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LA DOZAREA CANTITATIVA A IMUNOGLOBULINELOR SERICE

dr. A. Cojocaru, A. Schiopu, N. Voloc

Progresele recente realizate in metodologia studiului proteinelor plas-
matice inclusiv al imunoglobulinelor se datoresc aplicdrii consecvente a
metodelor fizico-chimice §i matematice de analizid in cercetarea biolo-
gica.

Dozarea proteinelor plasmatice (2, 4, 6, 8) inclusiv a imunoglobuli-
nelor prin imunodifuziune se face prin trei procedee: a) difuziune simpla
descrisi de Oudin (11), b) dubla difuziune dupi Outchterlony (10) si c)
imunodifuziunea radiald simpld introdusi in 1965 independent de Man-
cini, Carbonara si Heremans (7) si respectiv de catre Fahey si McKelvey
(3) — testul de imunodifuziune radiala directa.

Determinarea cantitativi a Ig serice umane cu procedeul imunodi-
fuziunii radiale comporti pentru laboratoarele nespecializate dificultati
datorita serurilor etalon care diferd de la un laborator la altul, conditii-
lor eterogene de executie tehnica si exprimarii in unitati de masura di-
ferite a rezultatelor.

Intrucit etalonul de referinti international OMS nu este accesibil
majoritatii laboratoarelor din tari, in lucrarea de fa{d ne-am pus proble-
ma obtinerii unui ser standard propriu, testarii acestuia, verificarii acu-

ratetei tehnicii de determinare in conditiile date si a ameliorarii proce-
deului de calcul.

Material §i metodd

Cercetarile au fost efectuate pe 135 donatori de singe sanitosi, re-
partizati in 3 loturi, cu metoda clasici Mancini cu unele adaptari pro-
prii, rezultatele fiind prelucrate cu un computer Olivetti. S-au utilizat
imunoplaci cu @ de 52 mm, in care s-a turnat agarul Noble-Difco 1,25 %
?n tampon veronal’medinal/Tris la pH 8,6 # = 0,05 in cantitate de 3 ml/
imunoplaca. Antiserurile specifice au fost in prealabil incluse in agar in
cantitati definite pentru aceeasi imunoplaci, respectiv acelasi lot inves-
tigat. Cu micropipeta Partigen s-a pipetat in godeuri al ciror diametru
era de 2,4 mm cite 3 «l de ser.

Pentru testarea I1gG, serurile (standard si de cercetat) se dilueazd
1/10, pentru dozarea IgA si IgM se utilizeazi ser integral. Ca reactanti
imunitari s-au folosit serurile imune monospecifice anti-IgA, anti-IgG si
anti-IgM livrate de Institutul Cantacuzino, serul uman standard preparat
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de noi prin amestecul in cantitdti egale al serurilor de donatori, serul
standard Behring precum si serurile individuale ale persoanelor testate.
Atit serul standard cit si serurile de cercetat au fost introduse in godeu-
rile aceleiasi imunoplici. Dupd 50 de ore pentru IgA si IgG, respectiv
dupi 72 de ore pentru IgM se citesc prin proiectie si separat cu rigla
Partigen diametrele discurilor de precipitare. Datele obtinute sint prelu-
crate statistic utilizindu-se testul ,t“ al lui Student.

Rezultate si discufii

Procedeul descris de Mancini si colab. pe care l-am aplicat in labo-
ratorul nostru se bazeaza in principiu pe relatia dintre suprafata inelului
de precipitare si timpul de difuziune — mairimea suprafetei fiind depen-
dentd de radicina patrati a timpului.

Particularitatea caracteristici a acestui procedeu rezidi in faptul ca
unul din reacfantii imunitari difuzeazd radial in gelul care incorporeaza
celdlalt reactant. Se produce astfel de la inceputul difuziunii antigenului,
introdus in godeu, un complex antigen-anticorp care se solubilizeazj,
reactia decurgind in zona excesului de antigen, atingindu-se ulterior dupi
un timp suficient in zona de echivalent{i punctul final al difuziunii.

In acest moment, suprafata inelului de precipitare este proportionala
cu concentratia antigenului, ceea ce rezulti din ecuatia empiricid a lui
Mancini:

KR2=K|QAS +SO| (l)
unde K; este o constantd de proportionalitate, Q@ — concentratia de
antigen, iar So; — suprafata godeului (7 r?).
Ulterior Becker (1), plecind de la definitia titrului antiserului confir-
mi observatiile lui Mancini §i obtine ecuatia care stabileste relatia din-
tre diametrul inelului de precipitare si concentratia de antigen:
DP=fr it Cap +d2 (@) .
in care D — diametrul precipitatului (mm); V »; — volumul de antigen
utilizat («1); P — Y de antiser in gel (ml/100 ml); T — titrul anticorpului,

exprimat prin raportul T = —3—:: unde Q., este cantitatea de antigen

(mg) iar V., — volumul de antiser (ml); titrul exprima astfel cantita-
tea de antigen in mg care este precipitatdi de un volum dat de antiser;
h — inal{imea gelului (mm); C., — concentratia de antigen (mg/100
ml); d = diametrul godeului (mm).

Intrucit produsul PT din ecuatia stabiliti de Becker este expresia
matematicd a concentratiei de anticorpi (mg/100 ml agar) am introdus
acest parametru in ecuatia respectivi. Relatia (2) se poate scrie atunci
sub forma:

= WVar Wae L
rh =h Cac

Deoarece relatia lui Becker este valabild atit pentru serul standard
cit gi pentru serul de cercetat, dat fiind identitatea conditiilor experi-
mentale de imunodifuziune, putem scrie:

D?

- CL (Ca+d? @ sau Di—d2= CCae ()
Ac
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unde D, si C,, reprezintd diametrul inelului de precipitare respectiv
concentratia imunoglobulinelor din proba standard, iar Dy §i Ca,, dia-

metrul corespunzitor respectiv concentratia imunoglobulinelor din proba
de cercetat.
Ficind raportul celor doud relatii membru cu membru obtinem:

2
Dp —d?

CA;', - . CA;, (5)
Dy —d?

Cag, poate fi concentratia de imunoglobulind a unui standard OMS,

Behring, a altui standard international a etalonului conventional obfinut
in laboratoarele proprii prin amestecul serurilor donatorilor sin#tosi sau
a unei probe cunoscute determinati fati de un standard international.

Considerind concentratia fiecirui izotip din serul etalon, obtinut de
noi, egald cu 100 de unititi conventionale (U) relatia (5) devine:

Cas, — 100 U (6)

2
p
2_

D,—d

Intrucit expresia D?—d? se poate calcula pentru fiecare valoare a lui
D (d fiind constant), concentratiile de Ig ale serului de cercetat expri-
mate in U pot fi redate pe baza relatiei deduse de noi din ecuatia lui
Becker sub formi de tabel.

Exprimarea conventionald a rezultatelor in unitdti prezintd un deo-
sebit interes practic. De fapt, pentru a controla rigoarea exprimirii in
mg a Ig, centrul de referintd al OMS a solicitat unui numar de 10 labo-
ratoare de prestigiu international si dozeze Ig unui ser selectionat uti-
lizind propriile lor etaloane. Studiul a relevat existenta unor diferente
mari intre valorile obtinute, raportul intre valorile cele mai joase si cele
mai ridicate fiind de 2,2 pentru IgG, 3,2 pentru IgA si 5,0 pentru IgM.
Utilizind etalonul de referinti international stabilit de OMS (actualmente
serul 67/86 al OMS) raportul respectiv tinde citre unitate (1,36 pentru
IgG, 1,17 pentru IgA si 1,31 pentru IgM).

_ Limitele de variatie fiziologici ale Ig gisite de noi si intervalele de
siguranta ale concentratiei medii de Ig serice teoretic posibile la indivizii
normali sint prezentate in tabelele nr. 1 si 2.

Datele obtinute in laboratorul nostru concorda cu valorile exprimate
in mg% publicate in literatura din ultimul deceniu de 22 de autori di-
feriti si al ciror comentariu critic a fost ficut de Grabner si colab. (5).
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Tabelul nr. 1

Limitele tiziologice ale concentratiei imunoglobulinelor serice
la donatori sdnidtosi (U/100 ml)

Ig P Xy

IgA 0,05 72,46 < X; < 128,38
1gG 0,05 80,87 < X; < 119,27
1gM 0,05 56,39 < X; < 145,41

Tabelul nr. 2

Intervalele de siguranti ale concentrafiei medii a imunoglobulinelor serice
la donatori sindtosi (U 100 mi)

g GL P Xp

1gA 132 0,05 97.97 < Zp < 102,87
1gG 129 0,05 98,37 < xp < 101,77
IeM 134 0,05 97,04 < xp < 104,77

Intervalele de siguranti mentionate sint o expresie a stabilitafii sta-
tistice a mediilor izotipurilor studiate la scara intregii populatii §i atestd
veridicitatea limitelor de variatie fiziologicd ale Ig la indivizii testati.

Etalonarea serului utilizat de noi ca sistem de referintd printr-un
standard international, permite stabilirea factorului de conversiune, com-
pararea $i interpretarea datelor privind modificérile patologice ale con-
centratiei serice de imunoglobuline.

Concluzii

1. Serul uman standard preparat de noi in laborator din amestecul
in cantitd{i egale al serurilor de donatori sanitosi, poate fi utilizat in de-
terminarea cantitativd cu procedeul Mancini a Ig serice cu rezultate re-
productibile, avind avantajul deosebit al accesibilitatii sale.

_ 2. Substituirea in ecuatia lui Becker a produsului PT cu Ca. si
ubtinerea unei ecuatii derivate prin considerarea diferentei patratelor
diametrelor si a raportului dintre ele, permite calculul concentratiei de
Ig in conditiile unor antiseruri cu titruri diferite.

3. Exprimarea rezultatelor in unitit{i conventionale (U) faciliteazi
evaluarea, vehicularea si interpretarea datelor privind modificarile fizio-
logice si patologice ale concentratiei serice de imunoglobuline.

Sosit la redactie: 26 iulie 1977.
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RELATION DERIVED FROM BECKER’S EQUATION USED IN THE
QUANTITATIVE ASSAY OF SERUM IMMUNOGLOBULINS

The standard human serum prepared by the authors in laboratory from the
pooled sera in equal amounts from healthy donors may be used in the quantitative
determination of serum Ig by Mancini's method with reproducible results, having
the special advantage of its accessibility. The substitution of product PT with Cac
and the new equation derived by considering the difference of the squares of dia-
meters and the ratio between them allows Ig calculation under the conditions of
certain antisera with different titres. The formulation of the results in conventio-
nal units (U) facilitates the evaluation and interpretation of the data concerning
the physiological and pathological modifications in the serum concentration of
immunoglobulins.



