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METODA IMUNOLOGICA
DE DIAGNOSTIC

Reactiile anticorpilor sau limfocitelor specific sensibilizate cu agentii infectiosi
asigurd imunitatea fie in mod direct (¢. g. prin neutralizarea toxinelor, a adezinelor, a
virusurifor), fie prin amorsarea specificd a importanjilor efectori antiinfectiosi ai mediului
intern: fagocitele cu intregul lor arsenal microbicid (dependent sau independent de
mieloperoxidaza) si complementul.

In acest capitol vom vedea pe rand nofiuni privind:

a explorarea capacitatilor funciionale ale efectorilor antiinfecjiogi nespecifici ai
mediului intern si epiteliilor secretorii: fagocite, complement, lizozim;

= explorarea imunitafii celulare si umorale atat pentru scopuri diagnostice, cat i
pentru aprecierea capacitailor imunoreactive ale pacientilor.

10.1. FACTORII REZISTENTEI NATURALE
A ORGANISMULUI: FAGOCITOZA,
COMPLEMENTUL, LIZOZIMUL

10.1.1. Explorarea unor functii fagocitare

Fagocitoza presupune: chemotaxia, recunoasterea tintei de atac, ingestia, omorarea
si digestia microbilor. Principalcle sisteme fagocitare ale organismului sunt: sistemul
fagocitar mononuclear si leucocitele polimorfonucleare neutrofile (PMN),

a Chemotaxia. Fagocitele recepteazs semnale chemotactice prin care identificd locul
invaziei microbilor spre care se mobilizeaza prin emitere de pseudopode. Secventa tripep-
tidica formilmetionilleucocilfenilalaning de la extremitatea N-terminali a proteinelor bac-
teriene este o chemotaxind activd, dar principalii factori chemotactici sunt complexul
C5b67 si anafilatoxinele generate prin activarea complementului (figura 10,2). PMN avand
o mobilitate mai mare decat monocitele, ajung primele in focarul de infectie.

@ Recunoasterea tintei de atac. Atasarea particulelor striine la membrana fagocitclor
este indispensabila pentru ingestie. Unii microbi (ca streptococii viridans) sunt fagocitati
direct. Alfii insd nu realizcaza atasarea la membrana fagocitului, deoarece au suprafala
hidrofila si sarcina electronegativa ca si fagocitele, §i, pentru a fi fagocitai, trebuie op-
sonizaji. Opsonizarea se¢ realizcaza de¢ factori serici nespecifici (fractiunea C3b) sau
specifici (anticorpii), care fixati pe suprafaja bacteriilor ii reduc hidrofilia si sarcina
electronegativa, funcjionand §i ca liganzi {a receptori de membrana ai fagocitelor.
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Fig. 10.1. Fagocitarea unui bacil, schematic. Prin fuziunea membranelor confinutul lizozomal este sregurgitats in
cursul ingestiei, iar ulterior se formeaza fagolizozomul in care bacteria este omoraa §i digeratd sau rejinutd intr-un
corp rezidual, din care poate fi excretatd prin fuziunea cu membrana citoplasmica

» Ingestia. Fuziunea pseudopodelor inchide intr-un fagozom particula atasatd la
membrana celulara (figura 10,1), O data cu progresarea ingestiei, in fagocit ce declanseaza
degranularea si 0 explozie respiratorie, care pregatesc omorarea si digestia microbilor.

Degranularea: lizozomii fuzioneazd cu membrana citoplasmatici $i cu cea a
fagozomului si isi descarch confinutul atit in exterior {«regurgitares inainte de inchiderea
fagozomului), cat si in fagozom. «Regurgitareas joacd un rol important in mecanismele
micrebicide din focarul inflamator.

Explozia respiratorie stimuleazd suntul hexozomonofosfat si genereaza in fagozom
superoxid, iar prin dismutarea acestuia, peroxid de hidrogen.

a Omordarea si digestia. Factorii lizozomali acumulati in fagolizozom omoara microbii
prin doui mecanisme: unul dependent de mieloperoxidaza, altul independent.

Mieloperoxidaza, activatd de pH-ul acid din fagolizozom, descompune H,O, cu
formare de oxigen molecular, care genereazi radicali microbicizi: hipoclorit prin oxidarea
clorului si aldehide prin peroxidarea membranelor.

Mecanismul independent de mieloperoxidaza, activ in conditii anaerobe, implica:
scdderea pH-ului prin acidul lactic rezultat din fermentarea glucozei, fixarea fierului prin
lactoferini, efectul bactericid al lizozimului si al polipeptidelor bazice din lizozomii PMN.
Microbii omorati sunt digerati de enzimele lizozomale hidrolitice deversate in fagozom.

Defecte ale funcjiilor PMN pot s3 apara in diferite boli ereditare sau dobandite.
Chemotaxia este deficitard la pacientii cu sindrom Chediak-Higashi, la diabeticii in
dezechilibru metabolic etc. Defecte ale activititii -cide intracelulare sunt prezente la
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Fig. 10.2. Sistemul complement: clile de activare 5i efectorii

pacientii cu boala granulomatoasa cronics etc. Toti acesti pacienti au o receptivitate crescuta
la infectii.
Mai multe teste sunt indicate pentru explorarea functiilor complexe ale fagocitelor.

Ansamblul acestor teste depasestie obiectivele acestui manual. Ne vom opri doar asupra
celor mai accesibile, al ciror rezultat indic sau nu necesitatea unor testari suplimentare

(1abelul 10.1).

Tabelul 10.1. Explorares tunctionald a leucocitelor polimorfonucleare neutrofile

Leucograma cu formula leucocitard
Morfologia potimorfonuclearelor neutrofile
Migrarea nedirecjionatd (la intAmplare)
Migrarea direcfionatd (chemotaxia)
Indicele opsonic
indicele fagocitar §i bactericid
Activitafi postfagocitare:
» Degranularea
» Testul cu nitroblue tetrazoliu (NTB)
» Testarea activitdgii suntului hexozomonofosfat
a Testarea producerii radicalulul superoxid
» lodurarea bacteriifor
# Chimicluminescenta
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1. Leucograma cu formula leucocitara si morfologia PMN sunt cele mai simple si
importante teste care initiaza studiul anomaliilor functionale ale PMN (vezi lucrarile prac-
tice de histologie, morfopatologie si hematologie).

2. Testul cu NTB. Indicatii: Investigarea capacitajii PMN de a-si stimula metabo-
lismul oxidativ dupi fagocitare.

Principiu: Nitroblue tetrazoliu (NTB), un colorant galben, formeaza complexe cu
fibrinogenul din sange, captate de PMN stimulate prin fagocitarea unor particule (bacterii
etc.). Colorantul este redus enzimatic cu formare de formazan insolubil, care apare la
microscop ca cristale albastre-purpurii.

Probd: Sange integral la pacientii cu numir normal sau crescut de leucocite. Con-
centrat leucocitar la pacientii cu teucopenie.

Necesar:

a) Sticlute cu Na,EDTA uscat. 1n sticlute de 10 m! (flacoane de penicilina foarte
bine spalate) se repartizeaza din solutia 19, Na,EDTA cate 0,2 m! sau 0,5 ml pentru
tehnica cu sadnge integral, respectiv peatru cea cu concentrat leucocitar. Sticlutele se lasi,
fara dop, peste noapte la 37°C pentru evaporarea apei. Astfel vor contine 2 mg si,
corespunzator, 5 mg anticoagulant.

b) Solutia stock 1% de NTB:

NTB 10 mg

Apa distilata 1 ml

Se pastreaz3 mai multe luni Ja 4°C in tub ermetic inchis.
¢} Tampon Michaefis cu pH 7,4:

Solutie acetat-veronal Sml
HCI solujie 0,1 N S ml
NaCl solutie neutra 0,85% 90 ml
Se verifich pH-ul si se pastreaza {a 4°C

Na acetat 19,428 ¢
Na veronal 20,428 g
Apa distilata ad 1000 ml

Procedurd:

m Pentru sangele integral:
a) Se preleva prin venipuncturd 1—2 ml sange in flacon cu 2 mg Na,EDTA. Se agita.
b) Se amesteca intr-un tub 100/10 mm cu dop de vata umezit:
Tampon Michaelis cu pH 7,4 0,08 ml
NTB solugie 1% 0,02 ml
Proba de sange 0,10 ml
¢) Se incubeaza 30 minute la 37°C.
ad) Se agita, se intind frotiuri subfiri.
e) Se coloreaza Giemsa:
— fixare cu alcool metilic pe 5 minute;
— colorare cu solujia Giemsa (| picitura la 1 m! apa distilatd neutrd) 20 min.

f) Se examineazd la microscop cu imersia 100 PMN consecutive §i se inregistreaza
scparat cele NTB-pozitive (cu cristale albastre-purpurii de formazan) de cele NTB-nega-
tive (fara cristale de formazan).

a Pentru concentratul leucocitar:
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a) Se preleva prin venipuncturd § ml sange in flacon cu 5§ mg Na,EDTA. Se agita.

b) Se toarna proba intr-un tub de 100/10 mm si acesta se mentine o ora la 37°C
inclinat Ia 45°,

¢) Se preleva cu o pipeta Pasteur plasma tulbure si se transvazeazd intr-un tub de
100/10 mm.

d) Se centrifugheazi 5 minute la 3000 rpm.

e) Se decanteaz absorbind ingrijit resturile de supernatant cu hartie de filtru,

f) Se procedeaza in continuare conform punctelor b)—f) de la procedura peniru
sange integral.

Rezultatul: Se exprimz in procente de polimorfonucieare NT B-pozitive,

Interpretare: In singele persoanelor normale proportia polimorfonuclearelor NTB-
pozitive nu depaseste 14%. La pacientii normoreactivi infecfiile bacteriene determini
cresteri masive ale procentuiui de celule NTB-pozitive, iar cele viraie nu-1 modificad sem-
nificativ,

La copii cu boala granulomatoasa cronica, chiar in plin puseu de infecfie bacteriana,
polimorfonuclcarele NTB-pozitive lipsesc.

3. Indicele opsonic exploreazs capacitatea opsonica a serului §i fagocitara a
leucocitelor. Un amestec de sange citratal $i suspensie bacteriand slandardizata este
mentinut intr-un tub capilar timp de 15 minute la 37°C. Se fac frotiuri subiiri, se coloreaza
Giemsa, iar bacteriile conginute in 50—100 PMN sunt numarate. Raportul dintre numarul
mediu al bacieriilor fagocitate de PMN din sangele bolnavului si al unei persoane normale
constituie indicele opsonic, care trebuie interpretat in contextul nivelului complementului
si imunogiobulinelor serice (vezi mai jos). Erorile metodei sunt mari. De aceea se prefera
determinarea indicelui fagocitar si bactericid.

Indicele fagocitar si bactericid. In principin, in conditii standardizate, se calculeazs
in prezenta serului sangvin rata de fagocitare a unei suspensii bacteriene (S. aureus sau
E, coli) st omorérea intracelulard la pacient comparativ cu un martor normal.

Indicele fagocitar este diferenja dintre numarul bacteriilor vii adaugate suspensiei
de fagocite si numarul bacteriilor vii ramase in momentul ¢ de incubare (pana la 30 minute).
Similar se calculeazi indicele bactericid, luand ins3 in consideratie numarul bacteriilor vii
intracelulare in momentul initial al observatiei si in momentul ¢ de incubare. Pentru aceasta
este necesari liza fagocitelor {e. g. cu saponina).

10.1.2. Explorarea sistemului complement

Sistemul complement esie un complex de 15 substante proteice dotat cu capacitafi
biologice potentiale, declansate printr-o cascada de reactii enzimatice, al céror rol in
apararea antiinfecioasa este ilustrat in figura 10.2.

Liza hematiilor sensibilizate cu anticorpi antihematii permite dozarea activitdtii com-
plementului total. Imunochimistii ne pun insi la dispozitie in prezent seruri monospecifice
faja de componentele complementului prin care le putem doza satisfacdtor si mai simplu,
folosind testul Mancini.

Deficitul unor componente ale sistemului complement explica receptivitatea deosebita
ia anumite infeciii (e. g. meningococice etc.). Componenta C3 in special scade, prin con-
sum, in boli de sensibilizare prin mecanism de tip {II. Multe din componentele complemen-
tului (Cls, C2-C6, B) sunt reactivi de faza acuti si conceniratia lor creste in infecyii
bacteriene si in boli neoplazice.
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Dozarea complementului total prin metoda hemolizei 50% (CHsg)

Indicatii: Dozdrile tn serul sangvin sunt utile in diagnosticul unor boli prin
mecanisme de sensibilizare fie citolitic-citotoxic (unele anemii hemolitice etc.), fie prin
complexe imune circulante (glomerulonefrite). Dozarea in exsudatul articular poate
diferentia artritele reumatoide de cele infectioase.

Principiu; Complementul de om activat in reactia cu serul de antihematii de berbec
determind, prin complexul de atac C5b6-9, liza hematiilor de berbec. Procentul hemolizei
in funcgie de cresterea cantitafii de complement se exprim3 printr-o curba dozi—efect care,
conform ecuatiei lui von Krogh, are formi de «S» si, de manierad general, intre 30 5i 709,
hemoliza evolueazi exponential, incat determinarea punciului 50% este supusa unor erori
minime.

Proba: Sangele prelevat prin venipunctura se lasa timp de 30 minute la temperatura
camerei in tubul inclinat la cca 20° pentru coagulare, Se desprinde cheagul de pe pereyii
tubului si se centrifugheazi pentru separarca serului care se conserva la +4°C, cand se
lucreaza in aceeasi zi, sau la —25°C, cand testarea se temporizeaza pentru zilele urmatoare.
Decongelarea tuburilor se va face brusc la curent de apa sau prin agitare in baie de apa
la 37°C.

Amanuntele privind prepararea reaclivilor necesari si amanuniele tehnice ale proce-
durii depagesc obiectivele acestui manual.

Necesar, enumerare:

1. Hematii de berbec.

2, Ser hemolilic (ser de iepure imunizat cu hematii de oaie}.

3. Complement de cobai (amesiec de seruri de la cobai masculi, adulti, normali).

4. Diluent, tampon veronal cu pH 7,3.

Procedura, in rezumat (tabelul 10.2): In tuburi de hemolizd (12/120 mm), peste
volume determinate din dilutiile duble ale serului de testat se adauga volume determinate
din suspensia standardizatd a hematiilor de berbec sensibilizate cu 0 anumitd dilutie a
serului hemolitic. Dupad omogenizarea continutului, tuburile sunt incubate timp de 30
minute la 37°C in baie de api, dupi care suni ricite brusc la +4°C, pentru stoparea
hemolizei, si centrifugate 3 minute la 3000 rpm. Procentul hemolizei este apreciat
spectrofotometric in supernatantul fiecarui tub. Cu valorile objinute se traseazd curba
procesului hemolitic fagd de concentratiile de ser (figura 10.3).

Tabelu! 10.2. Dozarea complementului prin metoda hemolizei de 50%, schema de pipstare
a reactivilor (vezi 5i textul)

Dilugia inigiald a serului Ser diluat 1:40 Ser diluat 1:10
Numarul wbvlui l 2 3 4 h 6 7 8 9 10
Diluent, mt 1,25 [1.20 (1,10 (1,00 1,30 (1,25 1,20 (1,16 (1,00 [0.70

Ser de bolnav, ml dilufie (0,25 0,30 (0,40 (0,50 10,20 |0,25 |030 (0,40 |0.50 [0.80

Cuplu hemolitic', m! 1 | 1 1 | 1 i l 1 t

' Hematii de berbec sensibilizate cu ser hemolitic antioaie titral in prezenja complementului de cobai

NOTA: Complementul de cobai se foloseste pentru titrarea serulut hemolitic, amanunt tehnic asupra
ciruia nu insistam.
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Interpretare: Unitatea
CHso este cantitatea cea mai mica
de ser care lizeazd $0% din
hematiile sistemuiui hemolitic,
Astfel, titrul complementului in
unitiati CHso/mi este obtinut din
raportul 1 mi/volum de ser care
da hemoliza 50%,. Din figura 10.3
se observa c3 hemoliza de 50%
este daia de 0,020 ml ser
hipocomplementemic {(curba J3);
deci titrul complementului in
acest ser este: 1/0,020 = 50 104
unitati, ; ‘

Valorile non‘na!e pES wﬁtan?ifahazbde ser uman 1:6 miimi de ml . »
adulti sunt 120 unitati CHso/ml Fig. 10.3. Curba normal3 si curbe patologice ale complementului, con-

+ 20, iar pentru copii 100 unitdfi form titrarii activitigii hemolitice de 50%: I — ser hipercomplemen-
CHso = 20. temi¢; 2 — ser normat; 3 — ser hipocomplementemic

Pracentajul hemolizei

10.1.3. Dozarea difuzimetrica a lizozimului in umori

Indicatii: Estimarea capacitdfii antibacteriene a urinei, diagnosticul diferential al
leucemiilor acute,

Principiu: Lizoz imul difuzeaza radial intr-un gel de agar in care este incorporat
Micrococcus lysodeikticus (bacterie foarte sensibild la acliunea acestei muramidaze) si
clarifica mediul opac inir-o arie circulard cu diameirul proportional cu logaritmul con-
centratiei enzimei.

Probd: Ser sangvitt sau urina.

Necesar:
1. Tampon fosfat cu pH 6,3.
2. Agar solutie 1%,

Agar lg

NaCl Ig

Tampon fosfat cu pH 6,3 100 ml

Se amesteca, se solva si se sterilizeaza prin autoclavare timp de 20 minute la |
atmosfera.

3. Suspensia stock de Micrococcus lysodeikticus:

a) Se suspensioneaza in solutie salina izotona sterila culiura de 48 ore la 37°C a M.
lysodeikticus pe pante de geloza nulritiva.

b) Se¢ controleaza microscopic puritatea suspensiei {coci grampozitivi}.
¢) Se centrifugheaza suspensia 10 minute la 3000 rpm si se decanieaza supernatantul.

d) Se resuspensioneaza sedimentul in solutie salina izotond i se centrifugheaza in
aceleasi conditii pentru o nous spalare.
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e) Se resuspensioneazd sedimentul spalat intr-un flacon Erlenmeyer cu 20 mi solutie
salind izotoni si perle de sticla.
i f) Se adaugi 0,2 m! din solugia 1%, mertiolat de sodiu si se pastreazd suspensia la

4. Lizozim p.a. pentru curba de referinga.

Procedura:

1. Se prepara solutii de lizozim pur cu concentratiile: 3; 15; 30; 60 si 120 ug/ml
peniru punctele curbei de referinga.

2. Se topeste gelul de agar 19%.

3. Se diluecaza suspensia stock de M. lysodeikticus cu solutie salind izolona pana la
extinctia de 9,40 la 650 nm in cuva de 1 cm.

4, Se amesteca:
Agar topit solutie 1% 20 mi
Suspensie bacteriani 3 ml

Sc omogenizeazad §i se toarna in placi Petri cu diametrul de
9 cm si fundul perfect plat.

5. Se stanieaza in grosimea stratului de agar 12 godeuri echidistante cu diameirul
de 3 mm.

6. Se pipeteazi in godeuri dilugiile solutiei etalon de lizozim si probele de testat.

7. Se incubeaza 24 ore la temperatura camerei.

8. Se masoara diametrele zonelor clare de liza din jurui godeurilor.

9. Se traseaza curba semilogaritmica de referinfa, inscriind pe abscisi diametrul
zonelor de inhibifie, mm, si pe ordonati log,, al concentratiilor pentru solutiile etalon.

10. Se calculeazi concentratia de lizozim din proba, proiectand succesiv diametrul
zonei de inhibitie respective de pe abscisa pe curba de referinla si pe ordonata.

Interpretare, Valorile normale ale lizozimului seri¢c; 7—14 gg/ml; urinar: 2 ug/ml.

10.2. REACTII SEROLOGICE

10.2.1. Interactiuni primare si secundare in reactiile
antigen-anticorp

Interactiuni primare. Situsul de combinare al unui anticorp (paralop) reprezinta

amprenta slerica si electrostaticad a unui anumit determinant antigenic (epitop). Aceasia
[v3

permite ¢a in amestec cei doi reactanii sA se apropie pana la numai cativa A, distanta la
care se pot manifesta forte intermoleculare generatoare de legaturi necovalente, cum sunt:
legaturile de hidrogen, forjele de atracyie elecirostatica, fortele van der Waals si legaturile
hidrofobe. Legaturile necovalente, desi de zeci de ori mai slabe decat cele covalente, confera
soliditate complexului antigen-anticorp grajie multitudinii lor, asiguratd prin marea
suprafatd de contact complementar al celor doi reactivi.

Deci interactiunea primara antigen-anticorp consta in legarea efeclivd a celor doi
reactanfi.

Interacfiuni secundare urmeaza cuplarii antigen-anticorp si au variate manifestari:
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m fizico-chimice: instabilizarea fazei disperse a reactivilor (cresterea greutatii com-
plexului, neutralizarea sarcinilor polare cu reducerea densildfii lor): precipitarea st

aglutinarea;

m biologice: neutralizarea toxinelor, enzimelor, virusurilor, recrutare de noi molecule
{complementul) sau celule (fagocite, mastocite) care favorizeazé climinarea antigenului

complexat.

Reactiile antigen-anticorp utilizate in laboratorul clini¢ diferd prin sensibilitatea lor

(tabelul 10.3).

Tabelu! 10.3. Sensibilitalea reactiilor antigen-anticorp utilizate in laboratorul <linic,
exprimafd prin concentrafia minima de antficorpi decelabiid

Reactii 5i metode

Sensibilitate, seg/ml

A. Reactii primare

Imunofluorescen}a’

10°~*UFC sau UFP/mi

ELISA 0.001

RIA 0,001
B. Reactii secundare

Reactii de precipitare:

a precipitare in mediu lichid 10

w imunodifuzia radiald

— dubia (Quchterlony) 40

— simpla (Mancini} 10

w contraimunoelectroforeza 100

Reactii de aglutinare:

e aglutinare bacterian 0,01

a hemaglutinare pasiva 0,005—0,01

Reactia de fixare a complementutui 0.1

Reactii de neutralizare

a neutratizarea toxinctor 0,01

» fleutralizarea vicusurilor 0,001

! Sensibilitatea imunofluoresceniei ¢a me10da microscopicd pentru detectarea microorganismelor
apreciatd in unitdfi fermatoare de colonii bacteriene (UFC) sau plaje virale (UFP)

10.2.2. Aplicatii practice ale reactiilor antigen-anticorp

Aplicatiile practice ale reactiilor antigen-anticorp se bazeazd pe specificitatea cupliirii
acestor doud elemente, care irebuie verificatd prin martori adecvati.
Se pot urmari: identificarea unui antigen nccunoscut prin anticorpul omolog prezent
in seruri imune de referinta; identificarea unui anticorp necunoscut prin antigenul omolog.
Se pot obtine relatii calitative, simpla idenlificare a unui reactiv; relatii cantirative.
Dilutia maxima a unui reactiv la care mai este vizibild reactia cu cantitati constante si
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definite ale reactivului omofog se numeste fifru; ea caracterizeazi cantitatea reactivului
cercetat §i se exprima printr-o reacjie ordinard ¢u numaratornd 1.

10.2.2. 1. Reactii de precipitare

Un antigen solubil formeazd cu anticorpul omolog un complex insolubil. Reactia
poate avea loc in mediu klchid (rcaclia de precipitare inelars, de floculare) san in mediu
gelificat (reactii de imunodifuzie, imunoelectroforeza),

Reactia de precipitare inelard. Intr-un mic tub, peste un volum de ser imun se
pipeteaza, fird a amesteca cei doi reactivi, un volum din solujia de antigen. Aparitia unui
precipitat inelar l1a limita de separare a reactivilor, cu absenta acestuia [a martorul negativ
(ser normal plus solutia de antigen), semnifica un rezultat pozitiv. Reactia de precipitare
inelara da numai rezultate calitative si nu indicA numarul sistemelor antigen-anticorp
implicate. 8¢ utilizeazd in laboratorul clinic pentru identificarea unor antigeni (polizaharida
de grup a streptococilor etc.), in medicina legald pentru identificarea originii petefor de
sange, in confrolul alimentelor peniru ideatificarea originii carnii.

Reactia de floculare este utila id se poate urmdri un singur sistem antigen-an-
ticorp. Ca si in reactia de precipitare inelard, reactivii trebuie sa fie perfect limpezi. Peste
cantitati egale de ser imun repartizate intr-o serie de tuburi se pipeteaz cantitili crescande
din solufia antigenului omolog. Precipitatul format, dupi omogcnizarea continutului si
incubarea tuburilor, este spialat prin centrifugare. Acest
precipitat poate fi cuantificat prin diferiic mctode (dozarca
azotului total, dozarea proteinelor). Daca antigenul contine
azot, difercnia dintre azotul total st azotu! antigen determin2
cantitatea de azot anticorp. Reactia de floculare se witilizeaza
in special pentre dozarea anatoxinelor.

Imunodifuzia se bazeaza pe proprictatea antigenului si
anticorpului de a difuza intr-un gel transparent (agar, agarozi).

Imunodifuzia radiald simpld (tehnica Mancini), An-
tigenul difuzeaza radial dinir-un godeu in stratul de gel care
contine ser imun monospecific. Dupd o perioadad de incubare
la 37°C, in jurul godeului cu antigen se formeaza un halou
de precipitat, al ciri diametru este direct proportional cu
concentrajia antigenului (figura 10.4), Tehaica Mancini este
Sfolositd peniru determinarea concentrafiei proteinelor plas-
matice (IgG, IgA, TgM, gD, proteine ale sistemului comple-
ment, proteina C reactiva eic.).

Imunodifuzia dubld radiald (tehnica QOuchteriony).
Antigenut si anticorpul difuzeazi radial din godeuri practi-
catc la distanti convenabila in stratul de gel. Dupé cca 24
ore de incubare, in zona dintre godeuri, undc reactivii
corespondenti in difuziune au realizat proportii echivalenie,
apare o linie de precipitare, Tehnica Ouchterlony este
Fig. 10.4.Imunodifuzia radiatd simp- Gfilizatd pentru caracterizarca antigenilor in amestec (figura
la ¢testul Mancinij. Antiserul A este 10.5).
incorporatin gel. Antigenu!l omolog A

= dd“”.mD.S”C‘:c“‘“’l“ﬁ :’“‘1’ .d;sl’“s i Prin testul Eleck se poate demonstra toxigeneza
odeuri. Diametrul haloului de preci- ) L. . . -
fiirare este proportional cu concenira- bacilului difteric. Intr-o placa Petri cu mediu de cullura adec-

Hite antigenului vat se aplica in lungu! unui diametru o banda din hartie de
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filtru imbibata cu antitoxina difterici. Perpendicular pe
directia benzii de hartie se insdmanteaz3, in striu, tulpina
de cercetat §i cite o tulpind toxigend sl netoxigend de
bacil difteric (respectiv mariorul pozitiv si cel negativ).
Placile se incubeaza la 37°C. Dupa 24 s5i 48 ore se
urmareste aparifia in unghiul dintre striul de cultura si
depozitul de antitoxind a unei linii de precipitare, care
continud cu linia de precipitare toxina-antitoxina a mar-
torului pozitiv,

Imunoelectroforeza. Prin asociere cu electroforeza
puterea de rezolutie a imunodifuziei dublu radiale creste
considerabil. Intr-un prim timp, amestecul antigenic este
supus migrarii electroforetice in gel, In al doilea timp, se
plaseazd antiserul intr-un sant paralel cu directia de
migrare electroforetica a antigenilor. In gel se formeaza
arcuri de precipitare cu pozitii caracteristice.

Contraimunoelectroforeza. In gel de agar la pH
8,2—8,6 si cand tamponul din gel are forta ionici mai
mica decat cea din baile electrozilor, anticorpii au incar-
catura eles ‘onegativa slaba si sunt antrenati de curentul
de electroendosmozi spre catod, iar antigenii, cu sarcini

Ser imun
(Ac)

vy
4 5%

Fig. 10.5. Imunodifuzia dobli radiala
(lestul Ouchterlony). Antiserul esi

elecironegaliva mai mare, sunt antrenafi in campul plasatin godeul central, iar antigenul in
clectric spre anod. Daca godeul cu anticorpi este dispus godevrile peciferice

spre anod, iar cel cu antigen spre catod, cei doi reactivi

se deplaseaza rapid si in sens contrar, iar unde se intalnesc in proporgii echivalente formeazi
o linie de precipitare (figura 10.6), Lectura se poate face uzual in 30—60 minute. Con-
traimunoelectroforeza este folositd pentru depisiarea rapida a antigenilor microbieni in umori.
Reactia de umflare a capsulei este o forma particulard a precipitarii: cand un ser
anticapsular este amestecat pe o lami de microscop cu microbul care conjine polizaharida
capsulard omoloags, microscopic, capsula apare mai bine conturatd $t cu dimensiuni sen-
sibil mai mari. Testul permite identificarea rapida, direct in prelevate patologice, a bac-

teriilor capsulate (pneumococt §. a.).

Punte de conectare
(hartie de filtru) —

Sursa 'y p : & ':"’:..""E 2mm
de cyrent [t _f
R

Gelde . ——C ¥ om
agaroza

S T I T T T

Electrod

I~ Ser imun
= antigen

Fig. 10.6. Contraimunoelectroforeza praclicatd pentru depistarea unul antigen. Probele 2, 5 si 6 contin

asntigenul chuiat

129



10.2.2.2. Reactii de aglutinare

Cuplarea unui antigen in suspensie cu an-
ticorpul omolog determin3 aparitia unui aglutinat,

a b ¢ care se depune s§i lasd supernatantul limpede. An-

tigeni in suspensie sunt: suspensii de bacterii,

il;:x‘ _:9-7- Reac;ila 1|:Iei ?glugn?re pe[ ;?T—,‘a pentru hematii (reactii de aglutinare directd) sau hematii

ennlficarca unei wipini de saimoneiia. Suspensia H 3 H

bacieriana aglutineaz cu serul polivalent anfi-Sal- ©T particule u.nlforme ‘fc latex pe §pprafa;a c?mra

morm;!:a (gr)updh (@ §i cu serul anti-gafnioncﬁg a fost adsorbit un antigen (reactii de aglutinare

grup ¢), dar nu si cu serul anti-Saimone o A g

grup B (5. Tulpina este deci o Salmonelia grup indirectd sau pasiva). .

C. Absenga aglutindrii cu serul antigrup B a In alta varianta a aglutinarii anticorpul este

verificat stabilitatea suspensiei testate fixat prin fragmentul Fec pe proteina A din

invelisul . Staphylococcus aureus (reactia de
coaglutinare) sau adsorbit pe particule de latex. In aceste cazuri se pot depista antigeni,
care, reactionand cu fragmentele Fab ale anticorpului de pe particule vecine, determina
agiutinarea.

Reactiile de aglutinare pot fi efectuate pe lamd cind uzual obtinem rezuftatele
calitative, sau in fuburi, cdnd putem realiza cuantificiri. Martorii adecvati trebuie s3 ateste
stabilitatea suspensiilor folosite: suspensia antigenica + solutie salina izotona sau un ser
care nu contine anticorpi omologi.

Reactii de aglutinare pe lamd. Aglutinarile macroscopice pe lama, citite dups 1—2
minute in oglinda concava (figura 10.7), se folosesc curent pentru identificarea antigenica
a bacteriifor. Sunt mai putin sensibile decal aglutinarile in tub. Aglutinarile anumitor
microorganisme trebuie urmarite microscopic pe preparate colorate (rickettsiile) sau pe
fond negru (eptospirele}. Reactiile de microaglutinare sunt foarte sensibile si se folosesc
atat pentru identificarea microbilor, cat §i, fucrand cu dilufii de ser, pentru cuantificarea
anticorpilor,

Latex-aglutinarea i coaglutinarea sunt reactii foarte sensibile larg utilizate pentru
depistarea rapidi a antigenitor microbieni in umori, *

Reactii de aglutinare tn tub (figura 10.8) se folosesc pentru:

a cuantificarea anticorpilor din serul pacientilor (serodiagnostic);

a confirmarea rezultatelor aglutinarii pe lama (identitatea microbului aglutinat pe
lam3 se confirma dacd serul respectiv if aglutineaza si in tub pani la titrul nominal indicat
de furnizor — vezi13,1), Perioada de incubatie la 37°C sau 56°C si aspectul aglutinantului
diferd cu antigenul: antigen flagelar, incubare 2 ore, aglutinat floconos usor disociabil;
antigeni somatici, incubare 20 ore, aglutinat grunjos greu disociabil.

Tubul 1 2 3 b 5 6 1) @ | Martor
Diluia | #/20 /40 1/80 3/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560) antigen
Y-—{ — e 1 7:—‘1'
ml antigen ({05 [O—S 0.5 0S 0S 0,5 05|| 0.5
e A0 ST\ A ,N\ A f\k P
de testat o
ml diluent 0,9 05 05 05 0,5 05 05|| |05

H—JI——‘ -
W W W -

Fig. 10.8. Reactia de aglutinare in tuburi pentru depistarea §i titrarea anticorpiior din serul unui pacient. Titrul
aglutininelor in serul testat este de 1:1280

J 8@

—

130



10.2.2.3. Reactia de fixare a complementului (RFC )

Indica;i’z‘: Este frecvent utilizatd pentru identificarea st titrarea anticorpilor
(serodiagnostic), dar poate fi aplicati si la identificarea unor antigeni virali {e. g. iden-
tificarea tipului de virus gripal izolat pe embrionul de giina etc.).

Principiu: Reactia se desfagoara In doi {impi:

1. La dilufii de ser imun decomplementat (prin incalzire 30 minute la 56°C) se
adauga in cantitdfi determinate antigen §i complement, iar amestecul este incubat 18 ore
la 4°C pentru formarea complexului antigen-anticorp si fixarea (activarea) complementului.

2. Se adaugi o cantitate determinatd de cuplu hemolitic (amestec de hematii de
berbec cu ser antihematii de oaie) care, dupa incubare 30 minute la 37°C (pentru dezvol-
tarea hemolizei) si 1—2 ore la 4°C (pentrn sedimentarea hematiilor nelizate), testeaza
absenta sau prezenta complementului in sistem, interpretatd dupa cum urmeazi:

w absenta lizei (hematiile sedimentate in buton cu supernatantul incolor): com-
plementu! a fost fixat de complexul imun format in primul timp al reactiei; reactia este
pozitivd,

® liza (amestecu! reactivilor limpede, colorat in rosu, fird buton de sedimeniare a
hematiilor): in primul timp al reactiei nu s-a format un complex antigen-anticorp, com-
plementul ramas liber determina liza hematiilor; reactia este negativa (fig. 10.9).

In tunctie de cantitatea complexului antigen-anticorp fixarea complementului variaz
$i, conventional se noteazd cu 4; 3; 2; 1 st O (respectiv 100; 75; 50; 25 §i 0%, fixare, adica
lipsa de liza).

Proba: In functie de indicatie, ser cu anticorp necunoscut sau suspeasie microbiana
de identificat.

Necesar:

1. Dilnent, tampon veronal cu pH 7,3.

2. Reactivul imunologic de referin)3, antigen sau aaticorp, in functie de indicatia
reactiei.

. Hematii de berbec.

. Ser hemolitic aroaie.

. Complement de cobai.

. Placi standard din material plastic cu godeuri.

. Pipete automate si semiautomate reglabile pentru volum de 0,1 mi.
. Eprubete, pipete gradate.

Procedura: Aminuntele complexe

00 -t ON U o W

privind standardizarea reactivilor depasesc e
. eache cache

scopul manualului. poskih  negaivh

Interpretarea corecta a RFC sc face |[ppiva T R ¥ -
dupa ]ectura marton]or: REACTIE Antigen microbisn l.* ,+_

a martorul cupiu hemolitic verifica daca Complement - ’
hematiile nu lizeazd spontan (sursa de rezui- B + +

fal 1i ). A DOUA Hematii de osie

lat tals negativ); REACTIE Ses Remalitic + 0

w martorul complement verifica daca in Anticsic o Ay

. - . nls Holy
reactie sunt prezente cele 2,5 DH;, indicate hematize
uzual;

w martorul antigen verificd daca an-
tigenul nu fixeazd complementu! in absenta Fig 10.9- Reacgia de fixare a complementului,

i i ae principi
anticorpului; schema de principiu
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e martorul ser pozitiv verifica daca in reactie a fost utilizata doza precisa de antigen;
acest martor trebuie si reproduci titrul cunoscut al serului pozitiv;

m martorul ser negativ,

w martorul ser de investigat.

Un ser care in absenta antigenului fixeaza complementul se numeste anticomplemen-
tar. Cauzele anticomplementaritafii unui ser pot fi preexistente recoltarii (complexe an-
tigen-anticorp circulante) sau tin de recoltarea si conservarea defectuoasa a serului (seruri
contaminate in care microbii de contaminare activeaza complementul).

10.2.2.4. Reactii de neutralizare si reactii de inhibare

Ca si RFC, suat modalitati indirecte de depistare §i cuantificare a reactiei antigen-
anticorp. In esenja in aceste reactii sunt implicate antigeai virali sau toxine a caror legare
de receptori celulari specifici este urmata de efecte definite (infectie viraia, hemaglutinare,
hemadsorbiie, hemolizi, intoxicatie etc.). Anticorpii omologi previn fixarea acestor antigeni
pe receptorii celulari. Sistemele indicafor in aceste reactii variaza cu natura si cu efectele
antigenului:

In reactiile de neutralizare se urmareste supravictuirea animalelor receptive dupa
inocularea amestecului ser imun—virus sau ser imun—toxina si blocarea efectului citopatic
dupi inocularea amestecului in culturi de celule. Q varianta a reactiei de neutralizare este
testul de seroprofecfie, in care se urmaresie capacitatea unei antitoxine, inoculate in
prealabil la un animal recepliv, de a preveni efectele specifice ale unei toxine.

Frecveni folosita in laboratorul clinic este dozarea antistreptofizinei O bazata pe
neutralizarea efectului hemolitic al streptolizinei O, o citotoxina produsa de streptococii
grup A, Cs5i G.

Prin teste intradermice poate ft urmiritd neutralizarea toxinelor difterice, cu efect
dermonecrotic (testul Schick) sau a eritrotoxinei streptococice (testul Dick).

Reactiile de inhibare a hemaglutingrii (RIHA) sunt uzual folosite pentru identificarea
virusurilor hemaglutinante si in serodiagnosticul infectilor determinate de asemenea
virusuri. In conditiile necesare hemaglutinarii (pH, temperaturd), peste dilutiile de ser se
adaugi o doza determinata de hemagiutinina si suspensia de hematii. RIHA trebuie insogit
de martori care sa ateste: lipsa in serul testat a inhibitorilor nespecifici ai hemaglutinarii,
a izo- si heteroaglutininelor, sedimentarea hematiilor in buton.

Reactia pozitiva: in prezenia anticorpilor inhibitori omologi hemaglutininei, hematiile
sedimenteazi in buton. Reactia negativa: in absenia acestor anticorpi, hematiile aglutincaza
in pelicula care tapiscaza fundul godeului sau al tubului. In functie de cantitatea com-
plexului anticorp—hemaglutinina, inhibarea variaza si, convenfional, se noteaza cu 4; 3;
2; 1 si O (respectiv 100; 75; 50; 25 si 0% inhibare) (figura 10.10).

10.2.2.5. Reactii cu anticorpi sau antigeni marcati

Imunofiuorescenta. Coloranti fluorescenti (izotiocianatul de fluorescenta, rodamina)
pot fi legati covalent la imunoglobuline. Dacd excesul de colorant este indepariat din
sofutie, se obfin anticorpi marcati fluorescent (imunoconjugate) prin care pot fi identificafi
si localizaji variati antigeni pe frotiuri examinate la microscopul cu radiatii ultraviolete
(figura 10.11).

Tehnica directd foloseste anticorpi marcati specific pentru fiecare antigen. Numarul
mare de imunoconjugate necesare face restrictiva utilizarca acestei tehnici.

Tehnica indirectd foloseste anticorpi marcafi antiimunoglobuline, condigie in care
clementele de identificat pot fi alat antigenii, cat si anticorpii. Pentru laboratorul clinic
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Fig. 10.10. Reacyia de hemaglutinare si de inhibare a hemaglutinrii in gripa

avantajele metodei indirecte sunt triple: numaru) limitat dc imunoconjugate necesare;
utilitatea si in serodiagnosticul unor boli infectioase, seasibilitatea mai mare,

Radioimunodozarea (RIA). Antigenii pot fi marcati cu izotopi radioactivi (3H, '251,
'4C). Exista o competifie specificd pentru anticorp intre o cantitate cunoscutd de antigen
marcat radioactiv $i antigenul nemarcat (in calitate necunoscutd). Se masoard radioac-
tivitatea complexului antigen-anticorp. Pentru aceasta, fie anticorpul este in prealabil fixat
pe un suport insolubil, fie complexul este precipitat cu ser antiimuncglobulini. Copcentratia
antigenului nemarcat se afla comparand radioactivitatea complexului cu o curbi standard.
RIA este cea mai sensibila metoda de cuantificare a antigenilor i haptenelor. In laboratorul
clinic este utilizat3d pentru dozarea hormonilor, medicamentelor, antigenului HBs,

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Unul din reactivi, antigenul sav
anticorpul, este fixat prin adsorbtie pe ¢ suprafaid de polistiren (e. g. godeul unei placi
din polistiren). Un anticorp corespunzitor esic marcat prin conjugare ¢u ¢ enzimi ca
peroxidaza din hrean sau fosfataza alcalinid. Dupi formarea complexului cu antigenul §i
spalarea reactivului necuplat, activitatea enzimaticd restantd pe suprafata, care atesti
reactia antigen-anticorp urmarila, este testatd prin adaugarea substratului cromogen al
enzimei de marcare, iar reactia stopati dupa 30 minute. Culoarea dezvoltata este masurati
spectrofotometric, iar canlitatea reactivului depistat este apreciati in raport cu o valoare
prag a densitatii optice (cut-off) sau in EIU (Enzyme Immunoassay Units).

Avantajele testelor ELISA sunt doud: sensibilitate de acelasi ordin cu RIA si ac-
cesibilitate mai mare pentru laboratoarele clinice.

Exist3 trei tipuri de metode ELISA: indirecta, competitiva §i cu dublu sendwich.

e Metoda indirectd detecteazd anticorpul. Antigenul de referingd, fixat pe suprafaja
de polistiren, este incubat cu serul testat, apoi cu anticorpi antiimunoglobulinad marcati cu
enzima. Dupa fiecare ctapa, reactivii necuplafi sunt indepirtafi prin spalarea suportului.
In final se adauga substratul cromogen, iar culoarea dezvoltatd in interval de 30 minute
esle masuratd (figura 10.12, a).

m Metoda competitiva detecleazd de asemenea anticorpi. Anticorpul din serul testat
si anticorpul omolog monoclonal marcat cu pcroxidaza din hrean, pipetati in ordinea
enuntata, intra in competifie pentru antigenul fixat pe suprafaja de polistiren, Anticorpii
nccuplati sunt indepartati prin spalare, apoi estc adaugat substratul cromogen pentru
testarea enzimei restante pe suprafata de reactie. Intensitatea culorii, masuratd dupa
stoparca reactiei 1a 30 minute, deci activitatea enzimei de marcaj este invers proportionala
cu concentratia anticorpului din serul pacientului testat (figura 10.12, ).
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Fig. 10.11 Principin! colorafiei imunofiuorescente

a Metoda cu dublu sandwich detecteaza antigenul. Anticorpul de referinga fixat pe
suprafaja de polistiren este incubat, pe rand, ¢u maiterialul suspect a contine antigenul,
apoi cu anticorpul de referinfd marcat cu enzima. Dupa fiecare etapa reactivii necuplafi
sunt indepartati prin spalarea suportului. In final este adaugat substratul cromogen si
masurats culoarea dezvoltatd in intrevalul de 30 minute (figura 10.12, ¢).

10.2.3. Depistarea imunodeficientelor umorale:

hipo- si agamaglobulinemia

Se testeaza cantitativ gamaglobulinele (e. g. electroforetic). Nivelul de 2 g%, este
considerat limita normala inferioara. Prin testul Mancini se pot cuantifica difercntiai
clasele de imunoglobuline. Capacitatea de a elabora un raspuns imun umoral poate fi
investigata prin:

m ciularea unor anticorpi natural ubicuitari cum sunt izohemaglutininele A, B;
heteroanticorpii fata de globulele rosii de oaie, anticorpii bactericizi anti-E. coli;

» testarea raspunsuiui imun fatd de o anatoxina (difterici, tctanica) sau fata de un
vaccin corpuscular omorat (niciodata viu atenuat).

10.3. REACTIILE IMUNITATII CELULARE

Numarul in crestere al persoanelor cu defecte ale imunitafii mediate celular — unele
congenitale (aplazia timicz — sindromu! Di George, displazia timici — sindromul Nezelof
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Fig. 10.12. ELISA ( Enzyme Linked Imtmunosorbent Assay)

etc.), altele dobandite (infectii cu virusuri limfotrope, tumori ale sistemului limfoid etc.)
sau induse iatrogen (medicatie antitumorala, imunosupresiva, corticoterapie) — explica
inferesul pentru testarea reactivitajii mediate celular. Pentru aceasta putem recurge la
testari in vivo sau in vitro.

10.3.1. Testari in vivo
10.3.1.1. Intradermoreactii (i.d.r.)

Ca urmare a colonizarilor §i frecventelor infecyii, aparentc sau inaparente, cu
microorganisme ubicuitare, majoritatea persoanelor normale raspund cu reactii de sen-
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Fig. 10.13. Rozewrea limfocuelor Fig. 10.14, Testul de inhibare a migrarii macrofagetor
umane cu hematii de oaie, care esie

O metoda simpld pentru identificarea

limfocitelor 7', dar fard posibilitatea

diferentierti subpopulatiilor

sibilizare de tip intarziat (vezi fig. 11.1) Ia injectarea intradermici a antigenilor de Candida
(candidind), Sireptococcus pyogenes (streptolizina O, streptokinazi-streptodornazi) sau
Mycobacterium tuberculosis (luberculing) etc. (vezi 11.1). Raspunsul negativ la testul i.d.r.
cu antigenit acestor microbi indica o deficientd a reactivitatii imune mediata celular.

10.3.1.2. Teste de inducere a sensibilitatii intarziate

Pe tegument se aplic in spot solutia 1% de dinitrocloro- sau dinitrofluorobenzen
capabila si induca sensibilizare mediata celular. Dupa 24 ore tegumentul esie spalat, iar
dupz 7—14 zile, ¢xact in acecasi arie se aplici o picatura de solutic 0,03—0,1% a aceluiasi
derivat. Competenta de a elabora un raspuns imun cetular sc traduce prin aparitia unui
infiltrat inflamator in aria cutanata testata.

10.3.2. Testari in vitro
10.3.2. 1. Numaratoarea diferentiata a limfocitelor

Tchnologia moderna permite oblinerea de anticorpi monoclonali de soarece specifici
pentru variati markeri limfocitari de suprafala: variatele clase de imunoglobuline ale lim-
focitelor B, markerii CDy ai limfocitelor 7 ajutatoare (T, CDy ai limfocitelor T supresor
(Tg) sau markeri ai altor celule. Acesti valorosi reactivi permit numaratoarca diferentiata
a populatiilor si subpopulatiilor limfocitare prin doud metode: imunofivorescentd $i
citometria in flux (flow cytometry). In acest mod pot fi stabilitc deficitele congenitale de
sintezd a unci anumite clase de imunoglobuline, raportul subpopulatiilor limfocitare CD,
ajutatoare/CDg supresoare, care normal este de 1,5, dar ajunge sub 1 la pacientii cu
deficite imunitare €e. g. SIDA).
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Laboratoarele fara acces la aceste tehnici moderne pot recurge la o tehnici mult mai
modesta: rozetarea limfocitelor T cu hematii de oaie. Rozeta este o grupare celulari ex-
perimentald, identificabild microscopic, formata dintr-o celuld (celula formatoare de rozeta)
pe suprafata cireia se leagi cel putin 3 celule de un singur tip (celule indicatoare). Lim-
focitele T umane formeazi sponian rozete cu hematiile de oaie. Suspensia de limfocite
umane, separatd prin centrifugare in gradient de densitale, este incubatd In prezenta
hematiilor de oaie. Celulele resuspensionate sunt examinate apoi microscopic pentru iden-
tificarea i cuantificarea rozetelor (figura 10.13), Normal proportia limfocitelor din s&ngele
periferic uman care rozeteazi cu eritrocite de oate este de 70%.

Transformarea blasticd a limfocitelor. Sub actiunea unui mitogen limfocitele se trans-
form3 in celule mari blastice, carc se divid activ. Fenomenul poate fi cuantificat prin
determinarea microscopich a numirului §i proportiei de celule blastice apirute intr-o
populatic de limfocite sau prin misurarea cantitdtii de timidini tritiatd incorporati de
ADN. Prin acest test se poate aprecia:

m reactivitatea globala a limfocitelor 7, daca se utilizeazi un mitogen policlonal ca
fitohemaglutinina sau concanavalina A;

w reactivitatea unei clone limfocitare la un antigen dat.

Inhibitia migrdrii macrofagelor. Limfocitele specific sensibilizate cultivate in prezenia
antigenului omolog elibereazi factorul de inhibitie a migrarii macrofagelor (MIF), care
inhiba migrarea macrofagelor dintr-un tub capilar introdus in camera de cultivare (figura
10.14),



