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Descriere:

Inventia se refera la domeniul medicinei clinice si este destinata sporirii eficientei examinarii bolnavilor.

Determinarea factorului reumatoid reprezinta o caracteristicd diagnostica importanta a artritei reumatoide. Este cunoscuta metoda
de depistare a acestui factor, bazatd pe capacitatea factorului reumatoid sa reactioneze cu fragmentul Fc al imunoglobulinei de iepure
din clasa G, metoda fiind numitd Vaaler-Rose. Esenta metodei consta in tratarea eritrocitelor native de berbec cu ser antieritrocitar de
iepure intr-o dozi de subaglutinare. De obicei pentru aceasta se foloseste ser hemolitic [1]. in acest caz anticorpii antieritrocitari ai
imunoglobulinei din clasa G reactioneaza cu antigen eritrocitar prin intermediul fragmentului sau Fab, modificind conformatia sa
spatiald astfel, incat in fragmentul Fc se deschide un receptor pentru factorul reumatoid, care a fost anterior inaccesibil. Prezenta
reactie este una din cele mai specifice metode de determinare a factorului reumatoid.

Aditional, antigenul de diagnostic Vaaler-Rose prezinta un sir de dezavantaje esentiale, limitdnd domeniul de utilizare a acestuia
in laboratoarele clinice. Dezavantajele sunt urmatoarele:

1) Utilizarea eritrocitelor native de berbec, fapt care necesitd o intretinere speciald a animalului, respectarea regulilor de asepsie
in procesul prelevarii sangelui si pastrarii lui la etapa de pregatire pentru obtinerea antigenului de diagnostic. Antigenul de diagnostic
obtinut nu este durabil si se pastreaza cel mult 24 ore.

2) Disocierea complexurilor receptor-anticorp nefixate si spalarea cu timpul a anticorpilor antieritrocitari in spatiul intercelular,
chiar daca este posibila pastrarea indelungatd a eritrocitelor native. Acest fapt conduce la reducerea esentiala a sensibilitatii
antigenului de diagnostic.

3) In metodica originala nu se inlaturd serul hemolitic de iepure de pe eritrocitele supuse sensibilizirii. in acest caz in solutie se
pastreaza complexurile imune existente in ser, imunoglobulinele si agregatele lor, nefixate de eritrocite. Aceste componente sunt
susceptibile ele insusi sa intre in reactie cu factorul reumatoid, sa-1 fixeze si, drept consecinta, sa reduca sensibilitatea metodei.

4) Polimorfismul larg al componentelor factorului reumatoid. In acest caz sunt prezente astfel de variante ale acestuia care,
nereactionand cu fragmentul Fc al imunoglobulinelor de iepure, simultan intrd in reactie cu gamaglobulina umana agregata, fapt care
reduce sensibilitatea antigenului de diagnostic Vaaler-Rose.

5) Necesitatea incalzirii serului inainte de a stabili reactia, pentru inactivarea complementului §i prevenirea lizei imune a
eritrocitelor native.

Problema inventiei constd in marirea termenelor de pastrare, sporirea sensibilitatii si simplificarea utilizarii antigenului de
diagnostic pentru determinarea factorului reumatoid.

Problema mentionata se rezolva prin substituirea eritrocitelor native de berbec cu eritrocite conservate in formalina de 0,5-1,0%,
avand o durata mai mare de pastrare, tratarea acestor eritrocite cu un agent bifunctional, sensibilizarea ulterioard cu un amestec,
contindnd ser hemolitic si gamaglobulind umana agregata si inlaturarea prin intermediul tamponului fosfatic-salin a componentelor
nefixate.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea sensibilitatii antigenului de diagnostic i marirea termenelor de pastrare.

Conservarea eritrocitelor in solutii de formalina, fixarea biomoleculelor pe suprafatd prin tratare prealabild cu agenti
bifunctionali, inlaturarea factorilor concurenti din mediul intercelular, toate aceste metode sunt cunoscute, insd aplicarea lor in sco-
pul obtinerii antigenului de diagnostic pentru factorul reumatoid se sugereaza pentru prima data.

Pentru prima data se recomanda efectuarea sensibilizarii unor si acelorasi eritrocite simultan cu anticorpi antieritrocitari de iepure
si cu gamaglobulind umana agregata.

Alegand metoda de conservare a eritrocitelor pentru antigenul de diagnostic recomandat, este deosebit de importanta durata de
mentinere a activitatii serologice a determinantilor antigenici ai membranelor eritrocitare cu care intra in reactie anticorpii
antieritrocitari. In cazul distrugerii determinantilor in cauzi se micsoreaza numirul anticorpilor antieritrocitari fixati si, drept
consecinta, se reduce sensibilitatea reactiei. Cea mai simpla, sigurd, accesibild si avantajoasd metoda este metoda de conservare a
eritrocitelor in solutii neutre de formalind. Concentratia minima preferentiald de formalind constituie 0,5-1,0%, deoarece daca
continutul de formalina este mai scazut, nu se realizeaza efectul de conservare, iar dacd continutul de formalina este mai inalt, se
produce inactivarea exteroreceptorilor. Modul de determinare a concentratiei necesare de formalind este urmatorul. Cateva portii
egale de eritrocite native de berbec curitate se conserva in formalind cu concentratii variate. In urma conservarii eritrocitele obtinute
se supun testarii pentru determinarea termenului de mentinere a activitatii serologice in reactia de hemaglutinare (RHA) cu serul
hemolitic de iepure contra eritrocitelor de berbec.

Astfel, in cazul concentratiei de 0,5-1,0% a formalinei se pastreaza completamente activitatea serologicd a eritrocitelor
conservate si in investigatiile ulterioare se utilizeaza anume aceste preparate.

In scopul rezolvirii problemei in vederea disociatiei anticorpilor antieritrocitari din complexurile eritrocit-anticorp si, respectiv,
in vederea maririi termenului de valabilitate a antigenului de diagnostic finit, este necesara elaborarea unei metode de fixare a acestor
anticorpi pe suprafata eritrocitelor. Concomitent, aceasta rezolvd problema privind fixarea gamaglobulinei umane agregate cu
suprafata eritrocitelor in cauza, si mareste termenul de pastrare a eritrocitelor propriu zise pe baza stabilizarii aditionale a proteinelor
cu membrana ale lor. Cele mai simple sunt metodele cu folosirea agentilor bifunctionali. Existd doua variante de fixare a proteinelor
pe purtitor prin intermediul agentilor bifunctionali, ele fiind urmatoarele: monostadiala si bistadiald. In metoda monostadial se
amesteca impreund eritrocite, un agent bifunctional si un amestec de proteine. Insi in acest caz proteinele reactioneaza si intre ele,
fapt care conduce la formarea complexurilor variate §i, ceea ce este foarte important, reduce activitatea de anticorpi a
imunoglobulinelor. Drept consecintd, este preferabild varianta bistadiald care prevede, mai intai, tratarea eritrocitelor, inlaturarea
surplusului agentului bifunctional, iar apoi, in scopul fixarii, introducerea proteinelor.

in calitate de agent bifunctional de fixare se examineaza solutiile apoase de aldehida glutarici (AGL) cu concentratii variate. In
acest caz este necesar de ales o astfel de concentratie maxima a aldehidei glutarice, care sa asigure aglutinarea maxima a anticorpilor
si, concomitent, sa nu provoace hemaglutinarea spontana a eritrocitelor, adica o concentratie de subaglutinare. Aceasta se obtine prin
tratarea eritrocitelor de berbec cu solutii apoase de aldehida glutarica cu concentratii variate, timp de 30 min., la temperatura de 4°C.
Dupa o spilare dubla eritrocitele se dilueaza cu o solutie fiziologicd pana la obtinerea concentratiei de 0,5%, se introduc in godeurile
platoului titratorului Taccacci, unde se examineazad caracterul precipitatului eritrocitar depus. Pentru fiecare serie concreta de
eritrocite este necesara o selectare individuala a concentratiei.

in scopul excluderii reactiei dintre proteinele si anticorpii serului, eritrocitele mai intii se supun tratirii, dupa care ele se curiti
de aldehida glutarica nefixatd, si apoi se supun tratarii cu un amestec de ser hemolitic, luat intr-o dozd de subaglutinare, si
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gamaglobulini umani agregati (concentratia este selectatd individual pentru fiecare serie de eritrocite si gamaglobulini). in urma
incubdrii timp de 30 minute la temperatura de 4°C, fiind permanent amestecate, eritrocitele sensibilizate se supun repetat curdtarii
duble intr-un tampon fosfatic-salin cu pH-ul 7,4 si se trec repetat in suspensie pana la concentratia de 0,5% intr-o solutie de 0,25%
de albumina serica de taur cu azotura de sodiu si mertiolat.

Activitatea preparatelor obtinute se verifica prin intermediul serurilor contra globulinelor de iepure si umane si reactivului
specific asupra fragmentului Fc al imunoglobulinelor din clasa G- stafilococic- agentului, contindnd proteina A produsa la Institutul
Paster din Sankt-Petersburg. In scopul comparirii se realizeazi reactia cu antigenul de diagnostic obtinut prin metoda clasica.

Concentratia de 0,3% a aldehidei glutarice s-a dovedit a fi optima pentru eritrocitele in cauza, asigurand cea mai inalta
sensibilitate la testarea prin trei metode si evitdnd provocarea aglutinarii lor spontane.

Reactia de aglutinare a antigenului de diagnostic neprelucrat cu aldehida glutaricd, contindnd ser antiuman, se caracterizeaza prin
caracterul sau specific insuficient de inalt, fapt care provoaca reactii incrucisate cu imunoglobulinele de iepure.

In continuare se examineazi influenta tratirii prealabile a eritrocitelor de berbec cu aldehidd glutaricd asupra termenulul de
valabilitate a antigenului de diagnostic obtinut. Ea se apreciaza conform disocierii anticorpilor antieritrocitari de pe suprafata
eritrocitelor si se determind conform titrului reactiei de hemaglutinare cu serul contra globulinelor de iepure, globulinelor umane,
agentul stafilococic, contindnd proteina A si serul bolnavului, avand un rezultat pozitiv in reactia clasicd Vaaler-Rose, si conform
latex-testului. Reactia se realizeazad cu un interval saptdmanal prin metoda traditionala cu antigenul de diagnostic obtinut conform
inventiei si cu antigenul de diagnostic obtinut prin metoda clasica.

in fine, s-a constatat ci antigenul de diagnostic obtinut prin metoda clasica devine nevalabil deja peste doud saptimani, din cauza
hemolizei eritrocitelor ce se produce. Antigenul de diagnostic, conform inventiei, in care anticorpii si gamaglobulina umana agregata
sunt fixate de aldehida glutarica, isi mentine activitatea timp de 12 saptamani de observare. Peste 16 saptdmani titrul antigenului de
diagnostic incepe sa scadad. Astfel termenul de valabilitate a antigenului de diagnostic, conform inventiei, depaseste considerabil
indicele analogic din cel mai apropiat analog.

Antigenul de diagnostic, conform inventiei, depaseste analogul cel mai apropiat si in ce priveste sensibilitatea. Astfel titrul
reactiei cu serul bolnavului N., suferind de reumatism si avand la testarea preliminarad prin reactia de latex-aglutinare titrul 1:1280,
constituie cu antigenul de diagnostic, conform inventiei, 1:1024, iar cu cel mai apropiat analog - doar 1:256. Acest caz reprezintd un
exemplu elocvent al polimorfismului factorului reumatoid. Prezentul factor la bolnavul examinat este orientat, in cea mai mare
masura, contra gamaglobulinei umane, fapt care explica titrul inalt al latex-testului, si, in cea mai mica masurd, contra fragmentului
Fc al imunoglobulinei G de iepure, fapt care explica titrul scazut al antigenului de diagnostic obtinut prin metoda clasica Vaaler-
Rose. Titrul inalt al antigenului de diagnostic, conform inventiei, se explica prin fixarea factorului reumatoid cu gamaglobulina
umand, care intra in componenta antigenului de diagnostic. Exemplul expus confirmd aditional importanta testdrii simultane a
factorului reumatoid prin intermediul imunoglobulinei din clasa G de provenienta variata si diverse stari conformationale, fapt care
se realizeaza prin utilizarea antigenului de diagnostic prezentat.

Antigenul de diagnostic elaborat a fost supus liofilizarii. S-a constatat ca termenul de valabilitate a antigenului in stare liofilizata
dureaza timp de un an (termenul de observare).

14 seruri ale bolnavilor reumatici. Rezultatele sunt prezentate in tabel.

Tabel
Analizele comparative ale serurilor bolnavilor reumatici cu antigen de diagnostic variat
pentru factorul reumatoid

Nr. de or- Nr. 1:Titrul in latex- 1:Titrul antigenu- 1:Titrul

dine serului test lui de diagnostic pro- | Vaaler-Rose
pus

1 2 1280 512 512

2 4 160 256 256

3 7 160 256 128

4 8 1280 1024 256

5 9 640 128 256

6 10 1280 512 128

7 85 320 256 64

8 86 64 64 16

9 88 640 512 128

10 12 640 256 64

11 13 320 256 32

12 14 64 64 8

13 66 16 128 64

14 101 8 256 128

Conform tabelului, sensibilitatea latex-testului si antigenului de diagnostic recomandat practic sunt identice si nu depasesc
limitele unei diludri (eroarea acestei metode). Concomitent, in douad cazuri latex-testul are un rezultat negativ, iar antigenul de
diagnostic recomandat si cel mai apropiat analog produc o reactie pozitiva. In acest caz s-a manifestat factorul reumatoid orientat
spre fragmentul Fc al imunoglobulinei de iepure. Spre deosebire de cel mai apropiat analog, antigenul de diagnostic recomandat
reprezintd o sensibilitate considerabila.

De asemenea este important faptul ca antigenul de diagnostic recomandat face posibila simplificarea considerabila a realizarii
reactiei. In cazul utilizarii eritrocitelor native in cel mai apropiat analog este absolut necesard incilzirea serurilor examinate la
temperatura de 56°C timp de 30 min, pentru inactivarea complementului, in caz contrar se produce hemoliza eritrocitelor. n
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antigenul de diagnostic recomandat se utilizeaza eritrocite conservate, care nu se lizeaza astfel, si etapa indelungata de incélzire
devine inutila.

Aditional, in cel mai apropiat analog si metoda unificata de determinare a factorului reumatoid se utilizeazad macrovarianta in care
reactia se efectueaza in eprubete. Aceasta necesita o cantitate considerabila de reactivi si o perioada durabila (18 h) de supraveghere
a reactiei. S-a elaborat o metodica de realizare a microvariantei reactiei, utilizdnd titratorul Taccacci (v. exemplul 3). Aceasta face
posibila reducerea consumului de reactivi de 20 ori si a timpului de evidenta a rezultatelor reactiei de 10 ori.

Complexitatea cazurilor prezentate indica faptul ca, spre deosebire de cel mai apropiat analog, antigenul recomandat este mai
eficient. Aceasta se realizeaza prin urmatoarele.

1) Marirea considerabila a termenului de pastrare prin folosirea eritrocitelor conservate, fixarea ireversibila a anticorpilor
antieritrocitari si gamaglobulinei umane si posibilitatea de liofilizare a eritrocitelor formolate.
gamaglobulind umana agregata si inlaturarea din lichidul intercelular a anticorpilor nefixati, a complexurilor imune si a agregatelor
globulinice care pot sa inhibeze reactia.

3) Simplificarea efectuarii reactiei prin inlaturarea etapei de inactivare a complementului.

4) Reducerea considerabild a cantitatii reactivilor necesari si a timpului de evidentd a rezultatelor reactiei, folosind titratorul
Taccacci. Acest fapt conduce la sporirea calitatii, reducerea valorii investigatiilor clinice de laborator si la imbunatatirea asistentei
medicale.

Exemplul 1. Prepararea eritrocitelor de berbec conservate in formalina. 500 ml de sdnge de berbec se spala de trei ori in doi litri
de tampon fosfatic-salin 0,01M cu pH-ul 7,4 si se trec repetat in suspensie in acelasi tampon pana se obtine o suspensie de 16%. Se
adauga atent o solutie izotonica neutrd de formalind pand la obtinerea concentratiei lui finale de 1%. Se tine la macerat la temperatura
de 37°C, fiind amestecatd in primele 8 h. Peste 24 ore se obtin eritrocitele conservate finite, care se pastreaza in aceeasi solutie de
formalina la temperatura de 4°C timp de un an si jumatate. Eritrocitele obtinute si antigenul de diagnostic preparat ulterior pot fi
liofilizate intr-o umpluturd, continand o solutie de 5% de albumina serica de taur si zaharoza de 10%, fara a-si pierde caracteristicile.

Exemplul 2. Prepararea antigenului de diagnostic. 5 ml de suspensie de 16% eritrocitara formolata de berbec se spald de doua ori
in 10 ml de tampon fosfatic-salin si se trece repetat in suspensie in 5 ml din acelasi tampon. Se raceste pana la temperatura de 4°C si
se adaugd, amestecandu-se, 5 ml de aldehida glutarica rece de 0,3%, procesul fiind realizat intr-un tampon fosfatic-salin. Se supune
incubdrii timp de 30 min la temperatura de 4°C si se spald de doud ori in 10 1 de tampon fosfatic-salin.

Prin metoda standarda se stabileste diluarea de subaglutinare a serului hemolitic. Preparatul comercial de gamaglobulind umana
se incalzeste in prealabil intr-o baie de aburi, timp de 30 min la temperatura de 56°C, si se foloseste cu concentratia finald de 13
mg/ml. La 5 ml de eritrocite glutarizate se adaugd cu amestecare permanentd 5 ml de amestec, compus dintr-un ser hemolitic in
diluare de subaglutinare i gamaglobulind agregatd. Se supun incubdrii timp de o ord la temperatura de 37°C, fiind permanent
amestecate. Se spald de doua ori cu tampon fosfatic-salin si se trece repetat in suspensie pana la obtinerea concentratiei de 1% n 80
ml de solutie de 0,25% de albuminad serica de taur, procesul fiind realizat in tamponul fosfatic-salin, addugand azotura de sodiu si
mertiolat Intr-o concentratie de 1:1000.

Exemplul 3. Determinarea factorului reumatoid in serul bolnavului prin intermediul antigenului de diagnostic prezentat.
Dimineata pe nemancate din vena cubitala a bolnavului se preleveaza 1-2 ml de sange. Eprubeta se tine la macerat timp de 30 min la
temperatura de 37°C si timp de o ord la temperatura de 4°C, in scopul retractiei cheagului si obtinerii serului.

in godeurile platoului titratorului Taccacci, impreund cu cele din urma se introduce cate 25 pl de tampon fosfatic-salin. in
godeurile din primele randuri se introduce cate 25 pl din serurile examinate. Prin actiune dubla se efectueazi diluarea serurilor. in
fiecare godeu se introduce cate 25 pl de antigen de diagnostic §i se incubeaza timp de o ord la temperatura camerei. Pentru verificare
serveste godeul cu tampon fosfatic-salin. Rezultatele reactiei sunt evaluate conform sistemului standard de patru puncte, chiar daca in
procesul verificarii eritrocitele au un rezultat negativ precis, adica se depun in forma de punct.

Examinarea a 44 de seruri obtinute de la persoane practic sanatoase demonstreaza ca titrele reactiei la oameni sénatosi constituie
de la 1:2 pana la 1:34. Titrele mai inalte se considera rezultate pozitive.



