea interactiunii ,,antigen-anticorp” cu anti-A
sau anti-B. Reactia de legare a Ac cu eritrocitele ce au Ag exprimate corespunzator in
unele cazuri va avea loc in primele 30 min la temperatura camerei, daca eritrocitele au
fost prelucrate Tn prealabil cu enzime. Pentru confirmarea specificitatii reactiilor ABO
este necesara testarea in paralel a eritrocitelor de grupa O prelucrate cu enzime;

3. Incubarea alicvotei eritrocitare la temperatura camerei sau la +4°C cu Ac umani anti-
A sau anti-B pentru absorbtia Ac cu Ag eritrocitare corespunzatoare. Pentru absorbtie /
elutie nu se recomandi utilizarea lecitinei anti-A; sau a reagentilor monoclonali. Tn
calitate de martor la absorbtie/elutie este necesar a utiliza eritrocite de grupa 0. Dupa
incubare hematiile trebuie minutios spalate, apoi se prepara eluatul. Ultimul se testeaza
cu celulele de grupa A;, B sau 0. Daca eritrocitele poseda Ag A, atunci eluatul va
aglutina Ay, dar nu si hematiile cu Ag B sau 0. Eluatele preparate din hematiile de grupa
B aglutineaza cu exclusivitate alte celule ale grupului B. Eluatul din eritrocitele de grup
0 trebuie sa fie areactiv. Activitatea eluatului din celulele martor de grupa O anuleaza
rezultatele obtinute cu eritrocitele pacientului si poate insemna, ca serul anti-A sau anti-
B contine alti Ac, sau ca procedura absorbtie/ elutie a fost efectuata incorect;

4. Testarea salivei la prezenta substantei H, A sau B este utila pentru clarificarea
discordantelor doar in cazurile cand pacientul este secretor, dar acest detaliu poate
ramane necunoscut pana la finisarea cercetarii.

Solugionarea divergengelor induse de reactiile neobignuite cu anti-A gi anti-B
Uneori testele eritrocitare afiseaza reactii pozitive neasteptate. De exemplu,

reagentul anti-A poate aglutina slab eritrocitele mostrei sangvine, serul careia
62



reactioneaza identic serului normal de grupa B sau 0. Cauza acestui fapt poate fi
variabilitatea alelelor locusului ABO sau niste probleme care nu tin de actiunea genelor
ABO.

Fenotipul B adoptiv

Acest fenotip este identificat in cazul cand serul contine Ac anti-B cu activitate
majora, iar hematiile sunt aglutinate intensiv de Ac anti-A si slab de Ac anti-B.
Fenotipul B adoptiv apare cand enzimele microbiene modifica Ag A (N-
acetilgalactozamina) astfel, ca el devine identic celui din restul de galactoza apreciabil
la Ag B. Acest fenotip se manifesta in vivo numai la hematiile A;. Ag B adoptiv se
dezvolta din contul Ag A, iar aceasta poate conduce la micsorarea numarului de
molecule ale Ag A. Cand Ag B adoptiv este prezent pe suprafata celulelor in cantitate
majora, ele pot fi aglutinate de Ac anti-B umani. Cu toate ca majoritatea eritrocitelor cu
Ag B adoptiv reactioneaza slab cu anti-B, in unele cazuri poate fi observata o aglutinare
intensiva. Intensitatea reactivitatii eritrocitelor de acest tip cu Ac monoclonali depinde
de caracterul acestora. Pentru confirmarea prezentei Ag B adoptiv pe suprafata
eritrocitelor grupei A este necesar:
» Sa se concretizeze diagnosticul pacientului. De obicei, Ag B adoptiv se intalneste in
starile care favorizeaza patrunderea bacteriilor intestinale in torentul sangvin, cu toate ca
uneori el poate fi depistat si pe suprafata eritrocitelor donatorilor.
o Si se testeze serul pacientului cu autoeritrocite. Ac anti-B ale acestui individ nu
aglutineaza hematiile cu Ag B adoptiv ale propriilor lui celule.
» Sa se testeze eritrocitele cu reagentii monoclonali anti-B. Spre deosebire de serurile
umane, unii Ac monoclonali nu reactioneaza cu celulele de fenotip B adoptiv .
* Sa se testeze eritrocitele cu serul anti-B uman la pH 6,0. Ac anti-B umane in mediul
acid nu interactioneaza cu Ag B adoptiv.
» Daca pacientul este secretor, se va testa saliva acestuia la prezenta Ag A si B.
Secretorii, eritrocitele carora poseda Ag B adoptiv, contin in saliva substanta A si nu
contin substanta B.
e Sa se prelucreze eritrocitele cu anhidrida acetica care reacitileaza moleculele
superficiale ale celulelor si minorizeaza esential reactivitatea hematiilor cu Ag B
adoptivi. Anhidrida acetica nu influenteaza reactivitatea Ag obisnuit de grupa B.

Ag A identic adoptiv

Discordante dupa sistemul ABO pot fi observate si in cazurile de poliaglutinare
Tn, cand este dereglata sinteza oligozaharidelor prezente in norma pe moleculele
sialoglicoproteinelor, ce conduce la aparitia pe suprafata eritrocitelor a structurilor
antigenice aberante (criptantigene). Restul glucidic neprotejat terminal prezinta GalNAc
— 0 monozaharida care apreciaza specificitatea Ag A. Unele mutatii somatice ale
celulelor stem duc la formarea unei populatii stabile de celule - asa-numitele Tn-activate.

Celulele Tn-activate de grupa O si B se manifesta asemenea celor purtatoare de Ag A,
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capabile se reactioneze cu reagentii anti-A monoclonali sau cei umani. Ag A identic al
hematiilor Tn-activate poate fi diferentiat de AgA produs de transferaza genei A, daca
pana la testare eritrocitele vor fi prelucrate cu enzime proteolitice. Ultimele scindeaza
moleculele purtatoare de criptoantigene, facand astfel imposibila capacitatea lor de a
reactiona cu anti-A.

Aglutinarea ,,mixed-field” sau ,,camp mixt”. Uneori se intdlnesc mostre
sangvine care contin doua populatii diferite de hematii. De regula, acest fapt anunta
despre o transfuzie recenta cu hematii de grupa 0, aplicata recipientului cu o alta grupa
sangvina sau despre transplantarea maduvei osoase care se difera de cea a recipientului
dupa sistemul ABO. Himerismul grupelor sangvine la schimbul de tesuturi eritrocitare
intre gemenii heterozigoti sau in prezenta mozaicismului conduce de asemenea la
aparitia unui amestec eritrocitar. Tn toate aceste cazuri la testarea eritrocitelor dupa
sistemul ABO poate fi observata aglutinarea ,,mixed-field”. La transfuzie aceasta se va
observa pe tot parcursul perioadei de viata a hematiilor.

Dupa transplantul medular reactia dispare odata ce la pacient s-a initiat sinteza de
eritrocite proprii, iar la unii recipienti pot fi Tnregistrate populatii ,,mixed-field”
constante. Tn cazul himerismului sangvin reactia se manifesta pe parcursul intregii vieti.

Aglutinarea tip ,,mixed-field” este caracteristica pentru hematiile As si reagentul
anti-A. Daca se elimina celulele aglutinate, iar eritrocitele ramase se testeaza din nou cu
anti-A, se va observa aglutinarea hematiilor ramase care n-au fost aglutinate anterior.

Eritrocitele acoperite cu anticorpi. Hematiile copiilor cu boala hemolitica a nou-
nascutului si cele ale adultilor cu maladii auto- si aloimune uneori poarta pe suprafata
lor molecule de 19G si manifesta aglutinare spontana in prezenta diluentilor de reagenti
care contin proteine in concentratii majore (18-22%). Aceste concentratii de proteine
sunt caracteristice pentru unii reagenti anti-D. Uneori eritrocitele sensibilizate pot
manifesta aglutinare la utilizarea reagentilor ABO cu concentratia proteinelor de 6-12%.
Majoritatea Ac se pot detasa de pe suprafata eritrocitelor cu ajutorul elutiei usoare la
+45°C, dupa care aceste celule pot fi utilizate pentru testarea cu anti-A si anti-B.

Hematiile mostrelor care contin autoaglutinine a frigore IgM pot sa se aglutineze
spontan in testele cu solutie fiziologica. Acesti Ac pot fi extrasi prin incubarea
suspensiei celulare la +37°C, urmand spalarea lor repetata cu solutii saline incalzite
pana la +37°C. Daca aglutinarea nu dispare, atunci eritrocitele necesita prelucrare cu
ditiotreitol (DTT).

Solurionarea divergengelor dependente de reactiile neprevazute ale serului

Erorile testarilor serologice pot fi dependente de unele fenomene serice ca:
1. Concentratia de Ac anti-A si anti-B la pacientii cu imunodeficiente poate fi sub limita
de sensibilitate a metodei de detectie utilizata. Acesti Ac pot fi absenti in serul nou-

nascutilor sau Tn concentratii minore la persoanele aparent sanatoase de varsta inaintata.
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2. Concentratiile majore anormale de Ac anti-A si anti-B pot fi cauza zonei
proaglutinante, care va genera rezultate fals-negative. Tn aceste cazuri grupa sangvina
poate fi determinata dupa diluarea serului sau prelucrarea acestuia cu EDTA (2,5%).
3. Ac anti - A; din serul persoanelor cu A, A;B sau cu alta subgrupa sangvina
aglutineaza hematiile reagentului A;. Pentru confirmarea cauzei generatoare de
asemenea contradictii este necesar: a) de testat serul dat cu mostre eritrocitare sangvine
Ay, A; si O (preferabil cate 3 mostre de celule de fiecare grup). Ac pot fi specificati ca
anti-A; numai in cazul cand ei vor aglutina hematiile celor 3 probe de grup A; si nici
una din A, sau 0; b) de utilizat lecitina din Dolichos biflorus si serul sangvin uman de
grup B in calitate de reagent anti-A; pentru a se confirma, ca celule persoanei date nu
apartin la subgrupul A;. Majoritatea mostrelor anti- A; reactioneaza doar la temperaturi
de sub +30°C si nu sunt de valoare clinica, cu toate ca unele reactioneaza la 37°C si sunt
de semnificatie clinica. Pentru transfuzie in cazul dat se permite utilizarea numai a
eritrocitelor A, sau 0.
4. Autoaglutininele a frigore anti-l si anti-IH cu activitate majora pot aglutina
eritrocitele adultilor, inclusiv pe cele autologe si reagente. Cu mici exceptii
autoaglutininele a frigore induc o reactie mai putin expresiva decat anti-A si anti-B.
Cand reactivitatea data face dificila interpretarea testelor, se procedeaza in modul
urmator:

a) pana la testarea serului si a eritrocitelor acestea se incalzesc pana la +37°C.
Daca se impune, se poate utiliza testul antiglobulinic. Mostrele serice slab reactogene
anti-A sau anti-B nu se depisteaza la utilizarea metodei date, deoarece temperatura
optima pentru activitatea Ac este de sub +37°C. La persoanele cu grupa sangvina A sau
B anticorpii ABO sunt prezenti in special sub forma de IgM, care nu pot fi apreciate la
testarea antiglobulinica standard cu utilizarea reagentilor anti-IgG. Mostrele anti-A si
anti-B cu concentratii minore sau chiar absente de IgG pot sa nu fie detectate;

b) este necesar sa se extraga autoaglutininele a frigore din ser prin metoda de
autoabsorbtie la rece. Serul absorbit se testeaza ulterior cu eritrocitele reagentilor A; si B;

c) serul se va prelucra cu DTT, dupa care se poate utiliza Tn testarea de grup
reversa. DTT induce pierderea capacitatii Ac IgM de aglutinare, de aceea aceste teste
necesita realizare n faza antiglobulinica pentru detectia 1gG. Deoarece multe persoane
de grup sangvin A sau B nu secreta cantitati majore de IgG cu activitate anti-A sau anti-
B, interpretarea rezultatelor negative trebuie efectuata cu prudenta.
5. Aloanticorpii anti-P; sau anti-M activi la temperatura camerei pot aglutina eritrocitele
utilizate la testarea serologica, daca ultimele contin Ag respective. De obiceli, celulele
reagentului utilizat pentru detectia anticorpilor va aglutina la temperatura camerei.
Testarea corecta a serului ABO care contine alti aloanticorpi a frigore include: a)
amestecul serului si celulelor la temperaturile +30+37°C. Contradictiile pot fi evitate,
daca temperatura optima de interactiune a aloanticorpilor este mai joasa decat

temperatura la care reactioneaza anti-A si anti-B; b) identificarea aloanticorpilor cu
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posibila detectie ulterioara a Ag respective pe eritrocitele reagentilor A; sau B.
Utilizarea pentru testarea serului a eritrocitelor A; si B, pe care este absent Ag dat; c) in
cazul probei negative pentru detectia Ac serul se va cerceta prin utilizarea catorva
mostre eritrocitare A; si B. Serul poate contine Ac anti-Ag rar inregistrate sau absente
pe majoritatea eritrocitelor A; si B spontan colectate pentru testare.

6. Concentratiile anormale de proteine n ser, dereglarea coraportului lor sau utilizarea
reagentilor Tnalt moleculari, a substituentilor de plasma pot duce la agregarea
eritrocitelor din ser si imita aglutinarea. Tn unele cazuri apar agregatele de tip “stalpusori
numulari”, vizibile la microscopiere, dar mai frecvent agregatele au forma diversa si
sunt foarte asemanatoare aglutinatelor induse de Ac. Tn aceste situatii pentru a reusi
rezultate plauzibile serul poate fi diluat cu solutie salina in raport 1:3, pentru a exclude
proprietatile agregante.

Capitolul 5. Sistemul sangvin Rhesus

Sistemul de antigene eritrocitare specifice Rhesus a fost descoperit de Landsteiner
si Wiener in 1940 in rezultatul studiului asupra sintezei de Ac la imunizarea animalelor
cu hematiile maimutelor Macaccus Rhesus. Analizédnd proprietatile hemolitice ale Ac
identificati, autorii au remarcat ca acestia aglutineaza in proportie de 85% cazuri
eritrocitele umane. Tn acelasi an Lewine si Katzin au depistat Ac cu asemenea activitate
in serul femeilor cu nasteri multiple, iar Wiener si Peters-in serul persoanelor
eritrocitele carora nu posedau determinanta antigenica respectiva, dar in schimb aveau
Tn anamneza transfuzii sangvine compatibile dupa sistemul ABO.

Actualmente sistemul antigenic eritrocitar Rh Tnglobeaza 48 de antigene, printre
care de importanta clinica majora se considera Ag D, care poseda proprietati imunogene
evidente si este cauza maladiei hemolitice a nou-nascutului in 95% din cazurile de
incompatibilitate dintre mama si fat, precum si a complicatiilor severe
posttransfuzionale. Persoanele care poseda antigenul D se considera Rh—pozitive, iar
cele care nu au acest Ag sunt Rh negative. Termenii Rh(+) si Rh(-) reflecta deci
prezenta sau absenta antigenului D pe eritrocite. Denumirea de Rh,(D) nu se mai
utilizeaza, avand doar o conotatie istorica.

Antigenul D, ca si A, B, are un rol important in practica transfuzionala. Sinteza de
Ac anti-D este dependenta de inocularea eritrocitelor care expreseaza Ag D in cazul
transfuziilor sangvine sau pe fond de sarcina. Pentru evitarea acestor inadvertente,
sangele tuturor recipientilor si al donatorilor este testat la prezenta Ag D, manevra care
asigura securitatea transfuziei sangvine. Ag D este determinat genetic, mostenirea
criteriului se face pe cale autosomal dominanta (fara vre-o relatie cu sexul).
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Cercetarile realizate in 1940 au demonstrat existenta a inca 4 Ag: C, E, ¢, e. In
prezent se cunosc, precum mentionam, 48 Ag (tab. 11), dar numai 5 (D, C, E, c, €) din
acestea si Ac lor respectivi sunt responsabile de manifestarile clinice (99% cazuri)
relationate cu sistemul RH.

Tn prezent se considera plauzibili ipoteza lansata de Tippett despre existenta a 2
loci structurali legate pe cromozomul 1, care determina sinteza Ag Rh. Determinantele
antigenice Rh sunt niste polipeptide neglicozilate. Gena RHD conditioneaza sinteza
proteinei transmembranice, care determina activitatea D a hematiilor. La indivizii D-
pozitivi aceasta gena este prezenta, pe cand la cei D-negativi respectivul material
genetic este absent.

Tabelul 11

Antigenele eritrocitare ale sistemului Rhesus
Nr. de Simbolul Nr. de Simbolul Nr. de Simbolul
antigen antigenului antigen antigenului antigen dupa | antigenului
dupa ISBT dupa ISBT ISBT
RH1 D RH21 o RH40 Tar
RH2 C RH22 CE RH41 Rh41
RH3 E RH23 DY RH42 Rh42
RH4 o RH26 c-like RH43 Crawford
RH5 e RH27 cE RH44 Nou
RH6 f RH28 hr" RH45 Riv
RH7 Ce RH29 Rh29 RH46 Sec
RHS8 c" RH 30 Go® RH47 Dav
RH9 c* RH31 HrP RH48 JAL
RH 10 Vv RH32 Rh32 RH49 STEM
RH11 EY RH33 Rh33 RH50 FPTT
RH12 G RH34 HrP RH51 MAR
RH17 Hto RH35 Rh35 RH52 BARC
RH18 Hr RH36 Be® RH53 JAHK
RH19 Hr RH37 Evans RH54 DAK
RH20 VS RH39 Rh39 RH55 LOCR

Nota: Rh 32 prezintg un Ag rar inregistrat, mai des la rasa negroidd, codificat de gena R" si care este
responsabil pentru expresia scazuta a C si e. Rh 37 corespunde Ag Evans si el rar atestat si asociat cu
haplotipul D cu activitate minora.

Gena RHCE conditioneaza prezenta Ag C, c, E, e, iar produsele proteice ale
genelor RHD si RHCE sunt polipeptide ce traverseaza membrana eritrocitara, avand
spre exterior niste extremitati scurte, si care, spre deosebire de alte Ag proteice cu
specificitate de grup, nu poarta restul glucidic.

Ag Rh sunt omogene, deosebirile fiind asigurate de unii aminoacizi si secventele
lor. Pe hematiile Rh-nule Ag Rh sunt absente. Proteinele Rh sunt concomitent necesare
si pentru expresia sau prezentarea altor Ag (Lw, Duffy, U).
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Clasificarea antigenelor eritrocitare ale sistemului Rhesus.
Exista 3 clasificari adoptate pentru Ag eritrocitari ai sistemului Rhesus (tab.12).

Tabelul 12
Simbolizarea antigenilor eritrocitare ale sistemului Rhesus dupa diferite
clasificari
Dupa Wiener Fisher-Race | Rosenfield
Aglutinogene Factori

Rhg Rho hr' h" cDe Rh:1,4,5
Rh, Rho rh' hr" CDe Rh:1,2,5
Rh, Rho hr' rh" cDE Rh:1,3,4
rh hr' hr" cde Rh:-1,4,5
rh' rh" hr" Cde Rh:-1,2,5
rh" hr' rh" cdE Rh:-1,3,4
Rh; Rho CDE Rh: 1,2,3

rh'

rh"
rhy rh' rh" CdE Rh:-1,2,3

Clasificarea Wiener este bazata pe conceptia ca in cromozomul Rh exista numai
un locus, care poate fi ocupat numai de unul din cele 8 gene alele, iar fiecare gena
codifica productia aglutinogenului, care consta dintr-un complex de Ag ce pot fi
depistate cu antiserurile respective. Semnificarea antigenelor dupa Wiener este, totusi,
destul de complicata, rar se utilizeaza in izoimunologie, cu exceptia Ac anti-Rhy(D), de
care se face uz n practica.

Clasificarea Fisher-Race admite existenta a 3 loci pentru 3 gene strans legate de
acelasi cromozom. Actualmente specificarea Ag dupa Fisher-Race este recomandata de
catre expertii OMS pentru a fi utilizata la scara larga, ea fiind usor memorizata si
favorizand interpretarea rapida a reactivitatii hematiilor cu anti-serurile monospecifice
(de ex. serul anti-c reactioneaza cu eritrocitele cde/cDE si nu interactioneaza cu
hematiile CDE/CDe).

Clasamentul Rosenfield este bazata numai pe investigatii serologice. Ag au fost
specificate dupa numarul de ordine pe masura descoperirii lor. Prezenta Ag pe eritrocite
este simbolizatda cu numarul de ordrine al Ag, iar absenta lui - prin semnul ,,-” notat
Tnaintea numarului de ordine al Ag (de ex. prezenta Ag D pe hematiile Rh:1, absenta
AgD pe hematii - prin Rh:-1). Actualmente cele 2 puncte Tnaintea simbolului nu se
marcheaza la descrierea Ag, fiind utilizate numai la descrierea fenotipului.

Tn prezent se disting 2 gene (RHD si RHCE), responsabile de productia Ag
eritrocitare ale sistemului Rhesus. Prezenta unui numar major de Ag in sistemul Rhesus
se datoreaza mutatiilor genice. Gena RHD controleaza productia Ag D, iar gena RHCE
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—cea de Ag C, ¢, E, e. Nu s-a confirmat existenta genei d si respectiv a Ag d, dar acest
simbol este utilizat in izoimunologie la descrirea fenotipului pentru semnificarea
absentei lui pe eritrocite. Persoanele Rh-pozitive poseda 2 gene RHD si RHCE, pe cand
cele Rh-negative au doar gena RHCE. Tn tab. 13 sunt redate cele mai frecvente
combinatii antigenice ale acestui sistem, expresate ca haplotip.

Tabelul 13
Genele principale ale sistemului Rh dupa Fisher-Race

R CDe C,D,e
r ce C, €
R? cDE ¢,D,E
R? cDe c,D, e
r' Ce C,e
r" cE c, E
R? CDE C,DE
rY CE C,E

Simbolica fenotipurilor reflecta denumirea haplotipurilor marcate cu simbolul R
si, respectiv, r — adica producatoare sau neproducatoare de Ag D. Simbolul suplimentar
notat Tn coltul de sus sau jos, indica prezenta altor Ag. De exemplu, R?indica prezenta
concomitenta a Ag ¢, D si E; r = ¢ si e, R® =c, D si e etc. Fenotipurile cu expresie
homozigota a haplotipului unic se semnifica cu un simbol, alte fenotipuri — cu doua.

Antigenile eritrocitare ale sistemului Rhesus pot fi identificate prin suplimentarea
antiserului cu specificitatea respectiva ce se manifesta in reactia de aglutinare si
caracterizeaza un anumit fenotip antigenic. Frecventa de nregistrare a fenotipurilor este
elucidata in tab. 14. Pentru testari izoimunologice se utilizeaza n principal 5 reagenti de
tipizare a sangelui: anti-D, -C, -E, -c si -e.

Tn testarile pretransfuzionale se utilizeaza doar testul pentru Ag D. Alti reagenti
sunt utilizati de preferinta pentru solutionarea divergentelor dependente de Ac sau in
cercetarile genealogice. Diversitatile antigenice testate pe eritrocitele umane prezinta
fenotipul Rh.

Tabelul 14
Frecventa de inregistrare a fenotipurilor sistemului Rhesus
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Rezultatele Fenotipul Frecventa, % | Genotipul
investigatiilor cu serul posibil
anti-
D C |c |E e
+ + |+ |- + | CcDe 34 CDel/ce
Ce/cDe
CDe/cDe
+ + |- |- + | CDe 19,5 CDe/CDe
CDe/Ce
+ - |+ |+ + | cDEe 12 cDE/ce
cDE/cDe
cDe/cE
+ - + |+ - cDE 2,9 cDE/cDE
cDE/cE
+ + |+ |+ + | CcDEe 14 CDe/cDE
CDel/cE
Ce/cDE
cDe/CE
CDE/cDe
CDE/ce
+ - |+ - + | cDe 3 cDe/ce
cDe/cDe
- - |+ |- + |ce 13 celce
- + |+ |- + | Cce 1 Celce
- - |+ |+ + | cEe 0,1 cE/ce
- + |+ |+ + | CcEe 0,5 CelcE

Nota: Cu caractere bold sunt evidensiate genotipurile cel mai frecvent inregistrate. Genotipul
antigenilor eritrocitare ale sistemului Rhesus poate fi determinat numai in baza investigariilor
serologice familiale.

Identificarea Ag nu permite in toate cazurile consemnarea exacta a genotipului.
Genotipul posibil este apreciat in baza frecventei combinatiilor antigenice aparente n
complexul genomic individual.

Pentru delimitarea genelor umane care codifica Ag C, c, E, e eritrocitele sunt
testate cu Ac anti-Ag respectivi. Daca hematiile expreseaza ambii Ag C si ¢, sau E si e,
atunci se presupune la individul examinat prezenta genelor respective. Daca eritrocitele
expreseaza numai unul din Ag C si ¢, sau E si e, se considera ca aceasta persoana este
homozigota dupa alela respectiva. Cercetarea titrului in unele cazuri poate confirma
aceasta prezumtie, dat fiind faptul ca pe eritrocitele subiectilor celor homozigoti dupa
Ag dat cantitatea Ag este mai mare decat la cei heterozigoti. Testele pentru Ag D
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depisteaza numai prezenta sau absenta lui, iar rezultatele titrarii pentru aprecierea dozei
nu permit in cazul dat obtinerea unor probe veridice.

Caracteristica antigenelor eritrocitare ale sistemului Rhesus

Antigenele sistemului Rhesus sunt proteine fapt confirmat prin scindarea lor de
catre enzimele proteolitice. Proteinele sunt neuniform amplasate in membrana
eritrocitelor. Determinantele antigenice ale sistemului Rhesus de pe eritrocitele umane
variaza cantitativ in dependenta de genotip: AgD — 10 000-200 000; C — 21 500-56 500;
E — 450-25 000, e — 13 500-24 500, ¢ — 37 000-85 000 pentru o hematie. Reducerea
determinantelor antigenice D de la 30 000 pana la 10 000 se developeaza in urmatoarea
succesiune: DcE/DcE > DCe/DcE > Dce/Dce > DCe/DCe > DcE/dce >DCe/dce.

Cu cat mai multe determinante antigenice exista pe suprafata eritrocitului, cu atat
mai activ ele vor fi aglutinate de catre serurile specifice si mai usor va fi depistat Ag la
tipizare.

Pentru antigenile sistemului Rhesus este caracteristic un polimorfism marcat prin
marea lor diversitate. Actualmente sunt descrisi peste 36 epitopi. Tn hematiile diferitor
indivizi cu apartenenta Rh-pozitiva pot fi prezenti toti epitopii relevati sau unii pot fi
absenti. Mai frecvent hematiile persoanelor aparent sanatoase expreseaza toti epitopii
antigenului D (antigenul D normal exprimat). Mostrele eritrocitare care nu expreseaza
toti epitopii antigenului D au fost notate cu termenul de varianta D (D-partial), iar cele
care denota o expresie scazuta a antigenului D - antigenul D-slab (D-weak). Anterior
diferentierea antigenului D-slab sau D-partial era imposibila si hematiile erau
specificate cu simbolul comun DY. Actualmente, gratie utilizarii anticorpilor
monoclonali testarea acestor variante antigenice este posibila si termenul DY nu se mai
utilizeaza ca reper.

Expresia antigenului D

Persoanele D-negative nu poseda RHD ce codifica Ag D sau, mai rar, ei prezinta
gena D afunctionala. Majoritatea persoanelor D-negative sunt homozigote dupa gena
RHCE, care determina c si e. Mai rar acestea poseda gena RHCe sau RHCE responsabile
pentru sinteza C si e sau, respectiv, ¢ si E. Gena RHCE care codifica sinteza Ag C si E
se intdlneste rar. Genotipul persoanelor D-pozitive este imposibil de apreciat prin
metodele serologice, deoarece testarea dozei nu este informativa pentru demonstrarea
faptului ca individul este homozigot sau heterozigot dupa RHD.

Prn interactiunea genelor se produc asa-zisele ,efecte de amplasare”. Daca
interactioneaza genele amplasate pe un cromozom sau produsele acestora (antigenile
,CIS”), are loc ,,efectul cis”, iar daca gena sau produsul proteic interactioneaza cu gena
cromozomului vecin, atunci se apreciaza ,.efectul trans” (Lawler, Race). De exemplu,
»efectul cis” se manifesta cand Ag E produs de cDE este mai slab decét in cazul cE.

Efectul ,trans” se va manifesta prin expresia mai slaba a Ag C si E la genotipul
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CDe/cDE comparativ cu CDe/ce sau, respectiv, cDE/ce. Anticorpii anti-Ag “cis” se
intélnesc uneori, cu toate ca testarea lor este dificila din cauza altor RH specificitati mai
evidente. Prezenta lor poate fi depistata cu ajutorul absorbtiei eritrocitelor unor
fenotipuri.

Apartenenta de rasa importa la emiterea concluziei despre genotip, date fiind
variatiile de frecventa a genelor RH la reprezentantii diferitor rase. Mostrele eritrocitare
D-pozitive pot manifesta o diversa reactivitate cu reagentii anti-D. Majoritatea
hematiilor D-pozitive poseda capacitate de aglutinare macroscopica evidenta la testarea
cu reagentii anti-D, dar unele mostre eritrocitare D-pozitive nu afiseaza o aglutinare
Imediata si pentru a argumenta prezenta Ag D devine necesara o incubare mai
indelungata cu reagentul anti-D sau suplimentarea lor dupa incubare cu ser
antiglobulinic. Celulele se vor considera D-pozitive chiar daca la testare au necesitat
utilizarea unor etape suplimentare.

Ag D-partial difera de Ag D obisnuit prin absenta unor epitopi. Au fost descrise
13 tipuri de variante antigenice partiale: D 11, D Illa, D Illb, D IVa, D 1Vb, DVa, DVI,
DVII, DBT, DFR, RoHar, DHmi, DHmii. O frecventa majora de inregistrare s-a apreciat
pentru DIl si DIII, care contin un numar mai mare de epitopi ai Ag D. Variantele
antigenice DVI, DBT si DFR contin un numar mai mic de epitopi. Frecventa de
Tnregistrare a variantelor antigenice nu este apreciata definitiv, dar se presupune ca ea ar
fi de un caz la 6000 de cercetari sau mai rar.

Absenta unor epitopi (pana la 5) face dificila testarea apartenentei sangvine Rh. Tn
serurile anti-D preparate din sangele donatorilor imunizati, se determina, de regula,
majoritatea epitopilor antigenului D, dat fiind faptul ca la imunizarea persoanelor Rh-
negative se utilizeaza hematiile donatorilor D+ cu o expresie antigenica buna. Anticorpii
monoclonali au o specificitate restransa, astfel ca vor releva numai unii epitopi.

Fenotipul DVI se inregistreaza mai frecvent si hematiile DVI nu reactioneaza cu
majoritatea mostrelor de anticorpi monoclonali anti-D IgM datorita absentei epitopului
Cu care reactioneaza acesti Ac. Pentru aprecierea apartenentei Rh la donatorii primari se
utilizeaza anti-D IgM, iar mostrele eritrocitare care au dat rezultat negativ vor fi testate
suplimentar cu anti-D IgG.

Pentru diagnosticul variantelor antigenice D se utilizeaza seturi speciale de
reagenti (Dia Med), care contin diverse mostre de anticorpi monoclonali si ofera
posibilitatea de a depista diferite variante de antigene D. Teoretic se considera, ca
persoanele cu variantele antigenice D pot secreta anticorpi la epitopii absenti ai Ag D,
lar Ac vor avea specificitate anti-D. Semnificatia clinica a Ac anti-D secretati de acesti
recipienti pare a fi dubioasa, de aceea transfuzia sangelui de la donatorul Rh-negativ se
adopta pentru recipientii care poseda variantele antigenice D.

Antigenul D slab contine de 3-10 ori mai putine determinante antigenice pe
eritrocite comparativ cu Ag D obisnuit, ceea ce face dificila depistarea acestuia si

deseori poate genera erori la aprecierea apartenentei Rh a sangelui. Tn prezenta unui Ag
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D slab la donator sau la bolnav, chiar in conditia cand se folosesc diferiti reagenti,
rezultatele de testare a Rh-apartenentei sunt adesea divergente si nesigure.

Fenotipul D-slab al eritrocitelor poate fi consecinta unei predispuneri genetice.
Unele mostre RHD denota expresia slaba a Ag D (fenomen mai frecvent la negroizi), ca
parte componenta a haplotipului cDe. La rasa alba genele care determina expresia slaba
a Ag D se intalnesc mai rar, fiind referite la haplotipurile neobisnuite CDe sau cDE.

Persoanele cu antigenul D slab nu secreta Ac anti-D, de aceea Ag D slab nu
intotdeauna se poate testa prin metodele cu gelatina sau cu anticorpi monoclonali, dar
acesta se poate aprecia cu testul antiglobulinic indirect. Antigenul D-slab se poate
depista la cercetarea apartenentei Rhesus cu ser anti-D uman prin testul antiglobulinic
indirect. De altfel persoanele care poseda Ag D slab se considera Rh-pozitive, indiferent
de faptul daca sunt donatori sau recipienti.

Variantele antigenice se intalnesc rar si daca la testarea apartenentei Rhesus se
remarca adesea semne sugestive prezentei de Ag D-slab, aceasta inseamna ca s-au
utilizat reagenti cu activitate joasa sau ca metodele de cercetare sunt de eficienta slaba.

La determinarile de rutina pentru apartenenta de grup sanguin Rhesus este dificila
diferentierea variantelor antigenice, precum si relevarea Ag D partial sau slab n
mostrele cercetate. Nu exista Tnca probe certe despre imunogenitatea variantelor de Ag
D, dar pentru a se preveni posibila sensibilizare la Ag D, in conditia cand si testarea
veridica a apartenentei Rhesus este dificil de realizat, se accepta urmatoarea tactica de
interpretare: sangele donatorului se considera Rh+, iar sangele recipientului se considera
Rh-. Nu toate persoanele D+ care secreta Ac cu specificitate aparenta anti-D pot fi
considerate ca purtitoare de hematii epitopdeficitare. Anticorpii anti-LW® sau anti-LW?
uneori reactioneaza cu celulele D+ si nu cu cele D-. Persoanele cu Ac anti-LW?® slab
reactogenie la testarea serologica primara si sunt imposibile de diferentiat de indivizii cu
Ag D- partial, care secreta Ac la epitopii absenti. Tn cazul dat anti-LW pot fi testati cu
hematii prelucrate cu reagenti sulfhidrili care scindeaza Ag LW si nu afecteaza Ag D.

Tn sistemul Rhesus exista si alte variante antigenice. Mai cunoscut este Ag C",
care structural se difera de Ag C al sistemului Rhesus. Confirmarea acestui fapt ar fi
secretia de anticorpi anti-C" observata la persoanele C-pozitive. Ag C" poate fi
sintetizat concomitent cu Ag C si ¢, cu aparenta fenotipului C+, c+ C"+. Testarea Ag C"
se efectueaza cu un reagent standard anti-C, care contine in majoritatea cazurilor Ac
anti-C". Si mai rar se inregistreaza antigenele D", E", E', €° etc., dar si Tn aceste situatii
se observa mozaicitatea antigenica.

Tn sistemul antigenic Rhesus se intalnesc cazuri cand pe eritrocite absenteazd
unele antigene sau pot fi absente toate Ag acestui sistem (fenomenul *““hematii Rh-null”
— tipul Bombay). Cauza apaririei acestui fenotip poate fi interactiunea genica care
conduce la supresia formarii substanzei predecesoare din care apar Ag CDE.

Independent de originea genetica, hematiile care nu poseda Ag Rh au alterari de

structura membranara, care reduc din viabilitatea acestora. Intensitatea hemolizei si
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anemiei ulterioare variaza, dar in toate cazurile se observa stomatocitoza, micsorarea
duratei de viata a eritrocitelor, modificarea activitatii altor antigene, in deosebi S, s si U.
La indivizi cu hematii de tip Rh—null au fost testati Ac “naturali” anti-Rhesus. Fenotipul
Rh-mod reflecta supresia incompleta a Ag Rh, dependenti de gena modificata X°. Spre
deosebire de hematiile Rh-nule, pe celulele fenotipului Rh-mod Ag Rh si LW nu sunt
complet absenti, ei avand o activitate scazuta sau variabila dependenta de genele
sistemului Rhesus, de reactivitatea si specificitatea antiserului utilizat pentru cercetare.
Cantitatea lor poate fi atat de minora, incét prezenta lor se va releva doar prin metoda de
absorbtie/elutie. Atat in cazul fenotipului Rh-null, cat si la persoanele cu Rh-mod,
maladia caracteristica este anemia hemolitica, deosebirile fiind prezentate doar prin
intensitatea manifestarilor clinice.

Tn 1958 a fost descris In premiera antigenul G, care denotd imunogenitate, iar
30% din serurile anti-D si 100% de seruri anti-DC contin suplimentar anticorpi anti-G.
Si astfel practic toate mostrele eritrocitare care poseda Ag D si C contin si antigenul G.
Hematiile care n-au Ag D si C nu poseda antigenul G.

Prezenta Ag G pe eritrocitele ce contin antigenul D creeaza situatia cand la
Imunizarea persoanelor Rh-negative cu hematii D+ serurile acestora reactioneaza cu
eritrocitele C+. Tn cazul dat se concluzioneaza despre prezenta Ac anti-C. Tn realitate pe
langa Ac anti-D sunt secretati si anticorpi cu activitate anti-G, care reactioneaza cu Ag
prezent pe eritrocitele-test concomitent cu Ag C. Tot astfel se poate explica si faptul de
ce la gravidele Rh- se apreciaza Ac anti-C, desi la tata si fat Ag C este absent pe
eritrocite. La cercetarea serurilor aglutinarea este asigurata de Ac anti-G cu Ag G al
eritrocitelor testate. Exemplele date trebuie luate in consideratie la identificarea
specificitatii anticorpilor la persoanele Rhesus-pozitive 1Tn prezenta variantelor
antigenice D. Daca se concluzioneaza, ca la persoana cu varianta antigenica D sunt
prezenti Ac anti-D, se impune a dovedi faptul ca reactia nu este rezultatul prezentei Ac
anti-G. Pentru excluderea Ac anti-G se utilizeaza hematiile rar inregistrate D — C — G+
(r®).

Anticorpii anti-Rh sunt de origine imunogena si apar in organism in urma
transfuziilor de eritrocite de la donatori, care comporta antigene absente la recipient,
precum si la imunizarea mamei cu eritrocitele fetale. Mai frecvent sunt prezentate de
IgG si de aceea nu reactioneaza n aglutinarea directa in vitro cu eritrocitele. Pentru
manifestarea aglutinarii eritrocitelor cu Ac 1gG este necesara suplimentarea
componentilor ce intensifica reactia (gelatina si alti coloizi). Aglutinarea se intensifica
la centrifugare sau la suplimentarea enzimelor proteolitice. Ac anti- Rh sunt mai activi
la t 37 - 48° C. Unii cercetatori considera, ca metodele ce utilizeaza enzimele sunt cele
mai indicate pentru evidentierea anticorpilor anti — Rh slab reactogeni sau aparenti.

Anticorpii depistati, de regula, se pastreaza pe parcursul mai multor ani. Cu mici
exceptii, Ac anti-Rh nu leaga complementul la interactiunea cu Ag, de aceea daca
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concentratia de Ac n ser este sub sensibilitatea metodei utilizate, inocularea ulterioara a
Ag suscita reactia de raspuns imun secundar si cresterea titrului de Ac.

Efectul dozei de Ac poate fi uneori demonstrat pentru anti-E, anti-C si —c. Unii
Ac anti-Rh se pot intélni in diverse combinatii. De exemplu, persoanele CDe/CDe care
poseda Ac imuni anti-E si anti-c au avut foarte probabil contact cu Ag E si - c, situatie
n care se vor pune in evidenta Ac anti-E si anti-c, ultimii fiind mai putin activi si deci
greu de reperat. Transfuzia cu sange E- c+, care parea compatibila, poate induce reactii
hemolitice imediate sau intarziate. De regula nu se impune selectarea pentru transfuzie a
unui sdnge negativ pentru toti sau majoritatea Ag absenti pe celulele recipientului, dar
unii specialisti considera ca recipientii CDe/CDe dotati cu Ac anti-E la nivel de detectie
necesita o alta abordare. Deoarece la persoanele imunizate anti-c se atesta adesea in
asociere cu anti-E, la ei eritrocitele fiind E- si c-negative, pentru transfuzie se selecteaza
sange de Rh similar cu sangele pacientului, chiar daca prezenta anti-c nu poate fi
dovedita cu metode standard de testare.

Ac anti-E mai rar Ti insotesc pe cei anti-c, deoarece pacientul mai usor ar fi putut
contacta cu Ag c decéat sa contacteze concomitent si cu Ag E. Testarea serului care
contine anti-c la prezenta Ac anti-E nu are sens, deoarece in majoritatea cazurilor
sangele donatorului c-negativ va fi negativ si la Ag E.

Frecventa de identificare a aloanticorpilor anti-Ag difera si este dependenta de
Imunogenitatea antigenilor, precum si de frecventa de finregistrare a acestora in
populatia data. Cel mai frecvent in sangele donatorilor si recipientilor se atesta Ac anti-
D, mai rar anti-e. Imunogenitatea Ag de sistemul Rhesus este urmatoarea: D>c>E>C>e.

Ac 1gG anti-Ag eritrocitare de sistemul Rh apartin in special subclaselor 1gG1 si
IgG3, care mai frecvent induc complicatii posttransfuzionale si boala hemolitica a nou-
nascutului. La unele persoane Ac apartin partial subclaselor 19G2 si 1gG4. Alteori Ac
anti-Ag ai sistemului Rhesus se secreta de catre persoanele fara antecedente de
hemotransfuzii sau graviditate. Ac anti-Rh naturali mai des au specificitate anti-E sau
anti-C", apartin de clasa IgM si partial de 1gG. Autoanticorpii anti-E, -D se depisteazi la
bolnavii cu anemie hemolitica autoimuna dependenta de anticorpii calzi.

Testele pentru tipizarea Rh

Tipizarea Rh obisnuita a donatorului si recipientului include numai aprecierea Ag
D, iar testarea de expresie a Ag D de nivel scazut se utilizeaza numai pentru séngele
donatorilor. Testele pentru alte Ag Rh se efectueaza pentru un scop concret:
identificarea Ac anti-Rh neprevazuti, obtinerea sangelui compatibil pentru pacientul cu
Ac anti-Rh, la stabilirea paternitatii sau in alte cercetari genealogice, selectarea
panelului de celule pentru fenotipizare sau pentru aprecierea individului, daca este
homozigot sau heterozigot dupa Ag D.

Pentru selectarea sangelui compatibil pentru transfuzie unui recipient posesor de
Ac anti-Rh slabi testele cu reagenti de activitate elevata demonstreaza mai exact absenta
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Ag decat rezultatele ,cross-mutch” la compatibilitate. Aprecierea fenotipului
pacientului poate confirma specificitatea Ac si probabilitatea altor Ac anti — Rh.

Testarea standard a Ag D

Pentru identificarea Ag D in testele pe lame, microplanse sau in tuburi se
utilizeaza reagenti policlonali anti-D ce contin in cantititi majore proteine umane.
Actualmente sunt larg utilizati cu acest scop anticorpii monoclonali anti-D, iar in
cercetare pot fi utilizate eritrocitele suspendate Tn mediu salin, ser sau plasma, conditiile
de efectuare a testului fiind in concordanta cu indicatiile producatorului (ele pot fi
diferite).

Condiria sine qua non pentru aprecierea veridica a apartenentei Rh este calitatea
reagentilor folositi pentru tipizare (specificitatea stricta si activitatea Tnaltd) si
respectarea instructiunii de realizare a testului. Reagentii standard destinati pentru o
metoda nu pot fi utilizati Tn alte teste. Tncilcarea acestei reguli poate cauza erori la
aprecierea apartenentei Rhesus.

Despre calitatea insuficienta a reagentilor utilizati denota reactia slab pozitiva a
mostrelor de control cu apartenenta Rh-pozitiva. Instructia pentru aprecierea
apartenentei sangvine Rhesus prevede controale pentru fiecare serie de cercetare
(verificarea zilnica a calitatii).

Daca in reagent sunt urme de Ac de alta specificitate aceasta conduce la erori in
aprecierea apartenentei Rhesus. Astfel sangele Rhesus negativ poate fi apreciat ca Rh-
pozitiv, daca in reagentul de tipizare anti-D sunt mixati anticorpi de alta specificitate, de
exemplu, anti-K, anti-E, anti-C, si daca in eritrocitele cercetate se contin Ag respectivi.

Mai dificila pentru aprecierea apartenentei Rhesus ramane interpretarea
rezultatelor reactiilor slab pozitive, cand aglutinarea eritrocitelor cercetate cu serul anti-
D este apreciata pozitiv si apare sub aspect de mici aglutinate. Tn cazul dat reactiile slab
pozitive pot fi datorate de:

* Prezenta pe eritrocitele cercetate a autoanticorpilor care induc reactie slab
pozitiva prin legarea cu componentele reagentului anti-Rhesus (gelatina, etc).
Excluderea acestor reactii fals-pozitive este posibila prin realizarea testelor control
pentru fiecare cercetare. Controlul presupune cercetarea mostrei sangvine cu
gelatina sau prin efectuarea cercetarii cu reagent special pentru control (de la
producator) fara Ac anti-D.

« Scaderea activitatii Ag sistemului Rhesus din cauza unor maladii. Tn cazurile date
la unul si acelasi individ se observa divergente cu rezultatele precedente de
apreciere a apartenentei Rhesus: sangele Rh+ apreciat anterior se apreciaza ca Rh-
sl invers.

In toate cazurile dubioase pentru cercetarea sistemului Rhesus este necesari
utilizarea testului antiglobulinic (proba Coombs). Se recomanda efectuarea testului
antiglobulinic nu numai cu serul antiglobulinic standard, dar si cu reagentul

monospecific anti-1gG. Aceasta ofera posibilitatea excluderii reactiilor de aglutinare
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nespecifice, care pot fi generate de interactiunea dintre componentii complementului
absorbiti pe suprafata eritrocitelor cercetate si Ac anticomplementari care se contin in
serul antiglobulinic.

Tn cazurile complicate concluzia despre prezenta Ag D se va emite numai in baza
testului antiglobulinic. Cercetarea trebuie sa fie insotita de control la specificitatea
reactiei: eritrocitele cercetate sunt spalate si sensibilizate cu serul AB fara Ac si cu
reagentul anti-lIgG. Absenta aglutinarii Tn control denota veracitatea rezultatului obtinut.
Prezenta aglutinarii Tn control anunta absorbtia autoanticorpilor pe eritrocite si deci nu
permite concluzia corecta despre apartenenta Rhesus a mostrei cercetate. Printre
donatori astfel de cazuri sunt foarte rare, persoana vizata fiind invitata pentru repetarea
testului de apartenenta Rhesus. Daca recipientului nu i se poate aprecia apartenenta
sangvina Rhesus, atunci lor li se transfuzeaza hematii Rh-negative. Algoritmul de
apreciere a partenentei Rhesu este redat in fig. 10.

Rezultatele fals negative inregistrate la testarea apartenentei Rhesus pot fi
dependente de particularitatile individuale ale mostrei:

* Prezenta Ag D partial sau D slab;

» Minorizarea Ag in diferite maladii sau pe fond de graviditate;

 Absorbtia pe eritrocitele cercetate a unui numar major de anticorpi care impiedica
interactiunea Ag D cu Ac anti-D ai reagentului care determina absenta aglutinarii.
Controlul, in cazul dat, poate fi atat unul pozitiv, cat si unul negativ. La prezenta
autoanticorpilor pe eritrocitele cercetate mai eficienta este metoda de aglutinare Tn
gel (mai rar, dar se poate observa reactia pozitiva si in mostrele de control).
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Rezultatele testarii apartenentei Rhesus nu coincid cu
cercetarile anterioare

A
Reluarea testului pe mostra sangvina proaspat recoltata

/ \

Apartenenta Rh negativa Apartenenta Rhesus
comparativ cu aprecierea pozitiva comparativ cu
anterioara pozitiva rezultatul negativ apreciat
/ anterior
\A / A
Control - Control + Control -, Rh+
A A
Cercetarea Repetarea cercetarii cu
apartenentei Rh in hematii spalate
reactia indirecta

Coombs
Control pozitiv:
v prezenta posibila a

Testul pozitiv: Testul negativ autoanticorpilor;
Rh+ ' > cercetarea n gel,
Testul negativ: Control - DIAMED. Realizarea
prezenta posibila a h testului antiglobulinic
variantelor D m - direct cu anti-1gG

Figura 10. Algoritmul cercetarii apartenentei Rhesus in cazurile dificile de diagnostic

Capitolul 6. Sistemul sangvin Kell
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Antigenul K a fost identificat la 1946 de Coombs in timp ce acesta cerceta
anticorpii ce provocase BHNN. Actualmente sunt cunoscute 24 antigene eritrocitare ce
apartin sistemului Kell (tab. 15).

Tabelul 15.

Antigenile sistemului Kell si frecventa lor de inregistrare

KEL1 K (Kell) 9,0 KEL16 k-like 99,8
KEL2 k (Chellano) 99,8 KEL17 Wk® Weeks 0,3
KEL3 Kp® (Pennery) 2,0 KEL18 Marshall >09,9
KEL4 Kp" >99,9 KEL19 Sublett >99,9
(Rautenberg)
KEL5 | Ku (Total Kell) >99,9 KEL20 Km >99,9
KEL6 Js? (Sutter) Albi, <0,1 KEL21 Kpc Levay 0,1
KEL7 | Js”(Matthews) | Albi, >99,9 KEL22 Ikar >99
KEL10 ul? 2,6 KEL23 Centauro <0,1
KEL 11 Cote > 99,9 KEL24 Cls <2,0
KEL12 Bockman > 99,9 KEL25 VLAN
KEL13 Sgro > 99,9 KEL26 TOU
KEL14 Santini > 99,9 KEL27 RAZ

Ag K poseda imunogenitate majora si sunt de importanta clinica la transfuziile
sangvine. Frecventa de Tinregistrare constituie 7-9%. Ag sistemului dat sunt niste
glicoproteine si poseda legaturi disulfidice importante pentru amplasarea Ag eritrocitari.
Ag eritrocitare Kell sunt scindate de mercaptoetanol, ditiotreitol etc. (agenti
sulfidoreductanti). Epitopii Ag sunt expresiati intr-un numar mic pe suprafata
eritrocitelor (K-3500, k — 2000-5000).

Pe eritrocitele fetale Ag sistemului Kell se afiseaza precoce, in primele luni de
sartcina. Tn tab. 16 sunt reprezentate fenotipurile principale ale sistemului Kell si
frecventa acestora, printre care si Ko (fenotipul 0), cand eritrocitele nu poseda nici unul
din antigenele acestui sistem. Ag sistemului Kell (K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, K11,
K14, K17, K21 K24) sunt mostenite sub aspectul unor caractere asociate, ce amintesc
de pozitia Ag principali ai sistemului Rh. Nu toate combinatiile genetice teoretic
posibile se atesta in sistemul Kell.

Tabelul 16.
Frecventa unor fenotipuri ale sistemului Kell
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Fenotipul Frecventa, (%) Fenotipul Frecventa, %
rasa alba |rasa rasa alba |rasa
negroida negroida

K+k- 0,2 Rar | Kp (a-b+) 97,7 100
K+k+ 8,8 2 Js (a+b-) 0 1
K-k+ 91,0 98 Js (atb+) rar 19

Kp (a+b-) Rar 0 Js (a-b+) 100 80

Kp(at+b+) 2,3 Rar Ko Foarte rar

Actualmente se cunoaste ca exista o relatie de corelare intre expresia Ag
eritrocitari Kell si Ag K. Ultimul apartine de sistemul antigenic XK (ISBT nr.19), iar
gena care codifica sinteza lui este amplasata pe cromozomul X. Absenta Ag Ky pe
eritrocite scade si expresia Ag sistemului Kell si poate modifica morfologia eritrocitelor
si reduce viabilitatea acestora. Acest fenomen asociaza distrofia musculara manifesta la
barbati si cu alterarea morfologica a hematiilor. Sindromul a fost denumit fenomenul
McLeod.

Ac anti-K sunt frecvent reperati in serul pacientilor ce urmeaza transfuzii
sangvine. Ac anti-K sunt mai frecvent activi in TAG si apartin de clasa 1gG. Se mai
intalnesc si Ac anti-K la persoanele care in anamneza n-au hemotransfuzii sau MHNN.
Tn aceste cazuri Ac apartin de clasa IgM, iar aparitia lor este asociatd cu raspandirea
larga a microorganismelor, peretele celular al carora contine structuri chimic identice cu
Ag K uman. Majoritatea Ac (95-98%) tin de clasa IgG, subclasa 1gG1. Tn majoritatea
cazurilor acestea nu fixeaza complementul, reactioneaza operativ cu eritrocitele
prelucrate cu enzime (papaina, fitina).

Dat fiind ca 90% din donatori sunt K-negativi, nu este dificila selectarea sangelui
compatibil pentru pacientii cu Ac anti-K. Caracteristica clinica si serologica a Ac anti-K
este identica cu cea a Ac anti-k, care se intédlnesc mai rar, deoarece numai 1 din 500
indivizi nu poseda Ag Kk si, respectiv, in acest caz este dificila selectarea sangelui
compatibil. Activitatea imunologici a Ac de sistemul Kell cu hematiile diferitor
fenotipuri este prezentata in tab. 17

Ac anti-Kp? -Kp®, -Js%, -Js° se intalnesc mai rar decat anti-K, dar acestia poseda
caracteristici serologice identice si se considera de importanta clinica. Ac de acest gen
pot aparea in urma transfuziei sau prin imunizare feto-materna. Frecventa inregistrarii
lor este dependenta de imunogenitate si de incidenta lor la donatori.

Tabelul 17

Activitatea serologica a anticorpilor sistemului Kell cu hematiile unor
fenotipuri eritrocitare
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Anticorpii anti- Fenotipul

K k Kp® Kp® Js? JsP

+ - K+k-

+ + K+k+

- + K-k+

: - Kp (a+b-)

+ + Kp (atb+)

- : Kp (a-b+)

+ - | Js (ath-)

Js (atb+)

+
- + | Js (a-b+)

- - K,

Ac anti-Kp? -Kp®, -Js%, -Js° se intalnesc mai rar decat anti-K, dar acestia poseda
caracteristici serologice identice si se considera de importanta clinica. Ac de acest gen
pot aparea Tn urma transfuziei sau prin imunizare feto-materna. Frecventa nregistrarii
lor este dependenta de imunogenitate si de incidenta lor la donatori.

Ac anti-Ag eritrocitare de sistemul Kell au implicatii clinice si pot induce
complicatii posttransfuzionale si boala hemolitica a nou-nascutului. Reactiile
transfuzionale induse de Ac anti-K, -k, Kp?, -Kp®, -Js%, -Js° sunt de caracter sever, uneori
cu sfarsit letal. Hemoliza eritrocitelor este extravasculara.

Ac anti-K, -k, Kp?, -Kp®, -3, -Js”, -Kell 14, -Kell 22, -Kell 23 pot induce MHNN.
Ac anti-K si anti-k provoaca cele mai grave reactii cu moartea intrauterina a fatului.
MHNN indusa de Ac anti-K se caracterizeaza prin anemia fatului provocata de supresia
hematopoezei si nu de hemoliza eritrocitelor. Frecventa Tnregistrarii MHNN indusa de
anti-K constituie un caz la 10 000-20 000 nasteri.

Capitolul 7. Sistemul de grup sangvin MNS

Acest sistem de antigene eritrocitare a fost descoperit in 1927 de catre .
Landsteiner si Levin. Structura lor biochimica este cea a unor sialoglicoproteine,
diferenta antigenica fiind dependenta de secventa aminoacizilor din fragmentul terminal
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N al proteinelor. Sistemul include 43 de antigene cu diferita frecventa de inregistrare
(tab. 18).

Tabelul 18.
Antigenile eritrocitare ale sistemului MNS
Nr. Simbolul Nr. Simbolul Nr. Simbolul Nr. Simbolul

antigen Ag antigen Ag antigenului Ag antigen Ag

dupa dupa dupa ISBT dupa

ISBT ISBT ISBT
MNS1 M MNS12* | Vr MNS23* sP MNS34 MINY
MNS2 N MNS13* | M° Mns24* Mit MNS35 MUT
MNS3 S MNS14* | Mt* MNS25* Dantu MNS36 SAT
MNS4 S MNS15* | St* MNS26* Hop MNS37 ERIK
MNS5** | U MNS16* | Ri® MNS27* Nob MNS38 Os?
MNS6* | He MNS17* | CI? MNS28** | En® MNS39 ENEP
MNS7* | Mi? MNS18* | Ny* MNS29** | ENKT MNS40 ENEH
MNS8* | M° MNS19* | Hut MNS30** | N’ MNS41 HAG
MNS9* | Vw MNS20* | Hil MNS31 Or MNS42 ENAV
MNS10* | Mur MNS21* | MY MNS32* DANE MNS43 MARS
MNS11* | M° MNS22* | Far MNS33 TSEN

Nota: * rar inregistrate, ** frecvent inregistrate

Printre Ag prezentati in tab. 18 de cea mai inalta imunogenitate se prezinta M, N,
S, s, care induc sinteza Ac respectivi. Eritrocitele pe suprafata carora Ag S si s sunt
absente nu poseda Ag U frecvent inregistrat. Persoanele ce nu sunt dotate cu Ag U sunt
capabile sa secrete Ac anti-U, daca li se transfuzeaza hematii U-pozitive.

Unele eritrocite S-s- expreseaza, totusi, Ag U, dar nivelul acestuia este atat de
minor, Tncat detectia lui necesita utilizarea metodelor absorbtie-elutie.

Sistemul MNS include un mare numar de Ag de incidenta rara si adesea
rezultatele testelor de fenotipizare pot fi neordinare din cauza numeroaselor variante
antigenice MNS. De exemplu, Ag M° (MNS11) nu reactioneaza cu reagentii anti-M si
anti-N. Hematiile umane cu genotipul M@N manifesta reactii cu M-N+, ceea ce poate
dirija spre falsa concluzie despre prezenta fenotipului NN. Eritrocitele umane de
genotipul M°M dau reactii cu M+N- si prin interpretarea inexacta a genotipului
persoanelor M°M si M°N ca fiind MM si, respectriv, NN poate erona rezultatele testului
de paternitate.

Frecventa fenotipurilor Ag MNS este redata n tab.19. Sunt de importanta clinica
Ag S, s si U, desi cazurile de boala hemolitica a nou-nascutului sau de reactii
posttransfuzionale induse de Ac anti-Ag respective sunt atestate rar Ac anti-Ag
sistemului MNS, ca regula, sunt IgM si chiar daca se prezinta ca molecule de IgG,
acestia sunt mai eficient depistati in mediul salin la temperatura camerei sau la +4°C.
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Tabelul 19.

Frecventa inregistrarii fenotipurilor antigenice MNS

Fenotipul Frecvenga fenotipurilor, %
Rasa alba Rasa negroida

M+N- 28 26
M+N+ 50 44
M-N+ 22 30

M-N- Rar Rar

S+s- 11 3

S+s+ 44 28

S-s+ 45 69

S-s- 0 <1

Tn majoritatea cazurilor Ac nu sunt de sugestivitate clinica si nu se depisteaza Tn
TAG. Mai rar Ac anti-M si anti-N sunt activi la +37°C si Tn aceste situatii ei devin de
valoare clinica. Activitatea serologica a Ac sistemului analizat la diferite fenotipuri este
redata in tab. 20

Tabelul 20.

Activitatea anticorpilor sistemului MNS la diferite fenotipuri
Interactiunea cu anticorpilor anti-
M N S S U Fenotipul
+ - M+N-
+ + M+N+
- + M-N+

+ - + S+s-U+

- + + S-s+U+

- - - S-s-U-

- - (+) S-s-U+*

Ac anti-M reprezinta un amestec de IgM si IgG sau IgM si pot fi decelati in serul
persoanelor care au beneficiat de transfuzii eritrocitare. Tn mediul salin aglutinarea
hematiilor M-pozitive poate fi indusa atat de IgM, cét si de 1gG. Tn unele cazuri la
diminuarea pH pana la 6,5 Ac anti-M pot manifesta o aglutinare mai evidenta.

De insemnatate clinica sunt Ac IgM activi la +37°C in TAG, dar extrem de rar
acestia pot induce boala hemolitica la nou-nascut sau hemoliza celulelor transplantate.

Autoanticorpii ant-M sunt depistati Tn anemiile hemolitice autoimune.
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Ac anti-N se intalnrsc mai rar, sunt IgM si manifesta activitate de aglutinine slab
reactogene a frigore. Unele mostre potential importante de Ac IgG se intalnesc la
persoanele cu fenotipuri rarisime M+N-S-s-U si M+N-S-s-U+w. La unii pacienti sub
hemodializa se pot depista anticorpi cu activitate majora si specificitate identica anti-N,
daca pentru dializa au fost utilizate membrane sterilizate cu formaldehida. Aceasta din

e o ==

obtinuta din boabele Vicia graminea poseda o specificitate identifica cu anti-N si poate
fi utilizata ca reagent anti-N eficient Tn dilutia respectiva.

Ac anti-S, anti-s si anti-U se Tnregistreaza rar si, de regula, sunt secretati prin
stimulenta eritrocitara. Ei sunt capabili sa induca reactii hemolitice posttransfuzionale si
maladia hemolitica a nou-nascutului. Detectia acestor Ac se practica de obicei prin
utilizarea TAG; au fost, insa, descrise si mostre reactive in mediul salin, dar
autoanticorpii de specificitatea data se intalnesc rar si mai rar ei pot induce anemia
hemolitica autoimuna si pot fixa complementul.

Ac anti-S sunt IgM sau IgG, iar anti-s apartin, de regula, clasei de imunoglobuline
G.Anticorpii anti-U sunt de incidenta minora si apartin de clasa 1gG, iar cei de valoare
clinica sunt relevati in TAG si pot fixa complementul. De altfel au fost identificati
exclusiv la rasa negroida.

Rezumand asupra materialelor expuse, conchidem ca Ac anti-M si anti-N induc
reactii transfuzionale rar si numai in cazul cand Ac sunt activi la +37°C. Ac anti-S, -s, -
U pot induce complicatii de tip imediat sau intarziat, dar aceste cazuri sunt destul de
rare.

Maladia nou-nascutului indusa de Ac anti-M se intalneste rar, dar cazurile
descrise au fost de evolutie severa.

Ac anti-N nu induc boala hemolitica a nou-nascutului.

Ac anti-S, -s pot cauza arare boala hemolitica a nou-nascutului, dar evolutia
acesteia este usoara si doar rareori — severa.

Toate mostrele de Ac anti-U se considera capabile sa provoace boala hemolitica a
nou-nascutului.

Capitolul 8. Capitolul sangvin Lewis

Sistemul Lewis (LE) este determinat de 2 gene Le si le si include 6 Ag printre
care cele mai cunoscute sunt Le?, Le®, Le®™ (tab. 21).

Antigenile sistemului Lewis sunt sintetizate n tesuturi (epiteliul cailor respiratorii,
urogenitale, glandelor salivare) si sunt obsorbite pe eritrocite din plasma. Spre deosebire
de alte sisteme antigenice, acesta se afla intr-o anumita dependenta de antigenile
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sistemului ABO. Frecventa Ag Lewis variaza in diferite grupe sangvine ale sistemului
ABO.
Tabelul 21
Caracteristica Ag eritrocitare ale sistemului Lewis

Antigenele sistemului | Fenotipul Le® Le° Frecventa fenotipului
ISBT Nr. | Simbolul Rasa abla Rasa
Ag negroida

LE1 Le? Le (a+b-) + - |22 23
LE 2 Le® Le (a-b+) - + |72 55
LE 3 Le®™ Le (a-b-) - - |6 22
LE 4 Le™ Le (a+b+) + + |Rar Rar
LES ALe’
LE6 BLe"

Prezenta antigenului pe eritrocite este dependenta de statusul secretor al
individului. Aceste Ag apar primar in saliva si plasma si numai secundar in vivo, fiind
absorbite pe suprafata eritrocitelor. Ele sunt relativ slab active, dar por induce formarea
Ac imuni completi si incompleti atat pe fond de sarcina, cat si in caz de hemotransfuzii.

Ag Le® este expresat pe eritrocitele persoanelor care posedi gena Le, dar au
absenta gena Se, de aceea ei nu secreta substantele de grup ABH 1in lichidele
organismului. Daca individul poseda ambele gene (Le si Se) pe eritrocite exista Ag Le"
sl persoana respectiva este secretoare de ABH. Persoanele cu fenotipul Le (a-b-) in 80%
din cazuri secreta ABH si, respectiv alte 20% nu secreta substantele de grup ABH.
Eritrocitele Le (a+b+) se intalnesc foarte rar la testarea sangelui cu antiserul uman. Ele
pot fi detectate folosind Ac monoclonali anti-Le® si anti-Le care poseda reactivitate mai
mare. La gravide expresia Ag LE scade. Eritrocitele nou-nascutilor se considera Le (a-
b-) gratie reactivitatii lor variabile cu Ac anti-Le® si anti-Le” umani. Unele din ele pot da
reactii pozitive in testele cu reagentii monoclonali sau cu Ac anti-Le® cu activitate
majora. Testarea Ag Lewis nu poate fi considerata veridica pana la 6 ani. Eritrocitele
Le® se ntalnesc la copii destul de frecvent, mai rar celulele Le®". Fenotipul Le (a+b+)
poate fi observat temporar la copiii, care ulterior in perioada adulta vor avea fenotipul
Le (a-b+).

Hematiile fatului sunt aglutinate de Ac care-s specificati ca anti-Le*. Acesti Ac
aglutineaza eritrocitele adultilor cu fenotipul Le (a+b-) si Le (a-b+), dar nu ale celor cu
Le (a-b-). Tn testele serologice acesti Ac se comporti asemeni componentelor cu 2
specificitati strans legate— anti-Le® si anti-Le”. Determinanta antigenic a acestui fenotip
a fost denumita Le*. Ea este prezentd pe majoritatea eritrocitelor fetale si cele ale
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adultilor care expreseaza sau Ag Le? sau Le” Ac anti-Le* nu este o forma mai potenta
sau avida a anti-Le".

Celulele transplantate dupa cateva zile de circulatie Tn torentul sangvin pierd Ag
Lewis proprii si obtin pe cei ai recipientului.

Anticorpi anti-antigenele eritrocitare LE mai frecvent sunt depistati in serul
persoanelor cu fenotipul Le (a-b-). Ei prezinta un amestec de Ac cu doua specificitati si
activitate diversd. Persoanele cu fenotipul Le (a-b+) nu secreta Ac anti-Le®, deoarece o
cantitate minora de Ag Le® netransformat este prezentat in saliva si plasma lor. Ac anti-
Le®, de reguld, nu se ntalnesc n serul persoanelor Le (a+b-), dar ei pot fi prezenti
fmpreuna cu anti-Le® in serul indivizilor Le (a-b-). Ac Lewis sunt prezentati de IgM si
nu trec transplacentar. Din aceasta cauza, dar si pentru ca Ag sistemului dat sunt slab
dezvoltati la nastere, Ac Lewis n-au fost constatati Tn boala hemolitica a nou-nascutului,
gratie dezvoltarii lor tardive. Ei fixeaza complementul, iar serul colectat proaspat care
contine Ac anti-Le* (sau foarte rar anti-Le”) poate hemoliza in vitro eritrocitele
incompatibile. Hemoliza in cazul dat este mai caracteristica pentru celulele prelucrate cu
enzime comparativ cu cele neprelucrate.

Majoritatea Ac Lewis aglutineaza eritrocitele suspendate in solutia fiziologica a
fenotipului corespunzator. Aglutinatele aparente sunt frecvent instabile si disociaza usor,
daca sedimentul celular nu este resuspendat dupa centrifugare. Aglutinarea directa este
mai evidenti la temperatura camerei, dar poate fi observati si la 37°C. Tn testul
antiglobulinic pot fi cercetati Ac cu reagentul care contine Ac anticomplementari.

Serurile cu Ac anti-Le” sunt divizate Tn 2 categorii: mai frecvent se intalnesc
mostrele serice care reactioneaza mai relevant cu eritrocitele Le (b+) de grup 0 si A,
anticorpii carora sunt specificati ca anti-Le™". Ac care reactioneaza evident cu
eritrocitele Le” apartinand tuturor grupelor sangvine ABO sunt specificate ca anti-Le"".
Anti-Le™, spre deosebire de Ac anti-Le"™ , pot fi neutralizati de saliva persoanelor
secretorii de Ag H cu grupul sangvin 0, acestia avand si fenotipul Le (a-b-). Tn tab. 22
este redata activitatea serologica a Ac sistemului Lewis mai frecvent Tnregistrati.

Tabelul 22
Activitatea serologica a anticorpilor grupei sangvine Lewis

Anticorpi | Hemoliza | Solute fiziologica Albumina Enzime Asociate cu:
relevati in vitro +4°C +22°C +37°C | TAG +37°C TAG BHNN | CPT
Anti-Le* | unele Majoritatea | majoritate | unele | multe majorita | majorit | Nu putine

a -tea a-tea
Anti-Le® | rar Majoritatea | majoritate | putine | uneori | unele unele | Nu nu

a
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Anticorpii Lewis din serul pacientului sunt usor neutralizati de substantele
specifice a grupului sangvin Lewis din plasma donatorului, motiv pentru care hemoliza
eritrocitelor transplantate Le (a+) sau Le (b+) la interactiunea cu Ac Lewis se produce
foarte rar. Dar Ac care manifesta reactii intensive in TAG sau induc hemoliza in vitro
sunt capabili sa suscite fenomenul de hemoliza posttransfuzionala.

Se considera, ca relevarea Ag sistemului Lewis Tn séngele donatorului nu este
obligatorie Tnaintea transfuziei sau la cercetarea cross-mutch-lui recipientilor prin
intermediul anticorpilor Lewis. Testarea cross-mutch cu incalzirea prealabila a test-
sistemei sau fara aceasta etapa asigura securitatea necesara a transfuziei.

Asadar, Ac anti-Ag eritrocitare ale sistemului Lewis din serul recipientilor sunt
neutralizati de catre substanta Le a plasmei donatorului si astfel hemoliza imuna se
inregistreaza rar.

Ag sistemului Lewis Tsi gasesc aplicatie Tn medicina legala la examinarea petelor
de sénge pentru a concretiza capacitatea secretorie a Ag sistemului ABO. Ca marcheri
genetici el prezinta interes pentru antropologi. Printre proprietatile Ag sistemului Lewis
este angajamentul lor in procesele inflamatorii, cand acestia ataseaza de endoteliu,
neutrofilele si monocitele, prin care acestea migreaza spre focarele inflamatorii
extravasculare.

Persoanele cu fenotipul Le (a-b-) pot suferi de diferite deficiente ale rezistentei
antiinfectioase. Spre exemplu, Ag Le” sunt capabili sa fixeze H. pylori pe epiteliul
gastric, iar absenta lui asociaza recidive ale infectiilor urogenitale la femei. S-a
demonstrat de asemenea, ca fenotipul Le (a-b-) este markerul riscului major de
dezvoltare a ischemiei cardiace.

Capitolul 9. Sistemul sangvin P si Globoside
Ag P a fost descoperit Tn 1927 de catre Landsteiner si Levin la imunizarea
lepurilor cu eritrocite umane. Acest sistem contine Ag P;. Serul imun obtinut astfel
reactiona cu un Ag necunoscut, care a fost specificat conventional ca P, iar ulterior
denumit P;. Actualmente simbolul P semnifica Ag prezent practic pe toate hematiile
umane. Tn tab. 23 sunt prezentate fenotipurile Ag P; si frecventa de inregistrare a

acestora.

Tabelul 23

Antigenele sistemului P

Simbolul antigenului Fenotipul Frecventa inregistrarii, %
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rasa alba rasa neagoida

P, P+ 80 93

P;- 20 7

Diferite mostre eritrocitare cu Ag P; manifesta activitate diversa, care se
diminueaza daca hematiile sunt pastrate un timp. Aceasta proprietate a Ag P; face

Ag P, P* si Luke (LKE) s-au referit primar la sistemul P, mai apoi au fost
incadrate in colectia antigenica Globoside. Exista fenotipuri mai rar ntalnite — P¥, cand
eritrocitele dotate cu acest Ag sistematic secreta Ac aloreactogeni cu activitate majora.
Ag P este in esenta o sfingolipida, legata cu epiteliul rinichilor si in pozitia sa de
receptor detine un rol important in patogenia unor variante de pielonefrita. Ag P, este
receptor pentru parvovirionul B19, care provoaca eritem infectios si se intrica n
mecanismul patogenic al maladiei. Persoanele care nu detin un asemenea antigen sunt
nonreceptive la acest agent infectios.

Ac anti-P; sunt secretati de multi indivizi care nu sunt dotati cu Ag P; in lipsa
stimulului raspunsului imun al Ag eritrocitare. De regula, Ac anti-P; reactioneaza la
temperatura +4°C, cu toate ca uneori pot fi detectati si la +37°C (tab. 24).

Tabelul 24.
Activitatea serologica a anticorpilor de grup sangvin P

Anticorp | Hemoliza | Solutie fiziologica Albumina Enzime Asociate cu:

in vitro +4°C +22°C | 37°C TAG | +37°C TAG BHNN | CPT
Anti-P; Uneori Majoritatea | Unele Uneori Rar Unele Putine | Nu rar

mostre mostre

Anti-P Unele Majoritatea Unele Unele Unele | Unele Unele Nu

mostre mostre mostre mostre | mostre mostre
Anti- Unele Majoritatea | Unele Unele Unele | Unele Unele Rar
P1+P+Pk mostre mostre mostre mostre | mostre mostre

De obicei Ac anti-P; sunt niste IgM si induc aglutinarea directa a hematiilor in
mediul salin, uneori manifesta actiune litica. Rareori se intalnesc Ac anti-P; cu
apartenenta la 1gG4, detectia carora se face in testul antiglobulinic, iar rezultatele sunt
de valoare clinica.

Ac anti-P; pot fi detectati in hemoglobinuria nocturna paroxistica (anticorpii
Donat-Landsteiner).

Reactiile posttransfuzionale induse de prezenta anticorpilor anti-P; pot fi atat
reactii de tip imediat, cat si intarziate.

Ac anti-P; nu provoaca boala hemolitica a nou-nascutului gratie absentei

g,

transplacentar.
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Capitolul 10. Sistemul sangvin Lutheran (LU)
Primar antigenul Lul a fost depistat in 1945 intr-un ser care continea diverse
tipuri de Ac. Tn prezent sistemul include 19 antigene (tab. 25 ), care sunt niste

glicoproteine.

Tabelul 25
Antigenele eritrocitare ale sistemului Lutheran
Nr. Ag Simbolul Nr. Ag Simbolul | Fenotipul | Frecventa,
dupa ISBT Ag dupa ISBT Ag %
LU1 Lu® LU12** Much Lu (a+b-) [0,15
LU2** Lu® LU13** Hughec Lu (atb+) | 7,5
LU3** Lu® LU14* Lu (a-b+) |92,4
LU4** LU16** Lu(a-b-) |rar
LUS** LUL7**
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LUG** Jank LU18 AU

(Auberger)
LU7** LU19 Al’
LU8** LU20**
LU9* Mull LU21**
LUL1** Singleton

Nota: * antigene rar Intalnite;** antigene frecvent intalnite
Ag Lu® si Lu® sunt slab dezvoltate pe eritrocitele nou-nascutilor si la adulti

numarul de molecule pe un eritrocit este minor: 600-1600 pentru Lu (a+b+) si 1400-
3800 - pentru celulele Lu (a-b+).

La sistemul dat se refera si o serie de Ag de incidenta nalta — LU2, LU4, LUS5,
LU6, LU7, LUS, LU11, LU12, LU13, LU16, LU17 si LU20 Ac anti-Ag respective nu
reactioneaza cu eritrocitele Lu (a-b-) indiferent de cauza aparitiei fenotipului dat. Alte 2
Ag rare LU9 si LU14 au fost de asemeni incluse in sistemul Lutheran pentru relatia lor
indirectd cu Ag LUG si, respectiv, LU8. Ag Au® (LU18) de frecventd majori - 80%
indivizi ai rasei albe poseda acest Ag si Ag Au® (LU19), prezent la 50% de albi, s-au
considerat pana nu demult ca fiind manifestari independente ale unei singure gene.
Actualmente a fost demonstrata apartenenta lor la sistemul Lutheran.

Fenotipul Lu(a-b-) se intdlneste foarte rar (1:3000) si poate rezulta din
urmatoarele situatii genetice : 1) gena amorfa Lutheran este mostenita de la ambii
parinti; 2) fenotipul negativ poate fi mostenit ca criteriu dominant prin mostenirea
independenta a genei inhibitor In (Lu), care face imposibila expresia normala a Ag de
sistem Lutheran si a altor Ag (exp. P, I, AnWj, In®, In°); 3) fenotipul Lu (a-b-) poate fi
indus de actiunea supresorului amplasat pe cromozomul X, recesiv in varianta de
manifestare.

Ac anti-LU? si anti-Lu® se Tntalnesc mai rar, fiind secretati la gravide sau pe fond
de transfuzii sangvine, dar pentru aparitia lor nu este necesar stimulul eritrocitar. Acesti
Ac sunt slab dezvoltati la nastere si nu sunt cunoscuti n ipostaza de cauza a bolii
hemolitice, a reactiilor hemolitice posttransfuzionale. Ac anti-Lu® reduc durata de viata
a eritrocitelor transfuzionate, induc reactii posttransfuzionale usoare sau nu le provoaca
deloc. Majoritatea Ac anti-Lu® si unele mostre de anti-Lu® aglutineaza eritrocitele
suspendate Tn mediu salin ce poseda Ag respectivi cu formarea aglutinatelor eritrocitare
de marime mica si medie, care se amplaseaza printre multiplele celule neaglutinate.
Activitatea serologica a Ac Lutheran cu hematiile diferitor fenotipuri este redata in
tabelul. 26.

TabeluL 26
Activitatea serologica a anticorpilor sistemului Lutheran
Interactiunea cu anti- Fenotip
Lu® LuP
+ - Lu (at+b-)
+ + Lu (at+b+)
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_ + Lu (a-b+)
- - Lu (a-b-)
Nota: ,,+” reactie pozitiva; ,,-” reactie negativa

Anticorpii anti-antigenile eritrocitare a sistemului Lutheran apartin claselor IgM
sau 1gG. Acestia se manifesta activi atat la t incaperii, cat si la +37°C. Ac anti-Ag Lu
induc reactii posttransfuzionale cu hemoliza extravasculara. Unele mostre de Ac sunt
prezente sub forma de 19G4 si chiar in prezenta conflictului imunologic feto-matern
dupa Ag Lutheran acestia induc forme usoare a MHNN.

Capitolul 11. Sistemul sangvin Kidd (JK).

Antigenele sistemului eritrocitar Kidd sunt proteine si participa la transportul
ureei Tn celula. Actualmente sunt cunoscute 3 antigene ale acestui sistem si 4 fenotipuri
(tab. 27).

Tabelul 27

Antigenile eritrocitare ale sistemului Kidd (JK)

Antigenele Frecventa, % Fenotipul Frecventa, %
sistemului
nr. Simbolul |rasa |rasa rasa |rasa
dupa alba | negroida alba | negroida
ISB
T
JK1 | JK 77 92 JK (a+b-) 26,3 |51,1
K2 [ IK° 74 49 Jk (a+b+) 50,3 | 40,8
JK3 | JK® >09,9 [>99,9 JK (a-b+) 234 |81

JK (a-b-) rar rar
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Jk: -3

Fenotipul Jk (a-b-) este rar reperat si poate apare sub actiunea inhibitorului
dominant In (JK) sau daca a fost mostenita de la ambii parinti alela Jk “muta” (non-
expresiva).

Se prezuma ca Ag Jk3 este prezent si pe hematiile Jk (a+) si Jk (b+) — o situatie
de similitudine cu Fy3 prezent concomitent pe celulele Fy (at+) si Fy (b+). Enzimele si
reductorii nu scindeaza Ag Jk.

Anticorpii anti-Jk* au fost depistati primar in 1951 in serul unei femei care a
nascut un copil ce a facut MHNN, iar anti-Jk® - Tn serul unui pacient cu reactie
posttransfuzionala. Ambele tipuri de Ac reactioneaza mai pregnant in TAG, dar la
utilizarea mostrelor serice proaspat recoltate pot manifesta activitate si in mediul salin.
Destul de frecvent acesti Ac dau reactii slabe chiar la prima testare, iar la pastrarea
serului pot fi indetectabili. Acest fenomen, posibil, este dependent de fixarea
complementului pe eritrocite, dar nu toti Ac fixeaza complementul. Serul proaspat
preparat, care contine anti-Jk*/Jk°, demonstreaza efectul dozei, reactionand numai cu
eritrocitele care contin o doza dubla de Ag. Activitatea serului pastrat poate care contine
anti-Jk® si a pierdut capacitatea de a reactiona se incita prin suplimentarea cu ser uman
proaspat (sursa de complement) sau prin utilizarea TAG cu eritrocite prelucrate cu
enzime. Ac anti-Jk3 reactioneaza cu hematiile Jk® si JK° pozitive si sunt secretate la
indivizi cu Jk (a-b-).

Anticorpii anti-Kidd pot induce, n unele cazuri, BHNN care evolueaza intr-o
forma usoara, data fiind concentratia minora de Ac care au transbordat placenta. Tn
schimb este cunoscuta antrenarea acestor Ac in developarea formelor grave de reactii
posttransfuzionale. Ultimele pot fi de caracter imediat sau intérziat. Aceste reactii se
produc in situatiile cand Ac sunt secretati rapid prin raspunsul anamnestic imun la Ag
eritrocitelor parvenite prin transfuzie si vor conduce la hemoliza acestora. Testarile de
pana la transfuzie confirma faptul, ca acesti Ac erau absenti n testele serologice primar
efectuate. Acest fapt indica importanta studiilor prealabile pana la selectarea sangelui
pentru transfuzie. Tn cazul pacientilor la care s-au detectat si identificat Ac, datele
notitelor anterioare permit evitarea contactului ulterior cu agentul imunizator cunoscut.
Hemoliza ce se produce in asemenea situatii este mai frecvent de caracter extravascular,
lar hemoliza intravasculara este indusa de Ac care fixeaza complementul. Anticorpii
examinati apartin subclaselor 1gG1 si 1gG3.

Serul indivizilor cu fenotip rar JkJk contine Ac ce reactioneaza cu toate mostrele
eritrocitare Jk (a+) si Jk (b+), nu, nsa, si cu celulele Jk (a-b-).
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Capitolul 12. Sistemul sangvin Duffy (FY)

Antigenii de sistemul Duffy sunt glicoproteine ce intersecteaza membrana
citoplasmatica. Ele sunt expresiate nu numai pe eritrocite, dar si in diferite organe
(rinichi, splina, cord, pulmoni, creier). Actualmente se cunosc 6 Ag ale acestui sistem cu
diversa frecventa de inregistrare (tab. 28).

Tabelul 28.
Antigenele eritrocitare ale sistemului Duffy

Antigenile Frecventa, % | Fenotipul Frecventa, %

Nr. dupa | Simbolul | Rasa Rasa Rasa Rasa

ISBT Ag alba neagroida alba neagra
FY1 Fy* 67 10 Fy (a+b-) 17 9
FY2 Fy" 83 23 Fy (a+b+) 49 1
FY3 Fy3 > 99,9 32 Fy (a-b+) 34 22
FY4 Fy4 rar 98 Fy (a-b-) 68
FY5 Fy5 >999 32 La malaiezi frecventa inregistrarii
FY6 Fy6 | >99.9 32 Fy" atinge 100%

Conform celor prezentate in tab. 28, Ag FY3 are o frecventa majora de

Tnregistrare si este prezent pe eritrocitele care poseda atat Ag Fy?, cat si Ag Fy’. Dintre
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fenotipurile acestui sistem la rasa alba sunt mai rar atestate variantele Fy (a-b-), pe cand
la ceea negroida ele se Tnregistreaza cu o frecventa de pana la 68%, iar in unele regiuni
cota acestora atinge 100%. A fost descrisa forma slab expresiva a Ag Fy®, denumita Fy*,
care poate raimane neobservata, daca nu se utilizeaza Ac anti-Fy® cu activitate majora.
Variantele Fy? si Fyb sunt receptori pentru Plasmodium Knowlesi si vivax. Indivizii care
nu sunt dotati cu Ag Fy* si Fy® sunt nonreceptivi la malarie. Glucoproteina Duffy a fost
identificata ca receptor eritrocitar pentru citokine (de exemplu, IL-8). Gratie activitatii
biologice inalte a citokinelor se presupune ca glicoproteinele Duffy joaca un rol
important Tn absorbtia acestora, prevenind astfel actiunea lor nefavorabila asupra
eritrocitelor. Ag Fy? si Fy® se scindeaza sub actiunea proteazelor in testele serologice si
sunt areactogene in testele ce utilizeaza enzime. Ag Fy3, Fy4, Fy5 nu pot fi catabolizate
de enzime.

Ag sistemului Duffy sunt bine dezvoltate la momentul nasterii, dar sunt descrise
doar cazuri rare de MHNN incitata de acestea.

Majoritatea Ac anti-antigenile sistemului Duffy sunt prezentate de IgG1 si apar in
rezultatul stimuldrii imune. A fost demonstrat efectul dozei Fy*: capacitatea de a
reactiona mai relevant cu eritrocitele Fy*/Fy* , comparativ cu tandemul Fy*/Fy". Testarea
acestor Ac se poate realiza mai pregnant in TAG. Foarte rar Ac anti-Ag sistemului
Duffy se implica pe pozitia de aglutinine directe. Multe mostre de Ac activeaza
complementul, dar nu reactioneaza in testelele cu enzime datoriti scindarii Ag Fy® si
Fy® de catre enzime. Activitatea serologica a Ac cu Ag diferitor fenotipuri este elucidata
n tab. 29.

Tabelul 29.
Activitatea serologica a anticorpilor sistemului Duffy cu Ag diferitor
fenotipuri
Reactivitatea cu anti- Fenotipul
Fy? Fy"
+ 0 Fy (a+b-)
+ + Fy (a+b+)
0 + Fy (a-b+)
0 0 Fy (a-b-)

Ac anti-Fy* si Fy" pot induce boala hemolitici a nou-nascutului si reactii
posttransfuzionale. Anti-Fy° se fntalnesc mai rar si sunt slab reactogeni. Reactiile
posttransfuzionale pot fi de tip imediat si Tntérziat, uneori devin fatale. Mostrele serice
anti-Fy? si anti-Fy” reactioneaza energic doar cu hematiile care contin doze duble de Ag.
Indivizii rasei albe care expresiaza doar 1 dintre cele 2 Ag (homozigote dupa Ag
respectiv) au o cantitate dubla de molecule antigenice. La rasa negroida eritrocitele cu 1
Ag expresiaza Ag in cantitati scazute si nu manifesta reactii intensive cu Ac reactogeni.
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Tn dependenta de doza Ac anti-Fy3, anti-Fy4, anti-Fy5 au fost testati in serul pacientilor
cu fenotip Fy (a-b-). Anti-Fy6 prezinta Ac monoclonali murini care reactioneaza cu
toate eritrocitele Fy (a+) /Fy (b+) si nu interactioneaza cu hematiile Fy (a-b-).

Capitolul 13. Sistemul sangvin |

Acest sistem este prezentat de Ag | si i. Eritrocitele embrionare contin cantitati
majore de antigen i si sunt sarace in Ag 1. Tn primii doi ani de viata cantitatea Ag |
creste in paralel cu diminuarea Ag i. Hematiile adultilor in majoritatea cazurilor
reactioneaza intensiv cu Ac anti-l si ceva mai slab sau deloc — cu Ac anti-i. La adulti
absenta Ag | este un fenomen foarte rar. Tn serul acestor pacienti, ca reguli, sunt
prezentati Ac anti-l, dar activitatea lor este slaba, iar pentru a fi examinati se cere
utilizarea metodelor enzimatice. Ac anti-l, ca si cei anti-H, sunt cel mai frecvent
inregistrati in cadrul testarilor serologice efectuate la temperatura incaperii. Acestia
reactioneaza cu hematiile adultilor in majoritatea cazurilor si nu interactioneaza cu
eritrocitele fetale si cele ale adultilor 1-negativi. Daca testarea se efectueaza la t +4°C se
poate releva, ca serul persoanelor I-pozitive contine autoanticorpi anti-l. Ultimii se
comporta ca aglutinine a frigore intr-un interval termic restrans in titre pana la 1: 64. Cu
0 mai mare frecventa autoanticorpii anti-l se fnregistreaza la bolnavii cu
macroglobulinemie Waldenstrom, care se specifica prin sindromul de hemaglutinare a
frigore. Ei nu induc boala hemolitica a nou-nascutului, data fiind slaba expresie a Ag
respectiv. Se prezuma astfel, ca Ac anti-l se intrica cu rol patologic in anemia
hemolitica autoimuna mixta, si Tn aceasta ipostaza are proprietatea de a fixa
complementul, reactionand intr-un interval larg de valori termice si fiind prezent in titre
majore.

Tn cazuri rare Ac anti-i pot prezenta proprietiti de autoaglutinine a frigore, cand
reactioneaza slab la t +4-10°C. La pacientii cu mononucleaza infectioasa apar destul de
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frecvent Ac anti-i care denota temporar activitate majora. Tn tab. 30 este redat caracterul
de prezentare a Ac anti- anti-i la temperaturile +4°C si +22°C.
Tabelul 30.
Activitatea serologica a Ac grupei sangvine | la diverse temperaturi

Temperatura Antigenul anti-1 anti-i
eritrocitar
+4°C | adult 4+ 0-1+
I copii 0-2+ 3+
I adult 0-1+ 4+
+22°C | adult 2+ 0
| copii 0 2-3+
B | adult 0 3+

Diferentele de aglutinare sunt observate predilect la mostrele cu Ac slabi. Pentru
diferentierea mostrelor de Ac cu activitate majora poate fi necesara titrarea. Serurile cu
anti-1 si anti-i pot uneori reactiona in testul antiglobulinic, ce indica activitatea Ac la
+37°C. Posibil ca reactia se deruleaza intre anticomplementul din componenta
reagentului antiglobulinic polispecific si componentele complementului la temperaturi
joase.

Ac anti-IH se atesta destul de frecvent in serul persoanelor A,, ei reactioneaza
intensiv cu eritrocitele care poseda Ag H si | de expresivitate similara. Acesti Ac
reactioneaza slab cu eritrocitele adultilor de grup sangvin A; si cu celulele embrionare
ale tuturor grupelor sangvine, dar mai intensiv cu celulele adultilor de grup 0. Prezenta
Ac anti-IH se poate suspecta in cazul cand serul pacientului de grupei A induce
aglutinarea tuturor celulelor utilizate pentru detectia Ac, dar este compatibil cu toate sau
cu majoritatea mostrelor de grupa sangvin A ale donatorilor.
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Capitolul 14. Alte sisteme sangvine

14.1 Sistemul sangvin Diego (DlI).

Primul Ag al sistemului eritrocitar Diego a fost identificat Tn anul 1956 in
Venesuela Tn cadrul unui studiu de specificitate al Ac care au provocat MHNN. Tn
prezent sunt cunoscute 21 antigene eritrocitare ale acestui sistem, dar numai 4 din ele

sunt studiate la modul suficient (tab. 31).

Tabelul 31.
Antigenele eritrocitare ale sistemului Diego
Frecventa inregistrarii, %

Nr. Simbolul Rasa alba | Chinezii | Japonezi | Aborigenii
antigenului Ag si americani
dupa ISBT negroida

DI 1 Di® Diego <0,1 3-5 10 2-36
DI 2 Di° >99,9 >99 >99,7 date absente
DI3 | Wr® Wright <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
DI 4 wr >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

Antigenul Di® se Tntalneste rar. Ag Di¥/Di® sunt eficienti in calitate de markeri in
antropologie gratie faptului ca Ag Di® este atestat aproape exclusiv la populatia
mongoloida, inclusiv la aborigenii din SUA, unde frecventa lor de inregistrare atinge
36%.

Antigenul Wright (DI 3 si DI 4) s-au referit primar la alte colectii, dar dupa ce s-a
constatat ca sinteza este controlata de locusul DI au fost specificate in acest sistem. Ag
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Di” se Tnregistreaza cu o frecventa majora. Anticorpii anti-Ag eritrocitare de sistemul
Diego sunt imune si active in testul antiglobulinic, nu fixeaza complementul. Ac anti-
Di* pot induce MHNN sau hemoliza eritrocitelor Di (a+) la transfuziile sangvine. Ac
anti-Di” se intalnesc rar, dar au implicatii clinice. Anti-Wr? sunt Ac naturali si sunt
secretati fara stimulatia eritrocitara. Se Tintdlnesc destul de frecvent, dar raman
neelucidati Tn cazul cand pentru screeningul Ac nu se utilizeaza celulele Wr (a+). In
cazuri mai rare acesti Ac induc MHNN si reactii posttransfuzionale.

Activitatea serologica a Ac sistemului Diego la diferite fenotipuri este prezentata
in tab. 32

Tabelul 32
Activitatea imunologica a anticorpilor sistemului Diego.
Interactiunea cu anticorpi anti- Fenotipul Frecventa fenotipului, %
Di* Di°
+ - Di (atb-) 0
+ + Di (a+b+) rar
- + Di (a-b+) 100
wr wr®
+ - Wr (a+b-) 0
+ + Wr (a+b+) 1
- + Wr (a-b+) 99

14.2 Sistemul sangvin YT
Acest sistem contine 2 antigene: Yt* si Yt®. Ag Yt sunt localizate pe molecula
acetilcolinesterazei eritrocitare — enzima cu rol important in transmiterea impulsurilor
neuronale. Frecventa de Tnregistrare a Ag Yt* este majord - 99,7%. Sinteza Ag este
controlati de genomul amplasat pe cromozomul 7. Majoritatea mostrelor de anti-Yt®
sunt areactogene, dar in unele cazuri acestea induc hemoliza sporita a eritrocitelor
transplantate Yt*-pozitive, determinand complicatii posttransfuzionale. Nu exista cazuri
descrise de aparitie a MHNN provocate de Ac anti-Yt*. Ag Yt° se intalneste rar (8%
cazuri). Ac anti-Yt” se Tntalnesc de asemenea destul de rar si nu induc MHNN sau
reactii hemolitice posttransfuzionale. Frecventa diferitor fenotipuri ale sistemului
antigenic eritrocitar Yt si reactivitatea imunologica a Ac respectivi este elucidata n tab.
33
Tabelul 33
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Fenotipurile sistemului antigenic Yt si reactivitatea serologica a anticorpilor

Fenotipul Frecventa la rasa | Interactiunea cu Ac anti-
alba, % Yt Yt

Yt (atb-) 91,9 + -

Yt (a+b+) 7,9 + +

Yt (a-b+) 0,2 - +

14.3 Sistemul sangvin XG

Acest sistem contine 2 antigeni “®si CD99. Ag Xg* a fost decoperit in 1962, iar
prezenta lui este mai caracteristica pentru barbati decat pentru femei. Aceasta
particularitate de mostenire a criteriului cu cromozomul X (femeile mostenesc cate un
cromozomul X de la fiecare parinte, pe cand barbatii - numai un cromozom X de la
mama) a fost specificata ca Ag Xg°.

Frecventa de Tnregistrare a diferitor fenotipuri ale Ag Xg° la barbati si femei (rasa
alba) este elucidata in tab. 34

Tabelul 34
Frecventa fenotipurilor Xg la barbati si femei

Fenotipul Frecventa, %
Barbati Femei

Xg (a+) 65,6 88,7

Xg (b+) 34,4 11,3

Antigenul dat este catabolizat de proteaze (papaina, fitina) si de aceea in test-
sistemele ce opereaza cu enzime vor fi si rezultate negative.

Ac anti- Xg® se intalnesc rar, ei reactioneaza preferential in TAG. Sunt cunoscute
3 mostre care induc aglutinarea eritrocitelor suspendate in mediu salin.

Importanta clinicd a Ac anti-Ag Xg® si CD99 nu a fost studiati. A fost descrisa o
mostra de Ac autoimuni cu specificitatea data. Ac anti- Xg® pot fi utilizati pentru studiul
mostenirii criteriilor genetice legate de cromozomul X.

14.4 Sistemul sangvin Scianna (SC)

Sistemul antigenic SC este reprezentat de 4 antigene: Scl, Sc2, Sc3, Rd. Ag Scl
se atesta frecvent, de vreme ce Sc2 - destul de rar. Scl si Sc2 se comporta ca produse
ale alelelor antigenice (tab. 35). Ag SC sunt amplasate pe glicoproteine cu masa
moleculara 60-68 kD.

Tabelul 35.
Frecventa fenotipurilor sistemului antigenic SC si activitatea anticorpilor

Fenotipul Frecventa Interacsiunea cu Ac anti-
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(%) la rasa alba Scl Sc2
Sc1, -2 99,7 + -
Sc1, 2 0,3 + +
Sc.-1,2 Foarte rar - +
Sc: -1, -2 Foarte rar - -

Se considera, ca Ag Sc3 este prezent pe eritrocitele tuturor indivizilor, care au
mostenit genele Scl si Sc2 — o situatie analogica cu cea a Ag Fy3.

Toate aceste Ag sunt insensibile la actiunea enzimelor utilizate Tn testarile
izoserologice. Gena care codifica Ag Scianna este ancorata pe cromozomul 1. Ac care
recunosc acesti antigeni se fintalnesc rar. Ac anti-Scl nu induc MHNN sau reactii
posttransfuzionale. Ac anti-Sc2 sunt capabili sa provoace forme usoare de MHNN.

Ag Rd rar intalnit este codificat de genomul aceluiasi locus la care se refera si
sistemul SC, dar exista si alte dovezi care confirma apartenenta Ag dat la sistemul
sangvin Scianna.

Implicarea clinica a Ac sistemului Scianna este putin studiata, data fiind frecventa
minora de Tnregistrare a acestuia.

14.5 Sistemul sangvin Dombrock (DO).

Acest sistem este reprezentat de 5 antigene: Do®, Do°, Gy?, Hy, Jo®. Antigenul Do
se ntalneste la rata de 66%, Do” Tn 82% de cazuri. Ambele sunt imunogene si la
transfuzii induc sinteza de Ac cu implicatii clinice sub forma de complicatii hemolitice
posttransfuzionale. Cazuri de boala hemolitica a nou-nascutului indusa de acestia nu s-
au raportat.

Ag GY?, Hy si Jo® au o frecventa majora de inregistrare, iar fenotipurile acestui
sistem sunt reprezentate in tab. 36.

a

Tabelul 36.
Fenotipurile sistemului de antigene eritrocitare Dombrock
Fenotipul Do® Do” Gy* Hy Jo®
Do (atb-) + - + + +
Do (atb+) + + + + +
Do (a-b+) - + + + +
Gy (a) : : : : :
Hy - : (+) (+) : :
Jo (a) (+) : ¢ (+) :

Nota: (+) expresia slaba a antigenului

Eritrocitele Gy (a-) prezinta celulele fenotipului 0. Fenotipurile Gy (a+), Hy- si Jo
(a-) au fost depistate numai la rasa negroida. Reactivitatea acestor Ag poate fi majorata
prin prelucrarea hematiilor cu papaina, fitina. De memorat ca tripsina, pronaza, o-
hemotripsina si reagentii sulfhidrili sunt capabili sa scindeze aceste Ag sau sa atenueze
activitatea lor.
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Anticorpii anti-Do® nu sunt de raspandire larga, in ser fiind prezenti si Ac de alta
specificitate, dar ei sunt apti sa incite MHNN si RPT de forme usoare.
Anti-Do” sunt de asemenea rar inregistrati, ei fiind atestati cu multiple alte

T

cu fitind. Unele mostre pot induce RPT. Ac anti-Ag Gy® Hy si Jo® pot contribui la
minorizarea viabilitatii eritrocitelor transplantate, de asemenea pot induce forme usoare
de MHNN.

14.6 Sistemul sangvin Colton (Co)

Acest sistem este reprezentat de trei antigene: Co? CoP, Co3. Antigenul Co? se
Tnregistreaza frecvent, Ag Co" — este mai rar intalnit. Co3, ca de altfel si Fy3 ar putea fi
produsul uneia din genele Co%Co°. Toti acesti anticorpi pot induce reactii
posttransfuzionale si MHNN. Frecventa diferitor fenotipuri de asemenea caracter la rasa
alba este redata sumar in tab. 37.

Tabelul 37.
Frecventa fenotipurilor sistemului antigenic Colton si reactivitatea anticorpilor

Fenotipul Frecvensa, % Interacsiunea cu Ac anti-
Co* Co’

Co (at+b-) 89,3 + -

Co (atbh+) 10,4 + +

Co (a-b+) 0,3 - +

Co (a-b-) Foarte rar - -

Prelucrarea cu fermenti a eritrocitelor cercetate amplifica reactia lor cu Ac
respectivi. Chiar daca sunt de incidentd restransa, Ac anti-Co® si anti-Co3 pot deveni
suportul cauzal al MHNN sau RPT. Ac anti-Co” induc uneori RPT, nu au fost
atestate,insa, si implicatii ale acestuia n definitia MHNN.

14.7. Sistemul sangvin Landsteiner-Wiener (LW)

Este reprezentat de 3 antigene: Lw?, Lw® si Lw™, care se denatureaza n prezenta
reagentilor sulfhidrici (DTT), iar sub influenta pronazei devin insensibili la papaina si
fitina. Fenotipurile antigenice ale sistemului LW si frecventa lor la rasa alba sunt redate
in tab. 38

Tabelul 38.
Frecventa fenotipurilor antigenice si reactivitatea anticorpilor ale sistemului LW

Fenotip Frecvensa, % Interacsiunea Ac anti-
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Lw? Lw®
Lw (a+b-) Foarte rar + -
Lw (a+b+) <1 + +
Lw (a-b+) > 99 - +

Deoarece Ag LW sunt adesea atestati in combinatii si asociatii antigenice, acestia
au fost studiati sub aspectul unor eventuale interrelatii cu Ag sistemului Rh. Astfel s-a
constatat ca hematiile nule ale indivizilor cu genotip Rh sunt LW (a-b-). Hematiile D-
pozitive cu LW (a+) leaga cantitati majore de Ac anti-LW (a+) comparativ cu celulele
D-negative LW (a+). S-a mai apreciat Tn acest sens, ca pentru expresia efectiva a
glicoproteinei LW este necesara legarea ei cu proteinele Rh, mecanismul acestei
interactiuni fiind necunoscut. Anticorpii anti-Ag Landsteiner-Wiener nu induc MHNN
si complicatii posttransfuzionale.

14. 8. Sistemul sangvin Chido-Rodgers (CH/RG)

Tncadreaza 7 antigene eritrocitare: Chl, Ch2, Ch3, Ch4, Ch5, Ch6, WH.
Antigenele de acest grup sunt frecvent inregistrate si se situeaza pe componenta 4 a
complementului (C4). Ele nu sunt caracteristice pentru eritrocite, dar sunt absorbite pe
suprafata lor. Fenotipurile antigenice ale acestui sistem sunt redate in tab. 39.

Tabelul 39.
Fenotipurile antigenice ale sistemului CH/RG si frecventa acestora la rasa alba

Fenotiul Frecventa aproximativa, %
Ch+Rg+ 95,0

Ch-Rg+ 2,0

Ch+Rg- 3,0

Ch-Rg- Foarte rar

Catalogarea si specificarea mostrelor serice este realizata inca incomplet, de aceea
la testarea Ac pot aparea diferite dificultati. Aprecierea lor rapida este posibila daca se
folosesc eritrocite acoperite cu molecule C4.

Anticorpii anti-antigene eritrocitare CH/RG nu induc MHNN si complicatii
posttransfuzionale.

14.9. Sistemul sangvin Gebrich (GE).

Respectivul sistem contine 7 antigene: Ge2, Ge3, Ge4, Wb, Ls?, An?, Dh?, dintre
care 3 (Ge2, Ge3 si Ge4) se intalnesc frecvent, iar celelalte 4 (Wb, Ls®, An? Dh%) —
destul de rar. Fenotipurile mai frecvent inregistrate ale sistemului Ge sunt redate in tab.
40.
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Tabelul 40
Fenotipurile antigenice ale sistemului Gebrich

Fenotipul Anticorpii secretayi
Ge: -2, 3, 4 (tip Yus) Anti-Ge2
Ge: -2, -3, -4 (tip Gerbrich) Anti-Ge2 sau anti-Ge3
Ge: -2, -3, -4 (tip Leach) Anti-Ge2 sau anti-Ge3

Ag Ge2, Wb, Ls* An® Dh® sunt scindate de papaina, fitina, iar Ag Ge3 se
manifesta rezistent la actiunea proteazelor. Anticorpii anti-Ge pot fi imunogeni si sunt
secretati prin stimulenta eritrocitara. Acesti Ac prezinta 1gG, uneori cu un amestec de
IgM. Testarea lor rapida este posibila la utilizarea hematiilor acoperite cu molecule C4.
Importanta clinica a acestor Ac este variabila. Anticorpii anti aceste Ag doar arare pot fi
cauza MHNN.

14.10. Sistemul sangvin Cromer (CROM).
Acest sistem este reprezentat de 11 antigene: Cr?, Tc?, Tc®, Tc®, Dr?, Es?, IFC,
WES?, WES®, UMC, GUII care se atesti cu o frecventa variabila (tab. 41).

Tabelul 41
Antigenele de u frecventa majora si minora a sistemului Cromer
Antigen Frecventa, % Antigen Frecventa, %

cr > 99 Es® > 99
Tc® > 99 IFC > 99
Tc <1 WES? <1

Tc® <1 WES" > 99
Dr? > 99 UMS >99

Antigenele acestui sistem sunt ancorate pe proteinele sistemului complementar.
Anricorpii anti-Ag sistemului Cromer sunt de origine imuna si se intalnesc rar.
Majoritatea mostrelor de anti-Cr®, -WES® si Tc* au fost atestate la rasa negroida.
Importanta clinica a acestor Ac este si ea variabila: unele mostre induc minorizarea
viabilitatii eritrocitelor transfuzionate, dar tot acestea se pot intrica in dezvoltarea
complicatiilor posttransfuzionale si a bolii hemolitice a nou-nascutului.

14.11. Sistemul sangvin Knops (KN).

ncadreaza 8 antigene: Kn®, Kn®, McC? SII, YK* McC®, SI2, SI3, toate amplasate
pe receptorul complementului CR1 (C3b/C4b). Cu exceptia Ag McC® toti Ag
sistemului Knops se intalnesc frecvent, dar cu diferente pentru rasa alba si negroida tab.
42,
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Tabelul 42
Frecventa fenotipurilor antigenice a sistemului Knops

Fenotipul Frecventa aproximativa, %
Rasa alba Rasa negroida
Kn (a+) McC (at) 97,0 95,0
Kn (a+) McC (a-) 2,0 4,0
Kn (a-) McC (a+) 1,0 1,0
Kn (a-) McC (a-) Rar Rar

Cercetata Tn testul antiglobulinic, reactivitatea anticorpilor anti-Ag sistemului
Knops este variabila si depinde de numarul si marimea Ag CR1, de intensitatea de
expresie a acestuia. Anticorpii anti-Ag Knops nu au si implicatii clinice.

14.12. Sistemul sangvin Indian (IN).

Acest sistem include 2 antigene: In® cu frecventa minora de Tnregistrare si In° —Ag
atestat frecvent. Ei sunt amplasati pe proteinele moleculelor de adeziune celulara CD44.
Se intalnesc in multe tesuturi. Frecventa fenotipurilor si reactivitatea cu Ac acestui
sistem este prezentata n tab. 43

Tabelul 43.
Frecventa fenotipurilor antigenice si reactivitatea anticorpilor sistemului Indian

In In
In (a+b-) Foarte rar + -
In (a+b+) <10 + +
In (a-b+) >99,0 - +

Expresia Ag In” este minima pe hematiile Lu (a-b-), de tip In (Lu) dar este de
nivel normal pe hematiile Lu (a-b-) ale indivizilor homozigoti dupa alela amorfa sau
care sunt purtatori ai genei supresoare a cromozomului X. Ag sunt sensibile la actiunea
papainei, fitinei s.a. Ac anti-In* nu au importanta clinica. Anticorpii anti-In” sunt rar
secretati, dar exista descrierea unui caz de RPT indusa de acest tip de Ac.
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14.13. Sistemul sangvin Kx

Denumitul sistem este reprezentat de un singur antigen - Kx. Anticorpii anti-Kx
se atesta rar si sunt secretati la persoanele afectate de sindromul McLeod, la care acest
antigen este absent. Anticorpii rezultati pot induce complicatii posttransfuzionale.

14.14. Sistemul sangvin Ok

Acest sistem antigenic este reprezentat de un singur antigen Ok? cu o mare
frecventa de inregistrare. Au fost descrise 2 cazuri de secretie a anticorpilor la acest Ag
in Japonia, care au indus reactii posttransfuzionale. Sunt, Tnsa, absente datele ce ar
dovedi capacitatea lor de a induce MHNN.

14.15. Sistemul sangvin Raph (RAPH)

Sistemul poseda un singur Ag MER2. Importanta clinica a anticorpilor elaborati
fata de acest Ag nu se cunoaste inca.

14.16. Sistemul sanvuin JMH
Acest sistem poseda un singur antigen - JMH cu frecventa majora de inregistrare.
Anticorpii anti-JMH nu induc RPT si MHNN.

14.17. Sistemul de antigene eritrocitare GIL

Acest sistem include un antigen GIL. Importanta clinica a anticorpilor anti-GIL
nu este cunoscuta.
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Capitolul 15. Sistemul antigenic granulocitar si trombocitar
Antigenile granulocitare

Granulocitele mature poseda antigene specifice care includ NAI si NA2, NB1 si NB2
- produse ale locusului doi, NC1, ND1 si NE1, 9a si o serie de Ag inrudite denumit
antigene granulocitare umane (human granulocyte antigens, HGA): HGA-3a, -3b, -3c, -
3d si -3e. Anticorpii anti-Ag ai seriei HGA3 nu poseda proprietati de aglutinare si
uneori asociaza reactii posttransfuzionale febrile si neutropenii.

Antigenele 5a si 5b s-au dovedit a fi independente de alte sisteme si sunt considerate
a fi produsele alelice ale aceleiasi gene. Anticorpii care recunosc aceste Ag, de regula,
sunt aglutinine. Acestea pot fi depistate la femei in postgraviditate, in reactiile
transfuzionale febrile.

Concomitent granulocitele contin antigenele HLA care pot fi depistate prin
leucoaglutinare cu serul respectiv. Serul care contine Ac limfocitotoxici specifici si cu
activitate majora uneori poate manifesta reactii negative cu granulocitele chiar in testele
de granulocitotoxicitate.

Pentru detectia anticorpilor pe suprafata granulocitelor se utilizeaza testul de
aglutinare n tuburi, microplanse sau in capilare in prezenta EDTA, folosind serul
inactivat prin incalzire. Pentru testarea Ac inaglutinabili pot fi utilizate metode de legare
superficiala cu ser, in care antiglobulina este conjugata cu fluoresceina sau
imunoglobulina conjugata cu enzime.

Antigenile trombocitare

Trombocitele sangvine au o structura antigenica destul de complexa. Ele includ
antigene tisulare generale si trombocitare specifice, contin antigene caracteristice
eritrocitelor (ABO, Rh, M, N,P, Le® Kell, Dafify, etc.) si sunt slab manifeste pe suprafata
plachetelor. De exemplu, antigenul A pe hematii se depisteaza in 34% cazuri, de vreme
ce pe trombocite - doar in 24%. Antigenele trombocitare sunt prezente in cantitati
majore n trombocite, dar pot fi depistate si in alte celule. Ele prezinta glicoproteine
membranare. Specificitatile si frecventa fenotipurilor antigenilor trombocitare umane
este elucidata n tab. 44.

Glicoproteinele GPla, Ib, Ic, lla, 1lb, Illa, IIb sunt Ag membranare trombocitare,
prezinta lanturi polipeptidice cu cateva legaturi disulfidice interne. Cele de tip Ib, Ic si
Ilb constau dintr-un lant mare (a) si unul mic (B), conjugate prin legaturi disulfidice.

Aloantigenele trombocitare sunt imunogene. Transfuziile, sarcinile repetate pot
provoca aparitia de izoanticorpi antitrombocitari. Incompatibilitatea feto-matema prin
anticorpi antitrombocitari este demonstrata clinic, hematologic si imunologic. Ele se
implica in aparitia purpurei post-tranfuzionale si trombocitopenice aloimune neonatale.
Sensibilitatea la Ag HPA-A1 (P1*) este cauza complicatiilor posttransfuzionale si a

106



purpurei neonatale in 70 % de cazuri. Anticorpii anti - HPA-5b, -4a, -4b si 3a (Br\ Pen?,
Pen’si, respectiv, Bac?) de asemenea pot fi cauza purpurei aloimune neonatale.
Tabelul 44
Nomenclatura si frecventa fenotipurilor de antigene trombocitare umane

Frecventa
Glicopro- fenotipului, %
) ) Antlgenel —
Sistemul teina Alte genele Alte Rasa | Japonezi
antigenlc prezenta denumiri denumiri | alba
HPA- 1a ZW, PI*? 97,9 99,9
HPA-1 GPIlla ZW, P1A HPA-1b zZW, piM 26,5 3,7
HPA-2a HPA- 99,3
HPA-2 GP1b Ko®, Sib 2b Ko Ko?, Sib® | 14.6 25,4
HPA-3a HPA- Bac?, Lec® | 87,7 78.9
HPA - 3 GP Ilb Bac, Lek 3b Bac? 641
HPA-4a Pen®, Yuk® 99,9 99,9
HPA-4 GPIll b Pen, Yuk | HPA-4b Pen®. Yuk® |0,2 1.7
HPA-5a HPA- | Br*, Zzav’, |99,2
HPA-5 GPla Br, Hc Za v 5h Br* Zav Hc* | 20 6 -

Nota: nu au fost efectuate cercetari

Purpura trombocitopenica poate aparea si la prezenta autoanticorpilor
antitrombocitari: se pot pune n evidenta aglutinine antitrombocitare sau lizine. Plasma
acestor bolnavi produce trombocitopenie, daca este injectata unui individ sanatos.

Purpura trombocitopenica prin autoanticorpi la nou nascut se intalneste in cazurile
cand mama sufera de o purpura trombocitopenica cu  anticiorpi
antitrombocitari. Traversarea si aparenta acestora in circulatia sangvina provoaca
trombopenie la fat.

Purpura trombocitopenica asociata cu alte afectiuni imunologice poate fi constatata
in anemiile hemolitice dobindite. Aici se incadreaza purpurile trombocitopenice prin
sensibilizari alergice. Produsele incriminate sunt: chinina, chinidina, sedormidul,
derivatii antipirinei etc. Remediul farmaceutic sau alergenul joaca rol de haptena n
reactia antigen-anticorp. El se fixeaza pe proteinele de pe suprafata trombocitelor sau a
plasmei, constituind un complex antigenic Tmpotriva caruia organismul produce
anticorpi.

Pentru cercetarea tromboaglutininelor se prepara o suspensie de trombocite normale
prin recoltarea sangelui de la un individ sanatos pe anticoagulant (segestren Na,-1 g,
clorura de sodiu -0,75 g, apa distilata -100 ml); se utilizeaza o parte de amestec pentru 9
parti de singe). Sangele recoltat se centrifugheaza 15 min la 800 tur/min la 4°C. Plasma
supernatanta este bogata in trombocite. Pentru prepararea plasmei de la bolnav sangele
se recolteaza in conditii identice, cu centrifugarea la 3000 rot/min timp de 30 min la
4°C. Plasma bolnavului este lipsita de trombocite.

Reactia se realizeaza n eprubete prin amestecul a 0,2 ml plasma de bolnav cu 0,2 mli

suspensie de trombocite si incubarea ulterioara pe parcursul a 90 min la temperatura
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camerei. Concomitent se utilizeaza proba martor cu plasma normala lipsita de
trombocite. Rezultatele se examineaza la microscop.

Cercetarea serului bolnavului la tromboaglutinine se efectueaza dupa coagularea
sangelui la 37°C si centrifugarea tui. Serul se inactiveaza 30 min la 56°C, apoi acesta
este decalcificat prin suplimentarea unui volum de solutie oxalat de sodiu M/10 pentru 9
volume de ser. Ulterior serul este absorbit cu sulfat de bariu. Astfel serul tratat se
amesteca in parti egale cu suspensie de trombocite preparata conform procedurii
descrise anterior: 0,2 ml ser cu 0,2 ml suspensie celulara. Se incubeaza pe parcursul a 90
min la temperatura camerei si se examineaza la microscop. In paralel se lucreaza cu un
ser normal ca martor. Utilizarea serului tratat da posibiliatea decelarii mai sigure a
anticorpilor antitrombocitari. Se recomanda ca eprubetele si pipetele folosite pentru
recoltarea si pipetarea sangelui sa fie prelucrate cu silicon.

Capitolul 16. Algoritme pentru diagnosticul de laborator al
complicatiilor posttranfuzionale si al bolii hemolitice a nou-nascutului

Transfuziile sangvine pot fi insotite de diverse reactii si complicatii de geneza
Imuna si neimuna. Reactiile posttransfuzionale nu induc dereglari severe si de durata, pe

cand complicatiile au manifestari clinice severe si prezinta risc pentru viata pacientului.
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Complicatiile de geneza imuna sunt rezultatul conflictului dintre componentele
sangvine ale donatorului si cele ale recipientului (tab. 45).
Tabelul 45
Clasificarea complicatiilor posttransfuzionale de geneza imuna

Reactii de tip imediat Reactii de timp intarziat
Hemolitice Hemolitice
Febrile nehemolitice Aloimune
Urticarie Trombocite nonrespondente (refractare)
Anafilactice Maladia ,,transplant anti- gazda"
Insuficienta pulmonara acuta dependentd | Imunomodulatorie
de transfuzie

Complicatiile neimune pot rezulta prin transfuzia eritrocitelor hemolizate, a
sangelui infectat cu virioni si bacterii, prin dereglarile metabolice induse de transfuzii,
prin ignorarea tehnicii transfuzionale etc. Aceste complicatii pot fi de caracter imediat
(apar in momentul transfuziei sau se pot initia pe parcursul a catorva ore
postprocedurale) sau tardiv (apar peste cateva zile, luni sau ani).

De regula, complicariile si reacriile hemoliiice imediate i tardive apar in urma
hemolizei eritrocitelor donatorului, care este indusa de Ac recipientului. Mult mai rar
acestea sunt suscitate prin fenomenul de alterare a hematiilor recipientului de catre
anticorpii donatorului. Acest proces se observa la transfuzia plasmei care contine Ac
anti-Ag eritrocitare ale recipientului

Reacriile imune nonhemolitice transfuzionale nu sunt insotite de hemoliza, dar
sistemul imun participa la declansarea lor prin actiunea Ac specifici anti-Ag leucocitare,
granulocitare, trombocitare. Evolutia acestor reactii este lejera.

Reactriile febrile nehemolitice sunt rezultatul interactiunii dintre Ac plasmei
recipientului si Ag prezente pe limfocitele, granulocitele si trombocitele donatorului.
Uneori acestea sunt provocate si de citokinele eliberate din leucocite in timpul pastrarii
sangelui de donatie. Este important in cazul dat sa excludem si alte cauze care ar fi putut
provoca cresterea temperaturii pe parcursul a 8 - 24 ore (maladii respiratorii, reactii
septice). Aceste fenomene pot fi observate la recipientii care au in anamneza transfuzii
sau sarcini multiple. Se inregistreaza la 20% din transfuziile de trombocite si la un caz
din 130-400 transfuzii sangvine.

Urticaria este consecinta reactiei alergice la unele substante prezente in plasma
donatorului si se caracterizeaza prin eruptii urticariene, prurit aparent peste 15-20
minute dupa transfuzie.

Reacriile anafilactice apar la imunodeficienta de IgA si au la origine reactia Ac
anti - IgA cu manifestari locale pe tegument si mucoase afisate dupa inocularea mediilor
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hemotransfuzionale n cantitati mici. Pot aparea si alte manifestari (tuse, insuficienta
respiratorie, spasm bronsic). Se inregistreaza rar (1 caz la 20 000 — 50 000 transfuzii).
Consecintele clinice pot fi grave - soc si chiar exitus.

Insuficienza pulmonara acuta dependenta de transfuzie este indusa de Ac anti-
leucocitari sau anti-neutrofilele transufuzionate care induc activarea sistemului
complementului, agregarea granulocitelor si blocarea patului microcirculator pulmonar.
Alterarea capilarelor determina dereglarea microcirculatiei in pulmoni. Apare, de obicei,
peste 2 ore dupa transfuzie. Se intalneste rar (1 caz la 10 000 transfuzii).

Aloimunizarea la Ag eritrocitare, leucocitare, trombocitare se dezvolta dupa
transfuziile repetate de sange care contin Ag absente la recipienti. Transfuzia primara,
de regula, evolueaza fara manifestari de incompatibilitate, dar cu sinteza de Ac, care la
transfuziile ulterioare vor incita reactii si complicatii posttransfuzionale de tip hemolitic
sau nehemolitic. Alosensibilizarea la Ag eritrocitare apare mai frecvent la transfuzia
sangelui integru sau a componentelor sangvine si creste odata cu majorarea numaruluide
transfuzii. Aloimunizarea la Ag leucocitare se produce in 20-70% cazuri de transfuzii
sangvine din care nu s-au extras in prealabil leucocitele si la majoritatea femeilor
multipare.

Refractaritatea la transfuzia trombocitelor se manifesta prin absenta majorarii
numarului de trombocite la recipientii de transfuzii trombocitare in rezultatul
interactiunii  Ac recipientului cu aloantigenele trombocitare, eritrocitare ABO,
leucocitare HLA de clasa I, prezente pe trombocite si care induc alterarea celor din
urma.

Reacria transplant anti-gazda dependenta de transfuzie apare in cazul cand
limfocitele T ale donatorului reactioneaza cu Ag gazdei (recipientului), care sunt
recunoscute ca non-proprii. Pot aparea si Ac. Fenomenele suscitate se manifesta prin
anemie, eruptii, diaree, splenomegalie, icter, febra, scaderea masei corporale.
Severitatea reactiei este dependenta de gradul de diferenta a Ag HLA ale donatorului de
cele ale recipientului. Este inregistrata la pacientii cu status imun deficient, dar
probabilitatea aparitiei va creste la transfuziile repetate cu sange prelevat de la membrii
familiei ce au fenotip HLA identic sau similar. Complicatiile posibile sunt septicemia si
hemoragiile cu letalitate in 90% cazuri.

Pentru profilaxia complicatiilor se recomanda prelucrarea sangelui donatorului cu
raze ionizante pentru inactivarea limfocitelor.

Efectul imunomodulator al transfuziilor se manifesta prin actiunea lor
Imunosupresiva asupra organismului recipient, din care deriva capacitatea scazuta de
recunoastere a Ag non-proprii. Aceasta poate creste frecventa de aparitie a tumorilor,
infectiilor la pacientii ce beneficiaza de hemotransfuzii. Mecanismul aparitiei acestei
complicatii nu este cunoscut definitiv, dar se defineste de citre Ag leucocitare. Tn scop
profilactic se recomanda extragerea leucocitelor donatorului din  mediile

hemotransfuzionale.
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Important este si faptul ca medicul, in fiecare caz, sia aprecieze necesitatea
transfuziei sangvine, luand n calcul coraportul efectului clinic asteptat si riscul aparitiei

complicatiilor.

Analiza comparativa a reactiilor si complicatiilor hemolitice acute si tardive este

elucidata n tab. 46.

Tabelul 46

Reactiile si complicatiile hemolitice acute si tardive (evaluare panoramica)

Criterii

Acute, de tip imediat

Tardive

Tnsemne clinice

* Hipertermie, febra, dureri
n locul injectiei, tahicardie,
dureri in regiunea lombars;
* Evolutie rapida (primele
ore);

» Consecinte grave

* Hipertermie;

* Aparitie peste 5-7 zile dupa
transfuzie;

» Minorizarea hemoglobinei si
hematocritului;

* Icter slab manifest;

* Sindromul coagularii
intravasculare coagulate;

Complicatiile L g » Complicatii neesentiale;
7 * Insuficienta renala; o
principale . Soc: * Reactii mai putin grave;
* Deces
Interactiunea Ag si Ac cu:
» hemoliza intravasculara si
activarea sistemului :
. . Interactiunea Ag cu Ac
complementului (mai L N .
: * Recipientii au Ac Tn concentratii
frecvent prin . ’ . L
Cauzele . - minore sau Ac nu se depisteaza
incompatibilitatea ABO) ; e
. . . | * Specificitatea Ac la Ag Rh,
» hemoliza extravasculara in .
. - Duffi, Kidd
rezultatul interactiunii  cu
macrofagele (mai frecvent
incompatibilitatea Rh) ;
Frecventa . .
N . 1:25000 transfuzii 1:2500 transfuzii
inregistrarii
« Hemoglobina libera a * Testul antiglobulinic direct
lasmei majorata; ozitiv;
Rezultatele P e L J .aw L P : g :
: . * Bilirubina serica majorata; | e Screening-ul Ac dupa transfuzie
investigatiilor de . e .
’  Haptoglobina scazuta; pozitiv;
laborator

» Hemoglobinurie;
*Testul antiglobulinic

» Hemoglobina, hematocritul
scazut
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Coombs direct pozitiv sau
negativ

* Tratamentul sindromului
coagularii intravasculare
diseminate, al hipotoniei;
Tratamentul * Dializa - in caz de
insuficienta renala;

» Mentinerea vascularizarii
adecvate a rinichilor

» Transfuzii eritrocitare fara Ag
anti-Ac recipientului;

* Nu este necesar un tratament
suplimentar

* Implementarea sistemului
de profilaxie a erorilor la
marcarea si identificarea
mostrelor sangvine;

* Asigurarea calitatii de
realizare a cercetarilor
iImunohematologice asupra
sangelui donatorului si
recipientului.

Masuri
profilactice

* Anamneza riguroasa
transfuzionala si obstetricala

Reperarea si descifrarea mai multor complicatii posttransfuzionale poate fi
dificila, mai ales in absenta manifestarilor clinice, prezenta fiind doar hipertermia.
Cantitatea insuficienta de material pentru cercetare recoltat pretransfuzional poate de
asemenea complica analiza de laborator respectiva. Mostrele recoltate de la fiecare
pacient trebuie pastrate pentru a tipiza Ag eritrocitare si a se confirma specificitatea Ac
care au indus complicatiile posttransfuzionale. Tipizarea mostrei sangvine recoltate
dupa transfuzie este insugestiva deoarece contine si hematiile donatorului.

Mostra recoltata pana la transfuzie poate deveni necesara pentru compararea
nivelului bilirubinei si haptoglobinei pana si dupa transfuzie.

Pentru elucidarea cauzelor complicatiilor posttransfuzionale in cazul suspectarii
acestora, sunt necesare:

» controlul posibilelor erori tehnice antetransfuzionale (marcarea corecta a
sangelui donatorului, daca nu cumva au fost incurcate tuburile cu mostrele sangvine ale
recipientilor, efectuarea si interpretarea corecta a probei de compatibilitate, controlul
apartenentei ABO);

* recoltarea mostrei sangvine si de urina a recipientului cu aprecierea vizuala a
prezentei hemolizei n ser sau plasma prin compararea probelor obtinute de la recipient
pana si dupa transfuzie. Colorarea in roz sau rosu a serului dupa transfuzie cu absenta
pana la transfuzie indica destructia eritrocitara si prezenta hemoglobulinei libere. Este
important sa excludem colorarea serului in urma unor eventuale alterari mecanice ale
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eritrocitelor prin erori tehnice de recoltare a sangelui. Tn cazul dat este necesara o noua
mostra a sangelui recipientului. La intervalul de 5-7 ore dupa hemoliza in plasma
recipientului apar produsele degradarii hemoglobinei - bilirubina, care induce o colorare
galbena sau cafenie. Disparitia bilirubinei poate fi constatata deja peste 24 ore in
cazurile cand functia ficatului nu este dereglata;

o cercetarea mostrei urinare Tn reactiile hemolitice acute atesta prezenta
hemoglobinei libere si absenta mioglobinei sau eritrocitelor;

» mostrele sangvine ale recipientului péna si dupa transfuzie, resturile mediilor
hemotransfuzionale utilizate se testeaza din nou pentru a se verifica apartenenta de grup
sangvin dupa sistemul ABO, Rh a recipientului si a donatorului pana la transfuzie;

» efectuarea probei de compatibilitate individuala a sangelui donatorului cu serul
recipientului recoltat pana la transfuzie cu utilizarea testului antiglobulinic si a metodei
utilizate (pentru comparatie) pana la transfuzie;

* testarea repetata a mostrelor donatorului si recipientului recoltate pana la
transfuzie cu aprecierea apartenentei ABO si Rh;

* testarea Ac anti-Ag eritrocitare in serul recipientului recoltat pana si dupa
transfuzie. Important de mentionat este faptul absorbtiei Ac pe eritrocitele incompatibile
in complicatiile posttransfuzionale cu diminuarea lor Tn serul mostrei recoltate
posttransfuzie;

* testarea Ac de pe suprafata hematiilor prin utilizarea testului antiglobulinic
Coombs direct Tn mostra recipientului recoltata dupa transfuzie. Reactia pozitiva indica
absorbtia Ac pe eritrocitele incompatibile ale donatorului si existenta conflictului imun
(cu conditia ca recipientul si donatorul n-au avut rezultate pozitive pana la transfuzie);

» elutia Ac de pe eritrocitele mostrei sangvine recoltata dupa transfuzie cu
cercetarea eluatului cu un panel de eritrocite pentru tipizare in cazul manifestarilor
clinice de complicatii posttransfuzionale si in absenta auto- si aloanticorpilor depistati in
sangele recipientului. Tn cazul reactiilor tardive traduse cu anemie aparenti la intervalul
de 5-7 zile posthemotransfuzie este indicata reactia Coombs directa cu eritrocitele
recipientului. Rezultatul pozitiv indica prezenta Ac absorbiti pe hematiile recipientului.
Cercetarea eluatului de pe aceste eritrocite poate stabili specificitatea Ac si cauza
aparitiei complicatiei posttransfuzionale tardive.

* tipizarea eritrocitelor donatorului si ale recipientului dupa Ag importante clinic
ofera posibilitatea aprecierii specificitatii aloantigenului care a indus incompatibilitatea.
Aprecierea necorespunderii profilului antigenic al eritrocitelor donatorului si
recipientului sugereaza necesitatea cercetarii ulterioare a specificitatii aloanticorpilor
din séngele recipientului. Tipizarea mostrei sangvine a recipientului recoltata dupa
transfuzie este neinformativa gratie prezentei in aceasta a Ag donatorului.

Profilaxia complicariilor posttransfuzionale este bazata, in mare masura, pe
cercetarea si selectarea corecta a sangelui pentru transfuzie dupa Ag eritrocitare ale

sistemului ABO, Ag D ale sistemului Rh, Tn dependenta de prezenta sau absenta Ac la
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recipient.

Daca la recipient n-au fost depistati Ac anti-Ag eritrocitare pentru transfuzie se
utilizeaza sangele compatibil dupa sistemele ABO si Rh. Tn cazul depistirii Ac la
recipient, transfuzia sangvina este posibila cu o mostra sangvina a donatorului
compatibila dupa sistemele ABO si Rh care nu contine Ag ce pot reactiona cu Ac
recipientului.

Efectuarea probei individuale la compatibilitate este obligatorie in toate cazurile.
La hemotransfuziile de urgenta cercetarea Ac se efectueaza dupa transfuzie pe mostra
recipientului recoltata pana la transfuzie.

Maladia hemolitica a nou-nascutului si fatului apare la sinteza Ac materni anti-
Ag eritrocitare fetale, care, traversand bariera placentara, ajung in fluxul sangvin al
copilului si induc hemoliza eritrocitelor acestuia.

Posibilitatea aparitiei Ac la mama este dependenta de fenotipul fatului,
Imunogenitatea Ag, cantitatea eritrocitelor fetale care au patruns in circuitul matern.
Cantitati minore de sange fetal pot ajunge in fluxul sangvin matern si in sarcina cu
evolutie normala, dar aceasta este insuficienta pentru inductia sintezei de Ac la mama.
Imunizarea femeilor poate avea loc in perioada graviditatii (1%) si la nastere (16%).
Riscul hemoragiilor transplacentare creste in toxicoza gravidelor, la cercetarea acestora
in interventia cezariana, avorturi (spontane si terapeutice), amniocenteza, la recoltarea
mostrelor sangvine de la fat, la decolarea manuala a placentei.

Se implica cu rol major in inductia MHNN Ac incompleti 1gG care traverseaza
bariera placentara si ajung in circuitul sangvin al fatului. Anticorpii subclaselor 1gGl si
1gG3, fixandu-se pe eritrocite, induc hemoliza acestora. De mentionat, ca cantitatea de
Ac necesara pentru hemoliza in vivo poate fi mai mica decat cea pentru detectia Ac in
vitro la utilizarea testului antiglobulinic Coombs direct. De aceea rezultatele testarii
autoanticorpilor uneori pot fi negative in prezenta tabloului clinic de MHNN. Nivelul
IgG la fat si severitatea MHNN este dependenta de concentratia Ac materni.

Pana la 24 saptaméni de sarcina transferul de IgG este lent, deoarece se observa
rar aparitia MHNN Tn aceasta perioada, riscul ei sporind ulterior. La nastere nivelul 1gG
la fat este mai mare decat la mama, iar hemoliza este maximala.

Destructia eritrocitelor fetale sensibilizate cu Ac evolueaza lent, dar progresiv, in
special in ficat. Macrofagele ficatului, avand receptori pentru fragmentele Fc 1gG,
realizeaza destructia eritrocitara fetala.

Hemoliza intensiva si anemia stimuleaza formarea progresiva a eritroblastilor si
aparitia lor in sangele fatului si nou-nascutului. Dar uneori chiar in cazurile severe
eritroblastoza poate fi absenta.

Hemoliza eritrocitelor induce hiperbilirubinemia. Tn perioada intrauterina
bilirubina se afla in stare libera, trece prin placenta si este neutralizata de enzima

ficatului, ceea ce diminueaza intensitatea bilirubinemiei fatului. Postnatal transferul
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bilirubinei libere Tn fractiune conjugata n hepatocite evolueaza lent gratie functiei
enzimatice insuficiente a nou-nascutului si astfel concentratia bilirubinei libere in sdnge
creste rapid. Aparitia hiperbilirubinei va induce icterul pielii si mucoaselor, poate si
encefalopatia bilirubinicad gratie fixarii ei in celulele nervoase bogate in lipide
(bilirubina libera este solubila in grasimi) cu alterarea nucleilor subcorticali si tronculari
ai encefalului. Majorarea concentratiei bilirubinei libere induce alterarea tuturor
tesuturilor nou-nascutului datorita edemului mitocondriilor, dereglarii proceselor de
fosforilare oxidativa si descresterii nivelului de fosfati energetici.

Patrunderea in organismul fatului a unei cantitati majore de Ac poate induce
alterarea capilarelor cu aparitia edemului fetal si al placentei, in rezultatul carora
produsul conceptional va pieri.

Algoritmul de investigasie imunohematologica a gravidelor include anamneza
obstetricala si transfuzionala, testarea grupei sangvine dupa sistemele ABO si Rh,
aprecierea prezentei Ac anti-Ag sistemului Rh, a altor antigene eritrocitare clinic
Importante: atat a celor cu apartenenta Rh- negativa, cat si Rh- pozitiva (screening-ul
Ac). Tn tab. 47 este prezentata importanta Ag eritrocitare si Ac in declansarea MHNN.

Daca screening-ul Ac a dat rezultat pozitiv, este necesara identificarea Ac. in
cazul céand la gravida se pot depista Ac IgM cu specificitate anti-Ag care pot induce
MHNN, de aceea este necesara monitorizarea Ac, dat fiind pericolul de aparitie a Ac de
clasa 1gG, care au importanta clinica in aparitia MHNN comparativ cu IgM, care nu pot
transborda placenta (MM mare) si nu induc patologia respectiva.

Tabelul 47
Importanta Ag eritrocitari si Ac Tn aparitia MHNN
Sistemul antigenic | Ac frecvent includ Ac pot induce Ac nu indue
eritrocitar MHNN MHNN MHNN
ABO Anti-A, -B Anti-Ay,
MNS Anti-S,-s,-U Anti-M Anti-N
P Anti-Pq,
Anti-D,-c,-C,C" -E,
Rhesus anti-e.anti-G
Lutheran Anti-Lu®, -LuP
Kell Anti-K. -k Anti-Kp°
Levis Anti-Le?, -Le"
Duffi Anti-Fy? Anti-Fy”
Kid Anti-Jk?, -JK°
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Cercetarea algoritmica a femeilor gravide este elucidata in fig. 11.

Figura 12. Algoritmul de investigare a gravidelor
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Figura 12. Algoritmul de investigare a gravidelor

Dupa investigatia primara la prezenta la Ac gravidelor vor fi repartizate in 3
grupe:

* sensibilizate;

* nesensibilizate;

* cu risc major de aloimunizare (cu apartenenta sangvina Rh-negativa si cu sot
Rh-pozitiv, cu anamneza complicata, gravidele grupa sangvina a carora nu corespunde
cu a sotului: 0-A, 0-B, A-B si respectiv, B-A).

Pana la 28 saptamani de gestatie, gravidele sensibilizate la Ag eritrocitare cu
importanta clinica, se testeaza pentru controlul titrului de Ac o data in luna, dupa 28
saptamani - o data Tn 2 saptamani.

Monitorizarea titrului Ac anti-Ag sistemului ABO se efectueaza la adresarea
primara si la 28 saptamani de sarcina. Ulterior testarea titrului de Ac se realizeaza o data
in luna pentru gravidele la care s-a constatat cresterea titrului Ac sau care au mai nascut
copii cu MHNN. Severitatea MHNN dependenta de sistemul ABO nu se coreleaza cu
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titrul, de aceea nu este necesara cercetarea Ac anti-Ag ABO dupa modelul de investigatii
reglementate pentru Ac anti-Ag sistemului Rh.

Gravidele nesensibilizate din grupul cu risc major de aloimunizare sunt
investigate la a 28-a si 36-a saptamana de gestatie si pe parcursul unei luni dupa nastere.
La detectia aloanticorpilor cercetarile ulterioare se practica ca la gravidele sensibilizate.

Femeile la care cercetarile de screening nu au detectat Ac se vor investiga repetat
la a 36-a saptamana de sarcina.

Gravidele ce detin variantele antigenice D se testeaza pentru aloanticorpi
asemenea gravidelor cu apartenenta sangvina Rh-negativa. La necesitate li se efectueaza
testarea Ac de subclasele 1IgG materne.

Controlul imunohematologic al nou-nascutului pentru diagnosticul MHNN
include:

» Testarea grupei sangvine si a apartenentei Rh, care permite excluderea sau
confirmarea posibilitatii conflictului imun feto-matern. De mentionat ca nou-nascuti,
carora le-au fost efectuate transfuzii intraombilicale, deseori la nastere sunt tipizati ca
fiind D-negativi sau slab pozitivi, deoarece péana la 90% de hematii ale acestora sunt de
originea donatorului;

* Nou-nascutii cu MHNN si copiii nascuti de la femeile sensibilizate si cu risc
major sunt examinati prin testul antiglobulinic direct cu eritrocitele proprii. Este
importanta utilizarea reagentului anti-lgG monospecific si nu a celui polispecific.
Rezultatul pozitiv indica prezenta aloanticorpilor fixati pe hematiile nou-nascutului;

» Testarea Ac IgG anti-Ag sistemului Rh si altor grupe sangvine de importanta
clinica n serul matern si al nou-nascutului;

* Testarea Ac IgG anti-A si anti-B in serul sangvin matern la diferentele de grup
sangvin matern si fetal dupa sistemul ABO. Rezultatul pozitiv denota despre conflictul
imunologic mama si nou-nascut dupa Ag eritrocitare ale sistemului ABO;

* Cercetarea eluatului obtinut de pe eritrocitele nou-nascutului ofera posibilitatea
de a aprecia specificitatea Ac care au indus destructia eritrocitelor si de a selecta
eritrocitele compatibile de donatie. Exista multe metode de realizare a eluatului Ac de
pe suprafata eritrocitelor, dar doua din ele nu necesita reagenti suplimentari.

Metoda eluriei la cald prevede spalarea de 3-4 ori a eritrocitelor cercetate cu
solutie fiziologica prin centrifugare la 1000 rot/min pe parcursul a 3 min. Se amesteca
cantitati egale de eritrocite si sol. de 0,9% NaCl, care se incubeaza la temperatura de
56°C timp de 10 min, apoi se centrifugheaza 2 min la viteza de 3000 tur/min, iar
supematantul se transfera rapid ntr-un tub curat (eluat) si se cerceteaza la prezenta Ac.

Tehnica LUI prevede tripla spalare a 0,5 ml eritrocite cercetate cu sol. NaCl de
0,9% prin centrifugare la 1000 rot/min - 3 min, inlaturarea supernatantului; Tn tub se
introduc 3 picaturi de solutie NaCl de 0,9%, se inchide cu dop, apoi se roteaza in asa fel,
incat peretele intern al eprubetei sa se acopere cu eritrocite; se congeleaza la

temperatura -20 -70°C timp de 10 minute in pozitie orizontala (la necesitate pastrarea
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mostrelor in conditiile date este posibila pana la 2 luni). Decongelarea continutului
tubului se efectueaza sub jet de apa, se centrifugheaza la 1000 rot/min timp de 2 min,
eluatul se transfera intr-un tub curat si se cerceteaza la prezenta Ac.

Conflictul imun mama-fat are unele particularitati in dependenta de diferentele
sistemelor antigenice eritrocitare.

Asadar, Ac anti-A si anti-B prezinta un amestec de IgM si IgG naturale si imune,
ce rezulta din imunizarea cu Ag identice A si B, care se contin in peretele membranar al
bacteriilor. Posibil ca acestui fapt i se datoreaza procentul major de inregistrare a
MHNN la primii nascuti, dependenta de incompatibilitate dupa sistemul ABO
comparativ cu sarcina incompatibila dupa Ag sistemului Rh. Ag ABH aparenti precoce
pe suprafata eritrocitelor si a tesuturilor embrionare sunt o tinta pentru Ac materni anti-
A si anti-B de clasa 1gG. Prin acestia pot avea loc dereglari ale organogenezei fatului si
moartea lui embrionara precoce. MHNN dependenta de sistemul ABO, desi este aparent
frecventa, mai rar este de variante severe. Icterul si anemia se inregistreaza cu frecventa
de 1 caz la 30-150 nasteri, pe cand formele severe - de 1 caz la 3000 nasteri.

MHNN se apreciaza numai la 10-20% cazuri de incompatibilitate materno-fetala
dupa sistemul ABO, fiind nregistrata de 40 ori mai frecvent la mamele cu grupa O
comparativ cu cele de grup A si B.

Formele severe de MHNN dupa sistemul ABO sunt inregistrate mai rar gratie
inhibitiei Ac anti-A si anti-B materni de concentratia majora de Ag solubile A si B
fetale Tn tesutul placentei, din plasma sangvina fetala si lichidul amniotic. Dar structura
Ag A si B ale fatului se difera de cea a adultilor si hematiille fetale vor lega un numar
minor de Ac, chiar daca sunt numeroase. Serurile gravidelor contin Ac IgG2 anti-A si
anti-B. Deoarece receptorii Fc ai celulelor tesutului leaga mai eficient 1gGl, nici chiar
titrele mari de 1gG2 anti-A si anti-B nu induc MHNN severa. lata de ce Tn unele cazuri
la nou-nascut se observa testul antiglobulinic direct, dar MHNN este absenta. Dar pot fi
si cazuri, cand testul antiglobulinic este negativ chiar in prezenta MHNN, ceea ce se
poate datora prezentei Ac 1gG3 anti-A, -B in cantitate mai mica decéat nivelul de testare
prin TAG.

TAD nu este informativ pentru diagnosticul MHNN dupa sistemul ABO. Eluatul
de pe eritrocite a nou-nascutului activ reactioneaza cu eritro- citele A si B ale
donatorilor chiar la TAD negativ.

Diagnosticul de laborator al MHNN generata de Ag sistemului ABO este

prezentat in figura 13. : . -
Aprecierea manifestarilor clinice a
Compararea rezultatelor cercetarii grupei maladiei hemolitice. Testarea grupei
sangvine a copilului cu Ac materni dupa sangvine a nou —nascutului. Efectuarea
sistemul ABO testului Coombs direct.
v v ¢ i
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Mama-copilul sunt Mama-copilul sunt Manifestari clinice
compatibil dupa incompatibili dupa sistemul de MHNN testul Absenta
sistemul ABO ABO Coombs di’rect . manifestarilor
i v — clinice de MHNN,
Mama are Ac de alta Mama n-are Ac de alta testul Coombs
specisoecificitate specificitate cu exceptia ABO direct negativ.
A 4 ‘
Algoritmul de diagnosticare v
a MHNN dupa sistemul Rh MHNN dupa
ABO

Figura 13. Algoritmul de diagnosticare a maladiei hemotolitice a nou-nascutului
dupa sistemul ABO

MHNN dependenta de incompatibilitatea ABO se poate constata numai fiind
prezenti urmatorii factori:
» Existenta Ac ABO anti-Ag nou-nascutului in serul matern;
* Manifestarile clinice de MHNN;
 Serul matern nu contine Ac de alta specificitate, cu exceptia celor anti-A si B.
» Eluatul de pe eritrocitele fetale contine Ac anti-A sau anti-B. Exista corelatie intre
activitatea Ac din eluat si intensitatea MHNN. TAD este intotdeauna pozitiv in formele
severe.

MHNN dependenta de incompatibilitatea materno-fetaia dupa Ag eritrocitare de
sistemul Rh este rezultatul imunizarii cu Ag respective la transfuzii si in timpul sarcinii.
Imunogenitatea Ag s-ar afisa Tn urmatoarea suscesiune - D >c>E>C>e.

Tn 95% cauza MHNN severe este Ag D. Uneori sensibilizarea apare si la prima
graviditate, iar alta data dupa 4-5 sarcini.

Unele date demonstreaza faptul ca incompatibilitatea dupa Ag ABO reduce
posibilitatea imunizarii cu alte Ag eritrocitare. Ac anti-Ag sistemului Rhesus se refera la
subclasele 1gGl si 1gG3. Circa 50% copii cu MHNN fac o forma usoara si nu necesita
tratament. Altele 25% de copii se nasc vii, dar daca nu sunt tratati imediat dupa nastere
dezvolta icterul nuclear cu censecinte nefaste pentru viata. Celelate 25% vor muri
intranatal prin hidropsis.

Ac anti-c induc MHNN de aceeasi severitate ca si anti-D, care se poate finaliza cu
hidrops, exitus. Ac anti-C, Ce, C"rar induc MHNN care si necesite tratament.

Algoritmul diagnosticului MHNN dupa Ag sistemului Rhesus si alte Ag
eritrocitare clinic importante este redat pe in fig. 14.

Pe pozitia unor criterii de confirmare a diagnosticului de MHNN dupa sistemele
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Rh si alte Ag de valoare clinica pot fi considerate urmatoarele evidente:

» Manifestari clinice de maladie la nou-nascut;

* Serul matern contine aloanticorpi cu specificitate constatata;

» Nou-nascutul are Ag eritrocitar, iar serul matern contine Ac anti- Ag respectiv;

» TAD la nou-nascut pozitiv confirma prezenta aloanticorpilor pe eritrocitele lui;

» Cercetarile eluatului de pe eritrocitele nou-nascutului demonstreaza ca
specificitatea lor corespunde specificitatii anticorpilor materni.

Profilaxia sensibilizarii la Ag D este recomandata gravidelor Rh-negative cu risc
de sensibilizare prin hematiile Rh-pozitive fetale. Ea va fi eficienta doar daca
imunoglobulina anti-D se inoculeaza pana la sensibilizare si in doza adecvata (100-300
maQ).

MHNN dependenta de Ac materni anti-Ag eritrocitare fetale de alta specificitate
se Tnregistreaza mai frecvent la incompatibilitatea dupa sistemul antigenic Kell (1:10000
- 1:20000 nasterti).

Anticorpii anti-K apartin subclasei 1gGl si, mai rar, altor clase. Imunizarea are loc
la hemotransfuzii si pe fond de graviditate. Exista o corelatie intre titrul de Ac si
severitatea MHNN: la titrul Ac <1:128 se observa o forma usoara a maladiei, pe cand la
titre mai mari au loc manifestari severe ale maladiei. Dar au fost relatate forme severe
de MHNN inclusiv la titrul 1:8. Ac anti-K in utero induc supresia eritropoiezei cu
anemie fetala 1n absenta majorarii bilirubinei in lichidul amniotic si absenta
reticulocitozei in circulatia fetala.

120



Mama poseda Ac anti-Ag eritrocitare Aprecierea manifestarilor clinice
(testul Coombs indirect +) ale maladiel hamolitice a
nascutului. Efectuarea testului
Coombs direct. Apreciarea
apartenentel Rh a nou-nascutului

. 1 1
Compararea fenotipului eritrocitelor Manifestéri clinice Absenta
copilului cu specificitatea ale MHNN, testul manifestarilor
anticorpilor materni antiglobulinic clinice de
Coombs MHNRMN, testul
direct + Coombs direct
nagativ.
Mama-copilul sunt Mama-copilul l
compatibili dupa sunt incompatibili| | Fenotipizarea Maladia
antigenele dupéa antigenele eritrocitelor hemolitica
eritrocitare eritrocitare absenta

! :

identificarea anticorpilor Tn eluatul
obtinut de pe eritrocitele fetale

v

Liilizarea rezuitatelor pentru selectia
sangeiui de transfuzie nou-nascutului

Figura 14. Algoritmul de diagnosticare a maladiei hemolitice a nou-nascutului
dupa sistemul antigenic Rh si alte Ag de valoare clinica

Ac anti-Fy? si anti-Fy” induc MHNN de severitate medie, care este dependenta de
titrul de Ac. Pot avea loc si evolutii letale.

Ac anti-Jk* activeaza complementul, se constatdi fenomenul ,dozi-efect”, de
regula cu evolutie moderata. Au fost Tnregistrate si cazuri severe.

Ac anti-M induc forme moderate de MHNN si au doua particularitati: TAD este
slab manifest (+), pe cand hematiile spalate spontan aglutineaza in mediul coloidal, iar
rezistenta osmotica a eritrocitelor este majorata.

MHNN dependenta de Ac anti-N se Tntalneste foarte rar. A fost descris un caz cu
severitate medie.

Ac anti-S si anti-s induc MHNN severa, uneori cu sfarsit letal. MHNN indusa de
Ac anti-U poate avea caracter grav si chiar fatal.

Despre intensitatea hemolizei eritrocitelor copilului la nastere se concluzioneaza
dupa continutul majorat al bilirubinei indirecte in serul sangvin.Nivelul bilirubinei
serice de peste 340 umoli/1 indica transfuzii de substitutie, iar Tn cazurile cu manifestari
clinice certe se realizeaza hemotransfuzii si la o concentratie mai mica a bilirubinei.

La selectarea eritrocitelor pentru transfuzie se reiese din faptul ca pana la 3 luni
de viata a nou-nascutului toti Ac sunt de origine materna si selectarea componentilor

121



sangvini pentru transfuzie se va efectua reiesind din specificitatea Ac materni.

Tn tab. 48 este prezentati modalitatea de selectare a componentilor sangvini
pentru transfuzie Tn cazul, cand grupul sangvin ABO matern si cel al nou-nascutului nu
coincid. Masa eritrocitara nu trebuie sa contina Ac IgG ale sistemului ABO sau se va
prefera transfuzia de eritrocite spalate.

Tabelul 48
Selectarea componentilor sangvini in incompatibilitatea feto-materna dupa Ag
sistemului ABO

Mama Nou-nascutul Componente eritrocitare Plasma
0 A 0 A
0 B 0 B
A B 0 B
B A 0 A
A AB A0 AB
B AB B,0 AB

La incompatibilitatea mamei si copilului dupa Ag D se vor transfuzio- na
eritrocite de grup sangvin 0 Rh-negative (tab. 48).
Tabelul 47
Selectarea componentilor sangvini la incompatibilitatea ,,mama-fat” dupa Ag
eritrocitare de sistem Rh

Mama Ac materni Nou-nascutul Cc_>mpo_nente Plasma
eritrocitare
O Rh- anti-D 0, A.B.Rh+ ORh- | De acelasi grup
A,B,Rh- anti-D 0 Rh+ 0 Rh- | sangvin cu nou-
A Rh- anti-D B Rh+ ORh- | nascutul sau
B Rh- anti-D A Rh+ ORh- AB

Tn incompatibilitatea feto-matema dupa Ag eritrocitare ale altor sisteme clinic
importante selectia individuala a sangelui se efectueaza printre mostrele care nu contin
Ag fata de care au fost depistati Ac cu impact cauzativ n aparitia maladiei si care vor
lua Tn consideratie compatibilitatea materna dupa sistemul ABO.

Daca este imposibila recoltarea sangelui matern pentru cercetarile imu-
nohematologice, atunci screening-ul si identificarea Ac anti-Ag eritrocitare se
efectueaza in serul nou-nascutului. La suspectia MHNN concomitent se cerceteaza si
eluatul obtinut de pe eritrocitele nou-nascutului. Testarea Ac se efectueaza prin
intermediul testului antiglobulinic.
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Capitolul 17. Biosecuritatea si biosiguranta in laboratorul

imunohematologic

Conceptul de biosecuritate prezinta cerintele minime pentru laboratoare clasificate
pe toate nivelele de biosiguranta, care se refera la clasele de risc 1-4. Desi unele
precautii pentru grupul de risc 1 pot parea mai putin justificate, se recomanda aplicarea
lor cu scopul Tnsusirii si promovarii practicilor corecte de laborator. Toate laboratoarele
medicale (de sanatate public, de diagnostic clinic,imunohematologice , etc) trebuie
concepute conform unui nivel de biosiguranta 2 sau peste. Deoarece nici un laborator nu
are un control complet asupra probelor pe care le primeste, personalul din laborator
poate fi expus la microorganisme din grupuri de risc superioare celor anticipate. Aceasta
posibilitate trebuie luata in considerare cand se elaboreaza planurile si politicile de
biosiguranta. De regula, precautiile standard trebuie adoptate si aplicate intotdeauna
tinind cont de premisele internationale si nationale. Regulile pentru laboratoarele de
baza (nivel de biosiguranta 1 si 2), inclusive cele imunohematologice trebuie sa fie
cuprinzatoare si detaliate.

Codul de biosiguransa

Acest cod este o lista a celor mai importante practici si proceduri de laborator care
stau la baza practicilor microbiologice corecte (good microbiological techniques =
GMT). Tn multe laboratoare si programe nationale in care acestea participa, acest cod se
poate utiliza pentru elaborarea de reguli si proceduri scrise pentru efectuarea in
siguranta a operatiunilor in laborator. Fiecare laborator trebuie sa adopte o politica de
siguranta sau de operatiuni care sa identifice pericolele cunoscute sau potentiale, precum
si procedurile si practicile specifice pentru eliminarea sau reducerea la minimum a
acestor pericole. GMT sunt fundamentale pentru siguranta activitatilor de
laborator.Echipamentul special de laborator este un element suplimentar,care nu va
putea Tnsa niciodata sa Tnlocuiasca aplicarea procedurilor corecte.
Accesul n laboratorul
imunohematologic
Sigla internationala de avertizare si inscriptia
«Pericol biologic» (Figura 15) trebuie sa fie

afisate pe usile Tncaperilor unde sunt
manipulate materialele potential infectate;

S

D %

Numai persoanele autorizate vor fi lisate si PERICOL BIOLOGIC
intre Tn Zonele de Iucru ale Iaboratorului- ACCESLL PERMIS NUMAI PERSDOR ALLILLI ALITORLZ AT

! Plivsl de binsigurantd o
Usile laboratorului trebuie sa stea inchise; BCEpal bl

In caz de urg=nta =l=fuaali ...

Copiii nu trebuie lasati sa intre in zonele de e

Autarizarsa paniru asces se abltine
Iucru ale IaboratoruluL de la responsabilul nominalizat mai eus
Accesul In laborator trebuie sa se faca pe baza
unet autorizatlr; Figura 15. Sigla de pericol biologic
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Caracteristicile laboratorului imunohematologic

Laboratorul trebuie sa dispuna un spatiu suficient pentru desfasurarea in siguranta
a muncii de laborator si pentru curatenie si intretinere. Peretii, tavanele si pavimentele
trebuie sa fie netede, usor de curatat, impermeabile la lichide si rezistente la substantele
chimice si dezinfectantele folosite uzual Tn laborator. Pavimentele nu trebuie sa fie
alunecoase. Suprafata meselor de lucru trebuie sa fie impermeabila la apa, rezistenta la
dezinfectante, acizi, baze, solventi organici si la caldura. lluminatul trebuie sa fie
adecvat pentru desfasurarea tuturor activitatilor. Reflexiile si stralucirile nedorite trebuie
evitate. Mobilierul de laborator trebuie sa fie rezistent.Spatiile deschise intre si sub
mese,echipamentul trebuie sa fie accesibile pentru curatenie. Trebuie prevazute spatii de
depozitare adecvata a materialelor de folosinta imediata, prevenind astfel aglomerarea
acestora pe mesele de lucru si in spatiile libere dintre acestea. Depozitarea pe termen
lung a unor material se va efectua Tn spatii respective, localizate corespunzator in afara
zonelor de lucru. Sunt necesare spatii si facilitati adecvate pentru manipularea si
depozitarea n siguranta a solventilor,dezinfectantilor, etc.. Spatiile pentru pastrarea
Tmbracamintii si Tncaltamintei de strada, a obiectelor personale si pentru pastrarea
alimentelor trebuie asigurate n afara zonelor de lucru. Chiuvete cu apa curenta pentru
spalarea mainilor trebuie sa existe in fiecare incapere a laboratorului, preferabil langa
usa de iesire. Usile trebuie sa aiba geamuri sau vizoare, sa fie conforme cu normele de
protectie contra incendiilor si, de preferat, sa se inchida singure. Sistemele de securitate
trebuie sa cuprinda protectia Tmpotriva incendiilor, urgentelor electrice, sa prevada
dusuri de urgenta si facilitati pentru spalarea ochilor. Trebuie sa existe zone de prim
ajutor echipate adecvat si accesibile. La proiectarea de facilitati noi, trebuie luata n
considerare asigurarea de sisteme mecanice de ventilatie, care sa asigure un flux de aer
directionat spre interior, fara recirculare. Daca nu exista ventilatie mecanica, ferestrele
trebuie sa se poata deschide si trebuie prevazute cu plase Tmpotriva patrunderii
insectelor. Aprovizionarea cu apa curenta de buna calitate este esentiala. Nu trebuie sa
existe interconectari ale surselor de apa ale laboratorului cu cele de aprovizionare cu apa
potabila. Un dispozitiv anti-reflux trebuie sa protejeze sistemul public de aprovizionare
cu apa. Este necesar sa existe o sursa sigura si adecvata de curent electric si un sistem de
iluminare pentru situatiile de urgenta care sa faciliteze iesirea din laborator. Un
generator de rezerva este de dorit pentru sustinerea echipamentelor esentiale (frigidere,
congelatoare, incubatoare, etc.). Trebuie avute in vedere securitatea fizica si impotriva
incediilor. Usile solide, ferestrele protejate si eliberarea controlata a cheilor de acces
sunt obligatorii. Planul de evacuare a personalului de laborator va fi afisat pe perete la
un loc vizibil, iar alaturi vor fi afisate telefoanele de contact al directorului institutiei,
sefului de laborator imunohematologic, inginerului sef, pompierilor, serviciul de urgenta
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medical, electricitatte si api. 1Tn laborator trebuie pastrati curatenia = si
ordinea, eliminandu-se toate materialele care nu sunt necesare pentru munca desfasurata
in laborator. Suprafetele de lucru trebuie decontaminate dupa fiecare varsare de
materiale potential periculoase precum si la sfarsitul zilei de lucru. Toate materialele
potential infectate, trebuie decontaminate Tnainte de a fi indepartate sau curatate pentru
refolosire. Ambalarea si transportul trebuie sa respecte reglementarile nationale si/sau
internationale in vigoare.

Managementul biosigurangei

Seful de laborator (persoana care poarta Tn mod direct responsabilitatea
biosecuritatii) are obligatia sa asigure elaborarea si adoptarea unui plan de management
al biosigurantei si ale unei politici de siguranta si operatiuni. Responsabilul de acest
compartiment, trebuie sa asigure instruirea periodica a personalului laboratorului in
domeniul sigurantei. Acesta trebuie avertizat asupra pericolelor posibile si are obligatia
sa citeasca politica de siguranta si operatiuni si sa respecte procedurile si practicile
standard. Responsabilul laboratorului trebuie sa se asigure ca toti membrii
personalului au Tnsusit aceste reguli. O copie a politicii de siguranta si operatiuni trebuie
sa existe permanent in laborator pentru a putea fi consultata inh orice moment. Trebuie sa
existe un program de dezinfectie si dezinsectie. Tn caz de necesitate, pentru toti membrii
personalului, se realizeaza o evaluare medicala adecvata, supraveghere si tratament, si
trebuie tinute evidente medicale adecvate.

Pentru protectia individuala a persoanlului este necesara asigurarea acestuia cu
salopete de laborator, halatele care trebuie folosite pe parcursul lucrului in laborator.
Manusi corespunzatoare de protectie trebuie purtate in timpul tuturor procedurilor care
pot implica contactul direct sau accidental cu sange, cu alte umori sau fluide ale
organismului, cu alte materiale potential infectioase. Dupa utilizare, manusile se scot
aseptic si se spala mainile. Personalul trebuie sa se spele pe maini dupa manipularea
materialelor potential infectioase si inainte de parasirea zonei de lucru a laboratorului.

Ochelarii de protectie, ecranele de protectie faciala sau alte dispozitive de protectie
trebuie purtate ori de cate ori este necesara protectia ochilor si a fetei de stropi, obiecte.
Este interzisa purtarea imbracamintei protectoare de laborator in afara laboratorului, de
exemplu in cantine, camere de oficiu, WC, etc. Tncaltamintea decupata Tn partea din
fata (sandale) este improprie purtarii n laborator. Consumul de alimente, lichide,
machiajul si manipularea lentilelor de contact sunt interzise in zonele de lucru ale
laboratorului. Depozitarea de alimente sau bauturi oriunde in zona de lucru a
laboratorului este interzisi. Tmbracamintea si incaltimintea de protectie ce a fost
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utilizata n laborator nu trebuie sa fie depozitata in aceleasi dulapuri cu imbracamintea si
incaltamintea de strada.

Autoritatea angajatoare, prin seful de laborator, este responsabila de asigurarea unei
supravegheri adecvate a starii de sanatate a personalului laboratorului. Obiectivul
acestei supravegheri este monitorizarea starii de sanatate in relatie cu factorul
ocupational.

Activitatilecetrebuiedesfasuratepentru indeplinirea acestor obiective sunt:

e Imunizarea activa si pasiva ori de cate ori acest lucru este indicat.

o Facilitarea depistarii precoce a infectiilor dobandite in laborator.

e Excluderea indivizilor cu susceptibilitate crescuta, ca de exemplu femeile
insarcinate sau persoanele imunodeprimate, din locurile sau activitatile de
laborator cu periculozitate crescuta.

e Asigurarea personalului cu echipamente de protectie si proceduri eficace.

e Se recomanda raportarea prompta a starilor de boala sau a accidentelor de
laborator, iar intreg personalul trebuie sa fie constient de importanta respectarii
practicilor corecte.

e Pentru personalul de laborator care manipuleaza cu material potential infectate la
nivel de biosiguranta 2, este necesar un control medical Tnainte de angajare,
inregistrarea antecedentelor personale medicale si evaluarea starii de sanatate in
relatia cu factorul ocupational.

e TInregistrarile privind imbolnavirile si absentele ar trebui pastrate de catre seful
laboratorului.

o Femeile de varsta fertila ar trebui informate cu privire la riscul expunerii fatului
prin  factor  ocupational la  anumite  microorganisme  (ex.virusul
rubeolic).Precautiile pentru protejarea fatului variaza 1n functie de
microorganismele la care pot fi expuse viitoarele mame.

Erorile umane si tehnica deficitara pot compromite si cele mai bune reguli si
bariere de siguranta menite a proteja personalul laboratorului. Pe de alta parte, un
personal constient de exigentele impuse de regulile de siguranta, bine informat pentru
recunoasterea si stapanirea pericolelor din laborator, este cheia prevenirii producerii
acestor infectii, a incidentelor si accidentelor. Tn acest scop, instruirea continua la locul
de munca privind masurile de siguranta este esentiala. Un program eficace de siguranta
Tncepe cu conducerea laboratorului, care trebuie sa se asigure ca practicile si procedurile
de siguranta sunt integrate in instruirea de baza a salariatilor. Instructajul in ceea ce
priveste masurile de siguranta trebuie sa fie parte integranta a instruirii noilor salariati
din laborator. Salariatilor trebuie sa li se prezinte codul de practici si reglementarile
locale, inclusiv manualul de siguranta si de operatiuni. Se vor lua masuri care sa
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demonstreze ca salariatii le-au citit si inteles, spre exemplu, prin semnatura.
Responsabilii laboratorului joaca un rol cheie Tn pregatirea personalului in ceea ce
priveste tehnicile corecte de laborator. Responsabilul de biosiguranta poate sa sprijine
procesul de instruire prin punerea la dispozitie a unei documentatii specifice si a altor
mijloace ajutatoare.

Instruirea personalului ar trebui sa cuprinda Tintotdeauna informatii despre
metodele sigure in cazul procedurilor cu risc de infectare, cu care intreg personalul
laboratorului se ntalneste in mod curent si care implica :
1.Riscul de infectare, la deschiderea recipientelor ce contin probe de sange/ser,
centrifugari.
2.Manipularea sangelui si a altor produse potential periculoase.
3.Decontaminarea si eliminarea materialelor potential infectioase.

Manipularea in sigurnata a probelor sangvine include recoltarea, transportarea si
prelucrarea respectiva a mostrelor. Probele vor fi colectate in dispositive din sticla sau
plastic (preferabil). Ele trebuie sa asigure integritatea materialului colectat, fara
scurgeri. Acestea vor fi etichetate pentru identificare si insotite de documentele necesare
amplasate separate ntr-un ambalaj impermiabil. La transportul probelor se va evita
scurgerea accidental a materialelor prin utilizarea containerelor secundare, amplasarea
corecta a dispozitivelor. Primirea probelor se efectueaza intr-un spatiu special destinat
sau intr-o Tncapere destinata acestui scop la un numar mare de probe. Personalul care
receptioneaza mostrele trebuie sa fie precaut pentru evitarea infectarii in special in cazul
spargeii recipientului. Cioburile de sticla se Tnlatura cu o penseta intr-un vas cu solutie
dezinfectanta, iar locul varsarii singelui prelucrat cu solutii dezinfectante.

Separarea serului trebuie efectuata prin utilizarea dispozitivelor respective
(manusi, pipete, ochelari pentru protectia ochilor, etc.). Este interzisa pipetarea cu gura.
Virfurile utilizate vor fi colectate intr-un vas cu solutie dezinfectanta, iar eprubetele cu
cheagul restant vor fi instalate ntr-un container pentru autoclavare si incinerare.
Dezinfectantele vor fi utilizate si pentru prelucrarea locurilor in cazul lichidelor varsate.
Solutiile dezinfectate folosite trebuie sa fie aprobate la nivelul institutiei. La
centrifugarea mostrelor se vca tine cont de instructiunile producatorului, de echilibrarea
tuburilor, de respectarea regimului de curatare si dezinfectare a echipamentului.
Manipularea degeurilor

Se considera deseuri toate materialele care se elimini. Tn laboratoare, de
desfasurarea activitatii cotidiene, decontaminarea deseurilor si eliminarea finala a
acestora sunt strans legate. Un numar foarte mic de materiale contaminate necesita
Tndepartarea efectiva din laborator sau distrugerea. Majoritatea sticlariei, instrumentelor
si articolelor de Tmbracaminte sunt refolosite sau reciclate.
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Principiul general ce trebuie sa functioneze este ca toate materialele potential
infectioase vor fi decontaminate, autoclavate sau incinerate in laborator.

Autoclavarea cu abur este metoda de electie pentru toate procesele de
decontaminare. Materialele care urmeaza sa fie decontaminate si eliminate vor fi puse in
containere adecvate (ex. saci din plastic autoclavabil, cu coduri de culori care indica
destinatia continutului acestora pentru autoclavare si/sau incinerare).Pot fi luate n
consideratie si metode alternative doar daca acestea indeparteaza si/sau omoara
microorganismele.

Trebuie adoptat un sistem de identificare si de separare a materialelor infectioase
si a containerelor respective. Vor fi obligatoriu respectate reglementarile nationale si
internationale Tn domeniu. Categoriile care se includ sunt urmatoarele:

1.Deseurile necontaminate (neinfectioase) care pot fi refolosite, reciclate sau eliminate ca
deseuri generale sau menajere

2.0biectele ascutite (taietoare-intepatoare) contaminate (ex. ace hipodermice, bisturie,
cutite si cioburi de sticld); acestea vor fi intotdeauna colectate in containere rezistente
la Tntepare-taiere,prevazute cu capace si vor fi tratate ca infectioase.

3.Materialul contaminat destinat decontaminarii prin autoclavare urmata de spalare si
refolosire sau reciclare.

4.Materialul contaminat destinat autoclavarii si eliminarii.

5.Materialul contaminat destinat incinerarii directe.

Containerele pentru obiectele ascutite (taietoare-intepatoare) trebuie sa fie
rezistente la intepare- taiere si nu trebuie umplute la capacitatea maxima. Cand sunt
umplute pe 3%, aceste containere trebuie plasate Tn containere pentru «deseuri
infectioase» si incinerate, cu autoclavare prealabila daca practica laboratorului o
necesita. Containerele pentru obiecte taietoare-intepatoare nu trebuie aruncate in mediul
inconjurator.

Se interzice curatarea prealabila a oricarui material contaminat (potential
infectios) destinat autoclavarii si refolosirii. Orice curatare sau reparatie trebuie facuta
doar dupa autoclavare sau dezinfectie.

Toate materialele contaminate (potential infectioase) trebuie autoclavate n
containere etanse, de exemplu saci de plastic autoclavabil, colorati conform unuicod de
culori, Tnainte de a fi eliminate. Dupa autoclavare, materialul poate fi plasat in
containere de transfer catre incinerator. Daca este posibil, materialele rezultate din
activitatile de asistenta medicala nu trebuie eliminate in mediul extern, la rampele de
depozitare a deseurilor, nici dupa decontaminare. Daca exista un incinerator disponibil
la nivelul laboratorului, autoclavarea se poate omite: deseurile contaminate trebuie
plasate in containere speciale (de exemplu, saci cu culori corespunzatoare unui cod) si
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transportate direct la incinerator. Containerele de transfer refolosibile trebuie sa nu
prezinte scurgeri si sa aiba capace etanse. Recipiente de colectare, preferabil incasabile,
trebuie plasate la fiecare punct de lucru. Céand se foloseste un dezinfectant, deseurile
materiale trebuie sa raména in contact direct cu acesta (ex. neprotejate de bule de aer)
un interval de timp corespunzator, in conformitate cu instructiunile de folosire a
dezinfectantului utilizat . Containerele de colectare si transport vor fi decontaminate si
spalate Tnainte de refolosire.

Incinerarea deseurilor contaminate trebuie sa se faca in conformitate cu
prevederile autoritatilor de sanatate publica si de protectie a mediului, ca si cu normele
de biosiguranta din laborator.

Siguranga chimica, incendiara, electrica si a echipamentelor

O Dbresa/discontinuitate n sistemul de securizare al microorganismelor patogene
poate fi rezultatul indirect al unor accidente chimice, incendii, accidente electrice.

Este esentiala mentinerea unor standarde ridicate de siguranta in aceste domenii,
in orice laborator. Reguli si regulamente de functionare pentru toate aceste domenii
trebuie elaborate de autoritatea nationala sau locala competenta, al carei sprijin trebuie
solicitat Tn caz de necesitate. Astfel activitatea responsabilului de biosiguranta trebuie sa
includa:

e Consultanta tehnica privind biosiguranta si biosecuritatea;

e Efectuarea auditului intern periodic in acest domeniu avind ca obiect metodele,
procedurile de lucru, materialele si echipamentul utilizat;

e Asigurarea unui program de instruire continua n domeniul biosigurantei cu
verificarea cunostintelor tuturor colaboratorilor laboratorului;

e Asigurarea gestionarii corecte a deseurilor;

e Investigarea cauzelor accidentelor la toate etapele de prelucrare a materialelor
potential infectioase si informarea directorului institutiei asupra masurilor
intreprinse;

o Realizarea procedeelor de interventie in cazurile de accidente la toate etapele de
prelucrare a materialelor potential infectioase;

e Controlul permanent al respectarii biosigurantei si biosecuritatii de catre
colaboratorii laboratorului;

In acest context, precautiile de biosecuritate trebuie si devind parte integranta a
activitatii de rutina a laboratorului.
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