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ABREVIERI

Ac — Anticorp (Antibody)

AcMo — Anticorp monoclonal (Monoclonal antibody)

ADA — Adenozin deaminaza (Adenosine deaminase)

AD — Autosomal dominant (Autosomal-dominant)

ADN — Acid dezoxiribonucleic (Deoxyribonucleic acid)

AFP — Alfa-fetoproteina (Alpha-fetoprotein)

Ag — Antigen (Antigen)

AHA — Anemie hemoliticd autoimuna (Autoimmune hemolytic anemia)

AIN — Neutropenie autoimuna (Autoimmune neutropenia)

AIRE — Regulator autoimun (Autoimmune regulator)

ALPS - Sindrom limfoproliferativ autoimun (Autoimmune lymphoproliferative
syndrome)

APC — Celula prezentatoare de antigen (Antigen-Presenting Cell)

APECED - Sindromul poliglandular autoimun de tip I (Autoimmune Polyendo-
crinopathy, Candidiasis and Ectodermal Dystrophy)

APS — Sindromul antifosfolipidic (Antiphospholipid syndrome)

AR — Autosomal Recesiv (Autosomal recessive)

ARA — Agamaglobulinemie Autosomal Recesiva (Autosomal Recessive Agam-
maglobulinemia)

ARN — Acid ribonucleic (Ribonucleic acid)

A-T — Ataxia-telangiectazia (Ataxia—telangiectasia)

BAFF-R — factorul de activare a celulelor B apartinand familiei TNF (B-cell
Activating factor Receptor)

BCR — Receptorul celulei B (B cell receptor)

BLIMP-1 — Proteina 1 de maturare indusa de limfocite B (B-limphocyte indu-
ced maturation protein-1)

BLM — Proteina sindromului Bloom (Bloom syndrome protein)

BLNK - Proteina B linker (B-cell linker protein)

Btk — tirozinkinaza Bruton (Bruton's tyrosine kinase)

CD - Clasa de diferenciere (Cluster of differentiation)

CGD — Maladia granulomatoasa cronicd (Chronic granulomatous disease)

CHARGE - Coloboma, cardiopatii congenitale, atrezie coanala, retard mintal,
hipoplazia genitald, malformatii ale urechii (Coloboma, Heart defects,
Choanae Atresia, Retarded growth and development, Genital abnorma-
lities, and Ear anomalies)



CHH — Hipoplazia cartilajului si parului (Cartilage hair hypoplasia)

CHS - Sindromul Chediak-Higashi (Chediak-Higashi syndrome)

CIITA — Transactivatorul de clasa Il a complexului major de histocompati-
bilitate (Clasa 11, Complex Major de Histocompatibilitate Trans Activator)

CINCA — Sindromul cronic neurologic cutanat si articular infantil (Chronic,
infantile, neurologic, cutaneous and articular syndrome)

CMC - Candidoza cronica mucocutanatd (Candidiasis cronic mucocutaneus)

CMV - Citomegalovirus (Cytomegalovirus)

CRP — Proteina C-reactiva (C-reactive protein)

CTL - Limfocite T citotoxice (cytotoxic T cell)

CTLA-4 — Limfocite T citotoxice asociate cu proteina 4 (cytotoxic T-lympho-
cyte-associated protein 4)

CVID — Imunodeficienta comuna variabila (Common variable immune deficiency)

DGS - Sindromul DiGeorge (DiGeorge syndrome)

DKC — Diskeratoza congenitald (dyskeratosis congenital)

EBV — Virusul Epstein-Barr (Epstein-Barr virus)

FHL1-5 — Limfohistiocitoza hemofagocitara familiald 1-5 (familial hemopha-
gocytic lymphohistiocytosis 1-5)

HIGM - Sindromul hiperimunoglobulinemiei M de tip 1 si 3 (type 1 and 3 M
hyperimmunoglobulinemia syndrome)

HIES — Sindromul hiperimunoglobulinemiei E (hyperimmunoglobulinemia
syndrome E)

HIV — virusul imunodeficientei umane (Human Immunodeficiency Virus)

IFN — interferon (Interferon)

1COS — Costimulatorul inductibil al limfocitelor T (Inducible T-cell costimulator).

IL — linterleuckine (Interleukins)

ITK — Deficienta de kinaza T-celulara (IL-2—inducible T-cell kinase deficiency)

LB — Limfocit B (B-lymphocytes)

LT — Limfocit T (T-lymphocytes)

LRBA — Deficienta proteinei ancora aseméanatoare bejului sensibilad la LP (lipo-
polysaccharide-responsive beige-like anchor deficiency )

LRRC - Proteine care contin repetitii bogate in leucina (Leucine-Rich Repeat
Containing)

NK — Celula spontan ucigasa (Natural Killer)

NBS1 — gena sindromului Nijmegen (Nijmegen breakage syndrome gene)

MHC — complexul major de histiocompatibilitate (Major Histocompatibility
Complex)



PNH — hemoglobinuria paroxizmald nocturna (paroxysmal nocturnal hemoglo-
binuria)

RCC - citopenia refractara a copilariei (refractory cytopenia of childhood)

RD — disgenezie reticulara (reticular dysgenesis)

SI — Sistemul imun (The immune system)

SCNL1 — neutropenia congenitald severa 1 (severe congenital neutropenia 1)

SDS - sindromul Shwachman-Diamond (Shwachman-Diamond syndrome)

TCR — Receptorul celulei T (T cell receptor)

T1 — Trombocitopenie imuna

WAS - sindromul Wiskott-Aldrich (Wiskott—Aldrich syndrome)

WASP - proteina sindromului Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome
protein)

WHIM - Papiloame, hipogamaglobulinemie, imunodeficientd, mielokatexie;
WIP, WAS (interacting protein) (warts, hypogammaglobulinemia, infec-
tions, myelokathexis)

USG - ultrasonografie



INTRODUCERE

Diagnosticul imunodeficientelor primare (IDP) in majoritatea cazu-
rilor este dificil si adesea este stabilit numai dupa mai multe luni sau
chiar ani. Acest inconvenient este datorat in primul rand faptului ca
simptomele aparute sunt, de obicei, nespecifice. Infectiile grave repetate
pot sugera suspiciune. Cu toate acestea, multe dintre deficientele imune
sunt atat de rare, Incat medicii nu constientizeaza posibila lor prezenta la
bolnav.

Diagnosticul IDP se bazeaza pe anamneza detaliatd corelatd cu in-
vestigatii imunologice si de biologie moleculara. Astfel, cAnd exista sus-
piciunea clinica de IDP (pe baza simptomatologiei, antecedentelor per-
sonale si heredocolaterale), este necesar sa se continue investigatiile cu
evaluarea parametrilor imunitatii specifice si nespecifice. Este necesar
sd se apeleze la o gama variatd de investigatii: hemoleucograma, deter-
Minarea cantitativa a imunoglobulinelor in serul sangvin, raspunsul
umoral prin sinteza anticorpilor fata de antigenele specifice dupa vacci-
nare, testele de hipersensibilitate tardiva, evaluarea sistemului comple-
ment, testul cu NBT (nitroblue tetrazolium), dar si tehnici mai complexe
de imunofenotipare (flowcitometrie) pentru evidentierea populatiilor si
subpopulatiilor limfocitare, screening-ul sugarilor — TREC si KREC,
aprecierea genei alterate prin cercetari molecular-genetice, etc.

IDP se caracterizeaza printr-un tablou polimorf, atat ca manifestari,
cat si ca debut. Debutul bolii poate avea loc incepand cu primele luni de
viatd (ex. imunodeficienta combinatd severd, agamaglobulinemia
X-lincatd), cu afisarea lor ulterioard la pubertate sau la varsta de adult
tanar (ex. imunodeficienta comuna variabila etc.). Chiar daca mani-
festarile clinice sunt variate (bolile autoimune, alergice, maligne etc.),
tabloul clinic este dominat de infectiile respiratorii si gastrointestinale
recurente si/sau cu evolutie severa.

In cazul oricarei infectii recurente sau persistente Ce nu raspunde
conform la antibioterapia adecvata trebuie luata in consideratie posibili-
tatea unei imunodeficiente primare sau secundare. Diagnosticul corect
este esential. Din pacate, se estimeaza ca 70-80% din pacienti raman ne-
diagnosticati, deoarece putini medici de familie si pediatri recunosc
aceasta afectiune. in cazul adultilor situatia devine si mai complicati, de
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cele mai multe ori ei fiind diagnosticati tardiv in momentul aparitiei unor
complicatii severe. Astfel ca toti membrii unei familii in care existd un
caz de IDP trebuie investigati in acest sens.

Existenta semnelor clinice de suspiciune pentru o IDP (= 4 otite/an;
> 2 sinuzite/an; > 2 pneumonii/an; > 2 infectii severe, inclusiv septice-
mii; > 2 luni de antibioterapie orala cu efect minim; antibioterapie intra-
venoasa; infectii cutanate sau abcese recurente de organ; afte bucale;
falimentul cresterii; istoric familial pozitiv) trebuie sa conduca la inves-
tigatii detaliate (fig.1).

Pneumonii recurente/infectii severe ale tractului
T

Infectiile care nu rispund la antibioticoterapie

Retard 0-ponderal

Abcese cutanate profunde sau abcese ale organelor
interne recurente

Piodermia, artrita sep

teo
Episoade repetate de diaree prelungita de etiologie
necunoscutd
Patru sau mai multe infectii otice pe an
Candidoza mucocutanatd rezistenta sau recurentd

Detasarea intérziata a cordonului ombilical

0 10 20 30 40 50

Figura 1. Frecventa semnelor de avertizare in imunodeficientele primare

Confirmarea diagnosticului de IDP se va face numai in temeiul
explorarilor imunologice (imunofenotiparea limfocitara; teste de proli-
ferare; determinarea concentratiilor serice de imunoglobuline — IgM,
IgG, IgA, IgE-totala, a anticorpilor specifici fata de un anumit agent
patogen; de complement C3, C4, CH50; analiza subclaselor de 1gG, ex-
plorarea functiei fagocitare, apoi si teste citogenetice si de biologie mo-
leculara (fig.2).



Toti pacientii cu criterii manifeste

Mai mici de 18 ani

Y Investigatii de laborator: flowcitometria bazatd
pe screening-ul fenotipic al IDP

Celule ¢
laborator,
hemoleucograma

secundare

Virale/HIV, malnutritie, Paramentrii specifici functionali ai
maladii cronice, droguri celulelor imune
Imunodeficiente combinate, Confirmarea

predominant mediate de Ac, mutatiei
sindroame asociate cu IDP genelor

Figura 2. Manifestirile clinico-imunologice sugestive pentru
imunodeficientele primare si secundare

Se considera explorari paraclinice orientative (de screening) he-
moleucograma, determinarea cantitativd a imunoglobulinelor serice
sangvine (IgG, IgA, IgM, IgE-totala), testarea anticorpilor functionali
anti-antigenele specifice dupd vaccinare, testarea functiei anticorpilor
naturali (izohemaglutininele A, B, hemaglutininele IgM, ASLO), testele
de hipersensibilitate tardiva, evaluarea sistemului de complement, testul
de fagocitoza si cel cu NBT.

Explorarile paraclinice aditionale includ flaucitometria/imunofeno-
tiparea, teste de citotoxicitate, de proliferare, studiul functiei fagocitare,
alte teste.

Fiecare pacient cu IDP se prezinta cu un tablou clinic diferit, iatd de
ce biomarcherii de laborator devin de importanta majora pentru diagnos-
ticul patologiei, prognosticul evolutiv si monitoring-ul de eficacitate a
tratamentului administrat.

In ultimii ani s-au produs evolutii de esenti in imunologia funda-
mentala si, in special in intelegerea mecanismelor molecular-genetice si
patogenice de dezvoltare a IDP. Aceste progrese s-au soldat cu descope-
rirea metodei de secventiere de generatie noud, in consecinta fiind des-
crise multiple forme inedite de IDP; a fost elaborat un nou clasament al
acestora, precum si 0 serie de metode de terapie target.
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Prin utilizarea secventierii de noua generatie in ultimii ani au fost
identificate nu doar multiple gene noi, a caror mutatii pot induce dezvol-
tarea IDP, dar s-a putut constata cum ca mutatia de pe anumite fragmente
ale uneia si aceleiasi gene poate sa se manifeste atat prin minorizarea,
cat si prin accentuarea functiei cu formarea diferitor maladii.

La orice etapa de diferentiere a celulelor imunocompetente sau de
afisare a raspunsului imun, n rezultatul defectelor genetice sau sub acti-
unea unor factori alteranti pot sa se dezvolte diverse dereglari. Actual-
mente notiunea de ,,imunodeficienta primara” include defectele ce con-
duc la dezvoltarea atat a insuficientei cantitative si/sau functionale, cat
si la activarea necontrolatd a proliferarii celulelor imunocompetente si
aparitia maladiilor autoimune, autoinflamatorii si alergice.

Cele mai importante evenimente care au oferit sansa de vindecare
completa pentru IDP au fost cele ce tin de elaborarea si perfectarea meto-
dei de transplant medular sau celule hematopoietice stem.
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1. PERTURBARILE HEMATOLOGICE "MASCATE”
DIN IMUNODEFICIENTELE PRIMARE

Manifestarile hematologice asociate cu imunodeficientele primare
sunt deosebit de relevante Intrucat sunt comune in practica clinica, dar
in multe cazuri nu sunt invocate in compendii printre semnele de aver-
tizare privind diagnosticul IDP la copii si adulti, ceea ce implica riscuri
de diagnostic imunologic tardiv.

In imunodeficientele primare perturbarile hematologice se pot afisa
ca si manifestare a defectului genetic principal, fiind complicatii ale pro-
cesului infectios, citopenii autoimune sau ale terapiei administrate (fig. 3).

Mediate de anticorpii Limfopro-
liferare
CVID i
ALPS A s_/

[SLE] fagocitoza XLP-1,2
CID* CcD27
Good ITK
o ! ZAA FHL1-5
;, LRBA 2
WAS, WIP %, AR e Qy‘\,\? reen ALPS
22q11 /’bf ’ , A ‘\Q"ﬁ Ciis, HPS2

[SAA, MDS-RCC) IPEX(-like)

o K2
. o° UQ,, s,
& od.o"f DKC
Q %o CHH, Schimke
Q0 s RD, SDS
\e! 2
indusd de un proces infectios W GaTA2 ‘ IK'AROS fieﬁcnency
Indusé medicamentos SCN1 (~ + Sialte sindroame
Mielocatexis PNH \)
WHIM

Figura 3. Modificarile hematologice posibile in imunodeficientele primare

Nota: AIHA — anemia hemoliticd autoimund; AIN — neutropenia autoimuna; CHH — hipoplazia cartilajului si
parului; CHS — sindromul Chediak-Higashi; DKC — diskeratoza congenitala; FHL1-5 — limfohistiocitoza
hemo fagocitara familiala 1-5; HPS-2 — sindromul Hermansky-Pudlak 2; ITK — deficienta de kinaza T-celu-
lard; LRBA — mutatia genei ancord asemanatoare bejului; PNH — hemoglobinuria paroxizmald nocturna;
RCC - citopenia refractard; RD — disgenezie reticulard; SCN1 — neutropenia congenitala severa 1; SDS —
sindromul Shwachman-Diamond; WHIM — Papiloame, hipogamaglobulinemie, imunodeficienta, mielokate-
xie; WIP, WAS — proteine de interactiune; XLP-1,2 — boala limfoproliferativa X-linkata 1,2; CVID — imuno-
deficienta comuna variabila; ALPS — sindromul autoimun limfoproliferativ, SLE — lupus eritematos sistemic,
CID — imunodeficienta combinatd, SAA — amiloidul seric A, MDS-RCC — sindroame mielodisplastice si boli
mieloproliferative, Schimke — imunodisplazia osoasa Schimke; IKAROS — deficienta factorului de transcriptie,
GATA2 — factorul de transcriptie ce regleaza expresia genelor, IPEX — imunodeficienta, poliendocrinopatie,
enteropatie X-linkata, ITP — trombocitopenia imuna.
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Aceste manifestari sunt clasificate in:

a) citopenii autoimune (anemia, trombocitopenia, neutropenia);

b) citopenii non-imune ce secundeaza dereglarile de diferenti-
ere/proliferare sau survin prin dismetabolismul celulelor sangvi-
ne (neutropenia din cadrul agamaglobulinemiei X-linkate, trom-
bocitopenia din sindromul Wiskott-Aldrich, deficitul de adeno-
zin-deaminaza);

c) sindromul hemofagocitar;

d) predispozitic majora a unor tumori maligne.

Defectele genetice prezente in multe forme de IDP sunt cauza dereg-
larilor de diferentiere si maturizare a celulelor hematopoietice, alterarilor
morfologice si functionale, care pot induce destructii celulare, modificari
de reglare a diferitor serii hematopoietice. Manifestarile defectului genetic
principal pot varia ca si citopenii sau modificari ale formulei leucocitare.
Citopeniile imune (trombocitopenia imund, anemia hemolitica autoimuna,
mai rar neutropenia) sunt caracteristice pentru 10-29% de pacienti cu
CVID, deseori fiind primul simptom clinic al maladiei.

Trombocitopenia in sindromul Wiskott-Aldrich (imunodeficienta
combinata asociatd cu trombocitopenie si eczema — WAS), care se depis-
teaza precoce, se distinge prin manifestari concomitente: eczema, majo-
rarea concentratiei serice sangvine de IgA si scaderea cantitativd a [gM
(in majoritatea cazurilor), este prezenta anamneza familiala de maladie
X-lincata, procese infectioase. in cazul mutatiei pe gena WAS pot apirea
si alte doud maladii — trombocitopenia X-lincata si neutropenia X-linca-
ta. Defectul genei WAS poate induce si anemia posthemoragica.

Pancitopenia poate semnificasi limfohistiocitoza hemofagocitara
familiala, alte sindroame disreglatorii imune si dischineziei reticulare.
Ea deseori se asociazd cu imunodeficienta severa combinatd, care se
manifesta prin deficitul combinat al functiei limfocitelor T si B, iar clinic
— prin infectii recurente severe ale tractului respirator, afectari ale pielii
induse de fungi cu germeni oportunisti (Pneumocystis jirovecii, Candi-
da albicans), prin diaree persistenta, retard de dezvoltare fizica, hipo-
plazia tesutului limfoid, complicatii BCG diseminate, regionale sau ge-
neralizate. Testarea de laborator denota limfopenie, agamaglobulinemie
(frecvent), absenta anticorpilor postvaccinali, diminuarea activitatii
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proliferative limfocitare, manifestari hematologice (pancitopenie, ane-
mie, neutropenie, trombocitopenie).

Limfopenia este 0 manifestare persistenta in imunodeficientele com-
binate severe, iar neutropenia — a procesului congenital genetic determi-
nata din sindromul hiperimunoglobulinemiei M de tip1 si 3 (HIGM).

Modificari tipice de neutropenie si limfopenie se constata in sindro-
mul WHIM. In miduva osoasa este caracteristicd prezenta unui numar
major de neutrofile mature, cu anomalii morfologice caracteristice ce-
lulelor in stare de apoptoza: vacuolizarea citoplasmei, hipersegmentarea
nucleului, hipercondensarea cromatinei.

Eozinofilia este prezenta in sindromul Wiskott-Aldrich, Omenn si
in hiperimunoglobulinemia E (HIES).

Ca exprimare a complicatiilor proceselor infectioase au fost consta-
tate anemia inflamatiei cronice pe fondalul infectiilor cronice, aplazia
partiald a celulelor rosii indusa de parvovirusul B-19, trombocitopenia —
in infectia citomegaloviralda activa, pancitopenia — in hemofagocitoza
secundara pe fondalul infectiilor virale si bacteriene, iar leucocitoza — in
maladiile infectioase. In boala granulomatoasi cronica leucocitoza si
neutrofilia deseori preced procesele infectioase vizibile (de ex., abcesele
ficatului identificate la USG).

Perturbante hematologice au fost constatate si in complicatiile tera-
piei: trombocitopenia — in cazul tratamentelor cu ganciclovir al infectiei
citomegalovirale, leucocitoza si limfopenia — la utilizarea glucocorticos-
teroizelor, limfopenia si leucopenia — pe fundalul imunodepresantelor,
iar citopenia si modificarea formulei leucocitare — dupa tratamentele cu
preparate anticonvulsive.

Citopeniile autoimune sunt complicatii frecvente ale multor forme
de IDP. Conform consensului de experti in domeniul imunologiei si he-
matologiei, neutropenia recurenta, neutropenia, trombocitopenia si lim-
fopenia persistenta, limfocitopenia la sugari, insuficienta maduvei osoa-
se (aplazia, mielodisplazia si mielokatexis) ar trebui sa provoace suspi-
ciune de IDP la copii. Cauzele dezvoltarii citopeniilor autoimune sunt
dereglarea tolerantei centrale (APS — sindromul antifosfolipidic) si celei
periferice (cauza marii majoritati de complicatii autoimune, inclusiv
hematologice in IDP).
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In asigurarea proceselor ce tin de toleranta centrala un rol important
ii revine factorului transcriptional AIRE (regulatorul autoimun), codifi-
cat de gena eponima. Acest factor asigura expresia pe celulele medulare
timice a antigenelor specifice tisulare si astfel controleaza mecanismul
ce previne formarea clonelor autoreactive ale celulelor T. La dereglarea
tolerantei centrale in timus are loc formarea celulelor autoreactive care
ajung in circuitul periferic (fig.4).

Toleranta centrala a celulelor B este determinata de eliminarea clo-
nelor autoreactive in maduva osoasa. Limfocitele B imature, care expre-
seazd receptori celulari B cu mare afinitate pentru antigenele proprii
stopeaza diferentierea acestora.

Precursorii
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m i "4 4 \ organul limfoid
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K &y o ‘ 4y |
o yg“w *fﬁ.‘:}/é“. AR |
g A TS Y T\
£ \ k 3'{::.:
o - '
5 i e ea e e S ] 4
Y= .I
£ 3 o
= ad .L—) IS.".’
o o8N S
= B P g
5) o St bl “ad
(@)

Maturizarea limfocitelor care
nu poseda specificitate la Ag
proprii

Toleranta centrala: depletia limfocitelor cu
specificitate majora la Ag proprii

Figura 4. Constituirea tolerantei centrale in perioada maturizarii
limfocitelor

Toleranta periferica este asigurata de anergie in absenta semnalelor
co- stimulatoare, limitarea raspunsului imun continuu prin moartea ce-
lulara indusa de activare si exprimarea antagonistilor supresori ai mole-
culelor costimulatoare in timpul activarii celulare prelungite (fig. 5).

In imunodeficientele primare prin dezechilibrul diferentierii celula-
re si eliberarea de citokine se produce o dereglare imuna ce favorizeaza
dezvoltarea proceselor autoimune.
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Toleranta periferica (constituita dupa ce limfocitele
parasesc organele limfoide centrale)

Ag proprii in tesuturile
periferice

Toleranta periferica: depletia sau
anergia limfocitelor la Ag proprii
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Figura 5. Constituirea tolerantei periferice

Persistenta indelungata a antigenelor pericliteaza procesul ciclic de
limitare a raspunsului imun, iar drept consecintd se formeaza procese

autoimune si autoinflamatorii (tab.1).

Tabelul 1
Imunodeficientele primare ce implica sanse majore de dezvoltare a
citopeniilor imune
Maladia h’:\nr:i:?tliii (-:ri':c())pr:;z(i)e-l Neutropenia

Sindromul autoimun limfoproliferativ +++ +++ ++
Sindromul Wiskott-Aldrich ++ +++ ++
Sindromul disreglarii imune, poliendocri- ++ ++ ++
nopatiei, enteropatiei

Imunodeficienta comuna variabild ++ ++ ++
Deficienta PI3K ++ ++ ++
Sindromul Nijmegen ++ ++ ++
Sindroame de hiperimunoglobulinemie M ++ ++

Sindromul DiGeorge ++ ++

Citopeniile autoimune pot sa se manifeste atat ca simptom singular,
cat si in combinare cu trombocitopenie si citopenie (sindromul Fisher-

Evans).
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Anemia hemolitica autoimuna si trombocitopenia imuna au fost ra-
portate ca fiind prezente la 23 si, respectiv 51% dintre pacientii cu sindrom
limfoproliferativ autoimun (ALPS) si pot chiar sa marcheze debutul bolii.
Patologia se caracterizeaza prin defect in sistemul de apoptoza, limfopro-
liferare cronicd benigna non-infectioasa (hepato-, splenomegalie, limfa-
denopatie), hipergamaglobulinemie, dereglari autoimune (trombocitope-
nie, anemie), fenotipul CD3 *CD4 CD8 TCRa/b.

Trombocitopenia este clasica in sindromul Wiskott-Aldrich, cauzat
de mutatia genei WAS, localizat pe cromozomul X, care se caracterizeaza
prin hemoragie, infectii recurente si dermatite severe. Primele manifestari
sunt reprezentate de petesii si echimoze ale pielii si mucoasei orale, la
varsta de 4-8 luni incep sa apara primele infectii, 78% dintre pacienti dez-
volta eczeme cutanate, ale caror gravitate poate fi medie sau severa.

Manifestarile autoimune apar la 22% dintre pacientii cu imunodefi-
cienga variabila comuna (CVID) si sunt mai frecvente printre bolnavii
cu splenomegalie si boald granulomatoasi cronicd. in cele din urma,
citopeniile autoimune au fost raportate si la pacientii cu imunodeficienta
combinata. in special, anemia hemolitica autoimuna este foarte frecvent
intilnita la sugarii cu deficit de nucleozidfosforilaza.

Predispozitia crescuta pentru malignitate este un alt aspect specific
al mastilor hematologice asociate cu IDP. La pacientii incadrati de regis-
trul USIDNET (Reteaua de deficienta imund din SUA) in intervalul
2003-2015 a existat un exces de risc relativ de malignitate de 1,42 ori in
comparatie cu populatia de aceeasi varsta din baza de date a programului
de supraveghere, Epidemiologie si Rezultate Finale (SEER). Majoritatea
bolilor maligne erau de caracter hematologic, in special de origine lim-
foida si legate de tipul celulelor afectate de catre IDP. Au fost observate
incidente semnificative de limfoame atat la barbati (de 10 ori), cat si la
femei (de 8,34 ori). Riscul dezvoltarii limfoamelor creste esential cu
varsta pacientului. Mai caracteristice sunt limfoamele non-Hodgkin.

Afectiunile maligne limfoide sunt intalnite la toate categoriile de
pacienti cu IDP, cu exceptia celor cu defecte congenitale ale celulelor
stem sau fagocitelor, care se atestd asociate cu risc crescut de afectiuni
maligne mieloide si sindrom mielodisplastic.

Evaluarea imunitatii celulare T- si B poate facilita diagnosticul IDP.
Monitorizarea trebuie sd includa subseturi de limfocite pentru a identifica
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limfopenia cu celule T sau B si fenotiparea celulelor T pe baza expresiei
markerilor de suprafata CD45RA si CD45RO pentru a determina propor-
tia de celule CD4 si CDS8 naive si de memorie. Proportia scazuta de celule
T naive (CD45RA+) indica un defect in diferentierea celulelor T si a pro-
ductiei timice si favorizeaza o tulburare de deficienta a celulelor T, cum
ar fiin AT, NBS, hipoplazia parului si cartilajului, SCID. Functia celulelor
T poate fi evaluata prin monitorizarea raspunsurilor proliferative la mito-
geni (fitohemaglutinina, concanavalina A etc).

Asociatia IDP cu malignitatea hematologica este elucidata in fig.6.
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Figura 6. Imunodeficienta primari asociata cu patologii maligne

hematologice, abordare diagnostica
Nota: AFP — alfa fetoproteina; ALPS — sindromul autoimun limfoproliferativ; AT — ataxia-telangiectazia;
CID — imunodeficienta combinata; CVID — imunodeficienta comuna variabila; DNT — celule dublu nega-
tive; EBV — Virusul Epstein Barr; FTT — statut ponderal scazut; NGS — secventierea de generatie noud;
NHL — limfom non-Hodgkin; SCID — imunodeficienta severa combinata; SDS — sindromul Schwachman
Diamond; WAS — sindromul Wiskott Aldrich; WES — secventa intregului exon; WGS — secventierea intre-
gului genom.

17



2. CARACTERISTICA GENERALA
A IMUNODEFICIENTELOR PRIMARE

Imunodeficientele primare (IDP) se refera la categoria de maladii
severe, genetic determinante cu dereglarea unuia sau catorva mecanisme
de apérare. Actualmente sunt descrise circa 450 forme de IDP. Majori-
tatea acestora debuteaza in perioada infantila precoce prin tendinta ma-
jord de dezvoltare a maladiilor infectioase. Frecventa de inregistrare a
IDP este in medie de 1:10000 persoane .

In majoritatea acestor maladii diagnosticul precoce si terapia adec-
vata permite mentinerea unei stari generale stabile a pacientilor. Pentru
multe entititi de imunodeficienta primara sunt caracteristice forme sub-
clinice, primar afisate in adolescenta sau chiar la varsta de adult. Pentru
imunodeficienta comuna variabila este caracteristica aparitia simptome-
lor dupa 20 de ani de viata.

Cunoasterea IDP este necesara nu doar pediatrilor, medicilor de
familie, dar si internistilor, medicilor de multe alte specialitati. Vigilenta
insuficientd a medicilor fatd de imunodeficientele primare se soldeaza
cu invaliditate si chiar decesul pacientilor cu deficiente imune, in special
induse de complicatiile infectioase etc.

Functia principald a sistemului imun (SI) este cea de recunoastere
si eliminare a substantelor straine de natura antigenica, care patrund in
organism fie din mediul ambiant (microorganismele etc.), fie fiind ge-
nerate endogen (celulele tumorale etc.).

Functia sistemului imun este realizata de:

» factorii imunitatii congenitale (fagocite, peptide antimicrobiene,
proteinele sistemului complement, celulele NK etc.);

» componentele imunitatii adaptive realizate prin raspunsul imun
celular i umoral.

Activitatea componentelor sistemului imunitar al organismului si
interactiunea lor este reglata de citokine si contactele intercelulare. Modi-
ficarea dinamica a indicilor sistemului imun are loc ca raspuns la diverse
stari ale organismului: infectii, traumatisme, tumori etc. In unele cazuri
alterarile sistemului imunitar devin de ordin cronic, patologic si, astfel de
stari sunt apreciate ca imunodeficitare. In fiecare din componentele SI si
in mecanismele de reglare a lor pot aparea dereglari ce conduc la dezvol-
tarea deficientei imune.

18



Manifestarea clinica principala a imunodeficientelor primare este
sensibilitatea majora la agentii infectiosi.

Existd mai multe variante de manifestari ale statusului imun in
procesele patologice.

Defectele genetice ale celulelor sistemului imunitar aparente in IDP
pot evolua sub forma de:

¢ Sindroame cu deficit de anticorpi;

e Sindroame cu deficit de limfocite T;

e Imunodeficiente celulare combinate — T si B;

e Sindroame cu deficit al componentelor complementului;

¢ Sindroame cu deficit al celulelor NK;

¢ Sindroame cu defect al fagocitelor;

¢ Sindroame cu defect al moleculelor de adeziune.

Imunodeficientele secundare sunt disfunctii ale sistemului imunitar
aparente in rezultatul actiunii patogenice a diferitor factori asupra orga-
nismului:

» Factori care induc disfunctii imune reversibile (reversibilitatea
in acest caz este relativa si depinde de puterea si durata actiunii factorului
patogen) — infometarea excesiva sau deficitul componentelor vital ne-
cesare din alimentele utilizate; dismetabolii curabile (diabetul zaharat,
sindromul Itsenko-Cushing, disfunctia glandelor paratiroide etc.); de-
presia psihica; boala arsurilor curabile; distressul temporar de orice ori-
gine;

» Factori ce induc imunodeficienta ireversibila a tesutului lim-
foid: infectia HIV, alterarea sistemului imunitar prin alte maladii infec-
tioase, hiperstimularea sistemului imunitar cu superantigene in infectiile
virale, fungice si bacteriene, precum si cu participarea altor mecanisme
in hepatite, infectii induse de virionul Epstein-Barr, CMV, rujeola, ru-
beola, infectiile stafilococice, tuberculoza, lepra, coccidiomicoza, asper-
giloza etc., radiatia ionizanta, substantele chimice cu actiune limfotoxi-
ca, maladii limfoproliferative si tumori maligne.

Maladiile autoimune includ boli autoimune veridice si afectiuni cu
dereglarea supresiei raspunsului imun.

Maladiile alergice includ forme alergice veritabile si reactii
pseudoalergice.
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Imunodeficienta se manifestd prin scaderea indicilor cantitativi
si/sau functionali ai componentelor principale ale sistemului imunitar,
dezordini care deterioreaza apararea organismului de microorganisme
include maladii ereditare conditionate de genele defecte, care contro-
leaza raspunsul imun. Acestea sunt maladii diverse dupa caracterul si
intensitatea defectelor imune, manifestarilor clinice si dereglarilor mo-
leculare ce le induc. Tabloul clinic al acestora se specificd de procese
infectioase recidivante si cronice, severe, prioritar ale sistemului bron-
hopulmonar si organelor ORL, pielii si mucoaselor; pot sa se dezvolte
limfadenite purulente, abcese, osteomielita, meningita si septicemia. In
unele forme existd manifestari alergice ca si insemne ale maladiilor auto-
imune si este posibila dezvoltarea unor tumori maligne. Diferenta imu-
nodeficientei primare si secundare este redata in tab.2.

Dupa mecanismul de dezvoltare sunt evidentiate patru grupe prin-
cipale de IDP:

» prioritar umorale sau IDP celulare B;

» IDP combinate (in toate imunodeficientele celulare T sunt pre-

zente dereglari ale functiei celulelor B);

» IDP induse de defectele fagocitozei ;

» |DP asigurate de defectele sistemului complement.

Mai frecvent se intalnesc defectele anticorpogenezei (50-60% cazuri);
cu o frecventd mai scazuta se inregistreaza cele combinate (10-30%), de-
fectele fagocitozei (10-20%) si ale complementului (1-6%).

Tabelul 2
Diferentele de esenti intre imunodeficienta primarai si cea secundara
Criterii de Imunodeficienta
departajare primard secundard
Geneza Afectiune ereditard ge- |Consecinta diferitor cauze
netic determinata (chimioterapia tumorilor ma-

ligne, radioterapia, traumatis-
me severe, interventii chirur-
gicale, arsuri cu pierderi seve-
re de plasma, maladii infec-
tioase si parazitare severe cu
evolutie trenanta)
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Perioada aparitiei|De reguld, in perioada|In contextul maladiilor infec-
manifestarilor clini- | precoce de dezvoltare, iar | tioase, parazitare, pe fundalul
ce altele in perioada adoles- | actiunii factorilor agresivi
centei sau cea adulta
Persistenta imuno-|De regula, pe tot parcur-| Afectiunile sunt tranzitorii si
deficientei sul vietii, dacd nu se in- |dispar dupa remisiunea bolii
tervine cu transplant me- | de baza

dular sau cu celule stem
Terapia Grefa medulara, trans- |Nu necesita terapie durabild
plant de celule hemato-
poietice stem sau supli-
ment constant de factori
imuni (imunoglobulina G
pentru administrarea i/v
pe parcursul vietii etc.)

Majoritatea IDP se manifesta in frageda copilarie, desi este posibil
si debutul mai tardiv pentru unele forme de IDP, de ex., insuficienta
comuna variabila (CVID).

Cercetarile de laborator adecvate permit diferentierea patologiei la
nivelul limfocitelor de cea la nivelul mecanismelor non-limfocitare de
destructie si eliminare a antigenelor.

Investigatiile de laborator in cazul suspectiei de imunodeficienta
primara vor include cercetari prioritare primare, imunologice si extinse
cu confirmarea molecular-genetica a genei alterate (fig.7).

Cercetdrile urmeaza sa fie realizate in urméatoarea componenta:

» Hemoleucograma desfasurata a sangelui;

» Testarea anticorpilor la HIV;

» Testarea imunoglobulinelor serice sangvine de clasa A, M, G si

a IgE-totale;

» Testarea izohemaglutininelor;

» Aprecierea activitatii totale a complementului CH50.

In hemoleucograma pacientului se vor aprecia cantitatea absoluti
de limfocite si cea de neutrofile, prezenta trombocitopeniei, anemiei, a
criteriilor de inflamatie (leucocitoza persistentd, VSH acceleratd).

Ulterior se vor efectua cercetari imunologice si molecular-genetice
detaliate.
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3. METODE SI MANOPERE DE
TESTARE IMUNOLOGICA iN DIAGNOSTICUL
IMUNODEFICIENTELOR PRIMARE

Cercetarile clinice generale includ hemoleucograma si analiza
biochimica a sangelui, pe cand testele specifice cuprind testarea verigii
celulare si umorale a sistemului imunitar, aprecierea functionalitatii
acestora si alte teste in diagnosticul patologiei asociate. Metodele de la-
borator pentru detectia maladiilor imunodeficitare includ aprecierea
functionalitatii verigii imune celulare si umorale, sistemului comple-
ment, analiza altor mecanisme efectorii, inclusiv fagocitozei si reactiilor
inflamatorii.

Etapele de investigare imunologica de laborator in suspectia imuno-
deficientei vor include:

» Hemoleucograma desfasurata (sunt in special importanti indicii

cantitativi ai limfocitelor);

» Testarea concentratiei serice de imunoglobuline a claselor 1gG,

IgM, 1gA si IgE totala si corelarea lor cu varsta pacientului;
» Aprecierea raspunsului imun specific la antigenele de control
(tetanos, difterie etc.);

» Aprecierea raspunsului imun la vaccinul pneumococic pentru

copiii cu varsta de trei ani si peste;

» Analiza subclaselor 19G (1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 ) in serul

sangvin al pacientului;

» Numaritoarea populatiilor si subpopulatiilor de limfocite T si B;

» Aprecierea activitatii sistemului complement;

» Cuantificarea mobilitatii monocitelor si granulocitelor cu apre-

Cierea activitatii enzimatice.

Pentru testarea imunitatii umorale se utilizeaza metoda imunoenzi-
maticd (ELISA) sau nefelometria — cuantificarea concentratiei Sangvine
a claselor si subclaselor de imunoglobuline M, G, A, E-totala, G1, G2,
G3, G4. Este importanta aprecierea functionalitatii celulelor plasmatice
in sinteza anticorpilor specifici la antigenele de control, cele polizaha-
ride, la neoantigene, mitogene etc. in unele infectii (Chlamidiaze,
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Micoplasmoze, Ureaplasma etc.) este necesard testarea serurilor pare
pentru aprecierea dinamicii procesului infectios.

Determinarea cantitativd a populatiilor si subpopulatiilor limfo-
citare T si B, precum si a celulelor natural Killer se realizeaza prin tes-
tarea marcherilor limfocitari superficiali: CD3*, CD4*, CD8", CD19",
CD16/CD56" cu utilizarea citometriei de flux si a anticorpilor mono-
clonali anti-CD. n studiile clinice si stiintifice este utilizat panelul imu-
nologic standard, care include testarea limfocitelor T-totale (CD3%), a
limfocitelor T-helper (CD3*CD4"), limfocitelor citotoxice/supresoare
(CD3*CD8"), a celulelor B (CD19%) si celulelor natural killer
(CD16*/CD56%).

Aprecierea altor subpopulatii de limfocite presupune utilizarea
panelului imunologic extins care include si alti marcheri:
v/ de activare (CD3*HLA-DR*; CD3*CD25*; CD8'CD38%;
CD3'CD69%);

v' al maturitatii (CD4*CD45RA*; CD4*CD45R0O*; CD19*CD27*
IgD*; CD19°CD5*(B1 si B2); CD3*CD127 low CD25" (Treg);
CD3 *af} si CD3" vyo.

Este importanta aprecierea functionalittii limfocitelor T si B la
mitogeni si antigeni pentru monitoring-ul procesului imunologic.

Pentru determinarea altor stari imunodeficitare se utilizeaza si unele
teste imunologice specifice:

v" Btk in trombocite ( agamaglobulinemia X-lincata);

v Expresia ligandului CD40 in celulele T activate (sindromul

hiper-IgM);

v" Expresia lantului y totala (insuficienta combinatd severa X-lin-

catd);

v" Aprecierea proteinei WAS in limfocite si monocite (sindromul

Wiskott-Aldrich);

v aprecierea altor molecule celulare superficiale si intracitoplas-

matice;

v/ masurarea activitatii enzimelor adenozin-deaminazei (ADA) si

purin-nucleotid-fosforilazei (PNF) in serul sangvin;

v studiul expresiei receptorilor citokinelor.
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De valoare importanta este aprecierea activitatii totale a sistemului
complement CH50 si a componentelor C3, C4.

Analiza starii functionale a fagocitelor se efectueaza prin testarea
mobilitatii fagocitelor si reactiei de explozie a respiratiei in neutrofile -
testul nitroblue tetrazolium (NBT).

o i
clasica lectinica alternati

MBL/ficolini/
Clq | colectine | LPS+C3(H20) |
[ cursicas | [Cmaspiz] MASP3L

Factorul D

activat

Calea clasica/lectinica
C3 convertaza

C4bC2aC3b

Calea clasic#/lectinici Calea alternativa
C5 convertaza C5 convertaza

Complexul
membranoatacant
0

Stratul dublu
lipidic

Figura 8. Schema de activare a complementului pe cale clasica, lectinicia si

alternativa
Nota: MBL — lectina care leagd manoza; LPS — lipopolizaharida; MASP1,2,3 — serin proteaza
asociata lectinei de legare a manozei;

Activitatea sistemului complement poate fi evaluatd pe cale clasica,
lectinica si alternativa, sub forma de reactii in lant cu reglarea procesului
prin sapte proteine responsabile (fig.8). Calea clasica de activare este
indusa de complexul Ag-Ac in prezenta ionilor de Ca™ si Mg**, de regula
pe suprafata celulelor tintd. Activatori ai acestei cai pot fi de asemenea
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lipida A polizaharida si peptidoglicanii bacteriilor, virionii (ARN), PCR,
endotoxina meningococilor, micoplasmele, proteina A stafilococica.

Calea lectinica de activare (fara anticorpi) este indusa de colectine,
proteinele care leagd manoza. Etapele de activare incepand cu C3 sunt
identice celei clasice.

Calea alternativa de activare a complementului este nespecifica,
fiind indusd de componenta polizaharidd a lipopolizaharidei peretelui
celular al bacteriilor (endotoxine), de imunoglobulinele agregate, de
unele remedii medicamentoase, etc.

Complementul activeaza fagocitoza si scindarea complexelor imune.

Deficiente genetice au fost descrise pentru majoritatea componen-
telor complementului (C1q, C1r, Cls, C2, C4, C3, C5, C6, C7, C8, C9).
Toate au o modalitate de transmitere autozomal recesiva, cu exceptia de-
ficitului inhibitorului C1 (C1-INH), care se transmite autozomal domi-
nant. Mai frecvent n populatia umana se constata deficitul Clr (1/100).
Manifestarile clinice ale deficitului de componente ale sistemului com-
plement sunt redate in tab.3.

Testarea asociatiei clinico-imunologice a componentelor comple-
mentului in diferite patologii indicé rolul acestuia in eliminarea si/sau
destructia complexelor imune, in mecanismele de opsonizare, in apara-
rea antibacteriana. Unele gene ale sistemului complement sunt ancorate
pe cromozomul 6 si sunt asociate cu genele sistemului HLA. Deficitul
de Clq se manifestd prin hipogamaglobulinemie, sindromul LES, vas-
culite sistemice, infectii recidivante (septicemie, meningitd), cel de C1r
— prin infectii, glomerulonefritd cu depozite de IgM si C3b in rinichi,
necroza pielii, sindromul LES.

Deficitul componentului C4 se inregistreaza mai frecvent la fetite,
poate fi asimptomatic. Se manifesta ca si sindromul LES, dar fara celule
LE si anticorpi anti-ADN.

Deficitul C2 este insotit de maladii autoimune, sindromul LES (fara
Ac anti-ADN si celule lupice), pneumonii, meningite, septicemii.

Deficitul C3 conduce la insuficienta opsoninelor, este asociat cu
sindromul LES, artralgii, dermatite, maladii autoimune. Frecvent se in-
registreaza pneumonii, meningite induse de pneumococi, Neisseria,
stafilococi.
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Tabelul 3

Boli produse prin deficitul componentelor sistemului complement

Cog'lp_o Ij]entu' Manifestarile clinice/boli asociate

eficitar

Clq, C1r, C1s Infectii piogene, boli autoimune (sindroame lupice,
glomerulonefrite)

Cc2 Infectii piogene, sindroame lupice, vasculite, polimi-
ozite, glomerulonefrite, purpura Henoch-Schoénlein

C3 Infectii piogene grave (coci Gram negativi), glomeru-
lonefrite, boli ale complexelor imune

C4 Sindroame lupice, glomerulonefrite

C5 Infectii gonococice recidivante, incidenta fnaltd a LES

C6 Infectii cu Neisseria, sindroame lupice, sindromul
Sjogren

Cc7 Infectii cu Neisseria, sclerodermie, spondilita anchilo-
zantd

C8 Infectii recidivante cu Neisseria

C9 Evolueaza asimptomatic

Properdina, Infectii piogene, infectii cu Neisseria, sinuzite, bronsite

factorului D

Factorul H Infectii piogene, glomerulonefrite

Factorul I (C3b Infectii piogene recidivante, boli cu complexe imune

inactivator)

C1lINH Edem angioneurotic ereditar

DAF si CD59 Hemoglobina paroxistica nocturna

Deficitul C5 induce insufucienta factorului chemotactic C5a si apa-
ritia infectiilor meningococice, dezvoltarea LES.
Deficitul C6 conduce la infectii gonococice si meningococice, LES,

sindromul Sjégren.

Deficitul C7-C9 este asociat cu LES si infectiile recidivante induse

de Neisseria.

Dereglarea functiei complementului care participa in agregarea si
solubilizarea complexelor imune poate fi cauza dezvoltarii patologiei de-
finite de complexe imune. Testarea activitatii totale a complementului si
componentelor acestuia este redata grafic pe fig.9.
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Dereglarea tuturor
cailor de activare

Investigati
C3,CS,
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Deficienta
gasita

Testare geneticd
pentru
canfirmare
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componente
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Testati proteinele
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niciunul

Investigati
markerii de
activare

autoanticorpi
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anti factor H,
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Activarea
markerilor
anormali

Probabil, maladia disreglarii
complementului

Continuati sifsau largiti
spectrul de investigatii

Figura 9. Schema testarii complementului si a componentelor acestuia
Nota: CH50, AH50 — activitatea totald a complementului.

Marcherii de activare care trebuie luati in considerare sunt: C5b-9,
C4a, C4d, C3a, C3d, iC3b, C5a, Bb, Ba si C3 convertaza. Nu este ne-
cesar sa se masoare toti marcherii, dar, apreciindu-i consecutiv, este po-
sibil sa se determine locul dereglarii pentru toate masurarile complemen-
tului si, in special, pentru marcherii de activare — este esentiala manipu-
larea adecvata a probei in functie de tipul de analiza, inclusiv congelarea
la -80C 1n cursul a 2 ore de la recoltare.
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Scaderea activitatii hemolitice (CH50) poate indica deficitul unui
factor. In sange pot apirea si produsele activarii sistemului complement
care specifica procesul inflamator (toxine anafilactice C4a, C3a, Cba,
fragmente C4d, Ba, C3dg, complexe de atac membranar, C5-C9 etc.).
Aprecierea lor are importanta diagnostica.

Activitatea fagocitara a polimorfonuclearelor (PMN), a capacitatii
lor de inglobare si digestie a Ag non-proprii se testeaza prin aprecierea
numarului fagocitar (procentul fagocitelor care au inglobat particulele de
latex, zimozan sau microorganism — Staphilococcus aureus, Staphilo-
coccus albus, Escherichia coli etc.) si a indicelui fagocitar (media numa-
rului de particule inglobate de fiecare fagocit). Pentru aprecierea meca-
nismelor bactericide dependente de oxigen se utilizeaza cuantificarea
gradului de activitate al NADPH-oxidazei, functie de restabilirea de
catre fagocite a colorantului nitroblue tetrazolium, substanta solubila de
culoare galben pal in granule insolubile de formazan de culoare albastru
inchis sub influenta superoxidelor anionului aparent in aceasta reactie
generatoare de superoxide.

In frotiuri sunt numarate cate 100 de neutrofile cu marcarea celor
care contin in citoplasma fie particule de latex, microorganisme sau
depuneri de formazan si celulele care nu au reactionat. Rezultatul este
exprimat in procente de celule care au reactionat pozitiv.

Reactia are importantd diagnostica in maladia cronica granulo-
matoasd, care se caracterizeazd prin prezenta defectelor genetice 1n
complexul NADPH-oxidaza.

Varianta cea mai grava a IDP este imunodeficienta severa com-
binata (SCID), care prezinta o stare de urgenta in imunologie, rezultata
din defectul profund al limfocitelor T, iar consecintele letale ale mala-
diei survin in perioada timpurie a vietii (in absenta interventiei recon-
structive imune). Algoritmul investigatiilor ce se impun la suspectia
SCID (sugerate pentru medici) este redat in fig.10.
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Figura 10. Algoritmul cercetarilor clinico-paraclinice ale pacientilor
suspecti de SCID

Pentru multe imunodeficiente primare a fost descrisd localizarea
cromozomiald a genei defecte ce asigura detectia purtatorilor de gene si
diagnosticul prenatal al IDP.

Actualmente diagnosticul prenatal se realizeaza pe mostre de sange
fetal, celule amniotice sau pe materialul de biopsie a vilozitatilor coriale.

Rezumand materialele prezentate, reiteram ca un algoritm pentru
detectia imunodeficientei primare trebuie sa combine diferite metode -
clinice, investigatii de laborator clinic, imunologie standard sau extinsa
la indicatii etc., urmand confirmarea si analiza acestora (fig.11).

Implementarea acestor metode si manopere este acceptabila in
laboratoare imunologice dotate cu echipament adecvat pentru realizarea
cercetarilor contemporane (citometria de flux, nefelometria etc.).
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4. TESTAREA GENETICA iN DIAGNOSTICUL
IMUNODEFICIENTELOR PRIMARE

Defectele genetice care afecteaza sistemul imunitar sunt cunoscute
sub numele de imunodeficientd primara (IDP) si includ mai mult de 450
de erori innascute asociate cu o singura gena.

Actualmente, cea mai eficienta modalitate de a diagnostica defec-
tele ereditare ale sistemului imunitar este un studiu genetic molecular,
ale carui rezultate sunt evaluate impreuna cu datele examenelor clinice
si de laborator (imunologice).

IDP sunt cauzate de defecte (mutatii) ale genelor care controleaza
sistemul imunitar. Sunt cunoscute mai multe tipuri de mutatii genetice:
substitutii, insertii, deletii, dublarea perechilor de nucleotide. Ca urmare,
structura proteinelor responsabile de sistemul imunitar este perturbata.
Mutatiile pot fi mostenite sau pot aparea de novo. Pacientii cu suspiciune
de IDP care nu au un diagnostic genetic suferd adesea o experienta lunga,
impovaratoare, ineficienta si costisitoare cunoscutd sub numele de
«odisee diagnosticay. Intarzierea diagnosticului complica mult gestiona-
rea si tratamentul adecvat al bolii, provocand o scadere a calitatii vietii.

Cunoasterea defectului genetic Inseamna:

o prescrierea tratamentului corect al IDP, inclusiv identificarea ge-
nei defecte — in zonele in care aceasta interventie este accesibila.
prognozarea evolutiei maladiei.

"prenatale").

o efectuarea de consiliere genetica pentru adultii cu IDP care si
planificd nasterea unui copil sdndtos.

IDP se transmit pe diferite cdi de mostenire. Majoritatea IDP sunt

monogene si sunt mostenite prin cale autosomal recesiva (AR), X-lincat
recesiv = (X-lincat R) si autosomal dominanta (AD) (tab.4).

Tabelul 4

Genele asociate cu unele imunodeficiente primare

Forma imunodeficientei primare (IDP) | Gena
IDP cu mostenire autosomal dominanta
Neutropenia congenitald severa ELANE
Sindromul limfoproliferativ autoimun FAS (TNFRSF6),
CASP10
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Sindromul periodic asociat criopirinei (cryopyrin-
associated periodic syndromes — CAPS)

NLRP3

Sindromul periodic asociat cu receptorul factorului
de necroza tumorala [tumor necrosis factor (TNF)
receptor-associated periodic syndrome — TRAPS]

TNFRSF1A

Edemul angioneurotic ereditar

SERPING1 (CINH)

Candidoza mucocutanata cronica

STAT1

Sindromul hiper-IgE STAT3

Deficitul de CTLA4 CTLA4

Deficitul de PI3K$ PIK3p110
Sindromul WHIM (nevus, hipogamaglobulinemie, | receptor CXCL12

infectii mielocatexis)

IDP cu mostenire autosomal recesiva

Neutropenia congenitalda severa (maladia Kost- | HAX1
mann)

Sindromul hiper-1gD MVK
Sindromul Nijmegen NBS1

SCID (Sindromul Omenn) RAG1, RAG2
Febra Mediteraneana Familiala MEFV
Sindromul Shwachman-Diamond SBDS

Sindromul hiper-lgM

CD40 (TNFRSF5)

Limfohistiocitoza hemofagocitara familiala

STXBP2, PRF1

Sindromul Louis-Bar (ataxia - telangiectazia)

ATM

Sindromul hiper-1gE

DOCKS

IDP cu mostenire X-lincatd recesiva

Sindromul limfoproliferativ X-lincat tip 2 (X-lin- | BIRC4
ked lymphoproliferative syndrome type 2 — XLP2)
Agamaglobulinemia X-lincata (maladia Bruton) BTK
Sindromul hiper-lgM CD40LG
Boala granulomatoasa cronica X-lincata CYBB
Sindromul IPEX (Sindromul de dereglare imuni-| FOXP3
tara, poliendocrinopatrie, enteropatie, sindrom

X-lincat)

SCID (deficitul lantului gama) IL2RG
Sindromul limfoproliferativ X-lincat tip 1 (X-lin-| SH2D1A
ked lymphoproliferative syndrome type 1 — XLP1)
Sindromul Wiskott-Aldrich WAS

In functie de tipul de mostenire si de alte fenomene genetice (de
exemplu, penetrarea incompletd a genelor etc.), rudele de sange ale
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pacientului — purtatori de gene mutante — pot manifesta forme subclinice
ale bolii, uneori diagnosticate doar la varsta de adult.

In populatia generala de pacienti cu IDP, bolnavii cu tipuri de mos-
tenire X-lincata R si AD sunt cele mai frecvente.

Unele IDP apar din cauza modificarilor in structura cromozomilor
— aberatii cromozomiale. Cea mai frecventad forma de IDP din acest grup
este sindromul DiGeorge sau sindromul de deletie a bratului scurt al
cromozomului 22 (del 22911.2).

Screening-ul neonatal in diagnosticul imunodeficientei primare.
Extrem de importanta actualmente este utilizarea marcherilor de scre-
ening care permit verificarea IDP in etapele cautarii preclinice si precoce
a diagnosticului. Scopul principal al screening-ului populatiei de nou-
nascuti este detectia precoce a unui numar de boli grave asimptomatice
la sugari, pentru care este disponibil un tratament eficient, iar diagnosti-
cul precoce si interventiile adecvate previn complicatiile grave.

in ultimul deceniu definitia marcherilor universali ai imunodefi-
cientei de celule T—TREC (T-cell receptor excision circle) si a celulelor
B — KREC (kappa-deleting recombination excision circle) pentru scre-
ening-ul IDP a fost introdusa activ in practica asistentei medicale in
multe tiri. In timpul maturirii limfocitelor T in timus si celulelor B in
maduva osoasd, receptorii celulari se formeaza prin rearanjarea genelor
in lantul ADN pentru crearea unui loc unic care recunoaste agentul
striin. In timpul fiecarei astfel de recombiniri, un mic fragment este taiat
din lant, formand un inel de excizie. Aceste inele au fost numite TREC
si KREC. Analiza cantitativa a sectiunilor inelare ale ADN-TREC si
KREC, care sunt examinate in limfocite, permit aprecierea gradului de
diferentiere, maturitatea si activitatea limfocitelor T si B. TREC insotes-
te maturizarea practic a majoritatii limfocitelor T (fig.12), iar KREC —a
tuturor limfocitelor B si, astfel, servesc ca marcheri ai numarului lor
(fig.13).

O scédere a cantitatii de TREC si/sau KREC 1n sange indicé pre-
zenta starilor de imunodeficienta.
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limfocit T in timpul maturarii sale). limfocit B in timpul maturarii sale).

Imunodeficienta combinata severd (SCID) este una dintre formele
de IDP care poate conduce la moartea unui copil fara terapia timpurie,
iar rezultatele tratamentului sunt imbunatatite semnificativ, daca sugarii
sunt diagnosticati si tratati in primele cateva luni de viatd. Screening-ul
SCID a fost introdus 1n multe tari din intreaga lume folosind inelele de
excizie a receptorului celulelor T (TREC) si celulelor B (KREC), per-
mitand identificarea copiilor cu forme severe de IDP, manifeste prin T
si B-limfopenie. Metodologia screening-ului la SCID prin metoda TREC
este prezentata in fig.14.

Petele de sange uscate prezinta o picatura mica de sange capilar ob-
tinut prin inteparea pielii calcaiului nou-nascutilor cu o lanceta, colectata
pe un disc special de hartie de filtru a cardului Guthrié la externarea
acestuia din maternitate (de preferinta in a 3-a zi de viata a copilului).
Aceastd metodad de obtinere a unui esantion clinic pentru proceduri de
diagnosticare ulterioare are un cost redus si nu necesita conditii speciale
de depozitare. Majoritatea studiilor publicate pana in prezent determina
nivelul de TREC si KREC per mcl de sange nou-nascut (3 mel de sange
intr-un disc cu un diametru de 3,2 mm). Numarul de copii TREC dintr-0
proba de ADN este masurat folosind reactia cantitativa de polimerizare
in lant (QPCR) in timp real. Acest test reflectd numarul de celule T naive
care au parasit timusul in sangele periferic. Nou-nascutii sanatosi la
termen au aproximativ 1 TREC la 40 de celule T, ceea ce reflectd nivelul
de limfocite T naive din sange, in timp ce copiii mai mari si adultii au
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aproximativ 1 la 100 sau 1000 de celule T, ceea ce este asociat cu
"diluarea" grupului de celule T prin diviziune mitoticd. Nou-nascutii cu
SCID au niveluri TREC foarte scazute sau nedetectabile. Aceasta este
ceea ce face posibila detectia maladiei In prima siaptdamana de viata a
copilului, cu mult inainte de manifestarea clinica a bolii.

™, | Extractia ADN |
3 Screening-ul
y s L
) tuturor nou-
) nascutilor Reactia de polimerizare in
£ lant cantitativa, Real Time

‘ Picatura de ‘L

singe | 40 cicluri de amplificatie |
3 ul DBS ¢
o | |
Sl Mediana TRECs>800copii
. Cut off pentru SCID<40 copii
Guthrie

Figura 14. Screening-ul nou-nascutilor pentru SCID

Eficacitatea analizei TREC a fost argumentatd pentru: SCID, sin-
droamele DiGeorge, SHARGE, Nijmegen, Louis-Bar, CID fara o cauza
moleculara identificabila si alte limfopenii. A fost stabilita eficacitatea de-
terminarii KREC pentru diagnosticul agamaglobulinemiei congenitale.

Problema identificarii pacientilor cu defecte ale celulelor B imune
care conduc la dezvoltarea unor conditii nu mai putin severe si care pun
viata in pericol (Agamaglobulinemia Bruton, hiperimunoglobulinemia
M, SCID cu absenta celulelor B) este in prezent rezolvata prin screening
pentru KREC. Casiin cazul TREC, KREC nu se poate replica in celula,
este o structura stabild si apare la mai mult de 50% din limfocitele B. Un
mare avantaj este capacitatea de a combina testele TREC si KREC cu
metode genetice, imunologice si moleculare (fig.15). O astfel de combi-
natie de teste face posibila detectarea mai multor tipuri de IDP decat cu
testarea separatd TREC sau KREC, iar in baza rezultatului de screening
se poate initia in timp util terapia adecvata, patogenetic justificata a co-
piilor bolnavi, eforturi care vor duce in cele din urma la o scadere a mor-
biditatii si a mortalitatii infantile din cauza acestor maladii.
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Metode de diagnostic molecular al bolilor genetice

in diagnosticul molecular al IDP, obiectul de studiu este molecula
ADN a pacientului. Acesta este avantajul decisiv al acestei metode de
cercetare diagnostica care se poate efectua nu doar pe tesuturile in care
este exprimata gena respectiva, ci si pe orice celule ale corpului din care
se poate izola ADN-ul.

Debutul semnelor
clinice

Suspectie IDP

Diagnostic
alternativ

Sanatos

Rezultatul
mixt

Figura 15. Algoritmul de diagnosticare a IDP folosind testele TREC si
KREC

Exista o multitudine de metode pentru analiza polimorfismului ge-
netic. Cele mai raspandite sunt urmatoarele:

» polimorfismul lungimii fragmentului de restrictie (RFLP). Folo-
sind PCR, se amplifica un locus genetic specific. Mai mult, produsul de
amplificare este scindat prin endonucleaze de restrictie. In acest caz, se
formeaza fragmente de diferite dimensiuni, care sunt identificate in
timpul electroforezei;

37



» PCR specific alelelor. Aceasta include amplificarea fragmen-
telor de ADN si hibridizarea ulterioara cu oligonucleotide specifice ale-
lei marcate. Pentru a face acest lucru, sunt sintetizate doua tipuri de sec-
vente oligonucleotidice, in care site-ul mutant ocupa o pozitie centrala.
Fiecare dintre aceste sonde oligonucleotidice sunt complementare celor
normale sau variante mutante de ADN, respectiv. Conditiile de hibridi-
zare sunt selectate deoarece este important ca duplexurile stabile sa se
formeze numai cu complementaritatea completa a perechilor hibride. In
aceste conditii, fragmentele de ADN amplificate fara mutatie vor hibri-
diza numai cu sonda normala, ADN-ul homozigotilor prin mutatie — nu-
mai cu cel mutant si ADN-ul heterozigotilor — cu ambele sonde marcher.
Au fost dezvoltate modificdri convenabile ale acestei metode folosind
sonde ADN specifice alelei;

» PCR in timp real sau PCR cantitativa (QPCR in timp real) se
bazeaza pe metoda reactiei de polimerizare in lant utilizata pentru am-
plificarea simultand si masurarea cantitatii unei molecule de ADN date;

» Reactia ligazei multiplex cu amplificarea ulterioara (MLPA)
este o variantd a PCR multiplex. Ca urmare a reactiei de baza, este posSi-
bil sd se obtind pana la 45 de fragmente PCR unice cu o lungime de 64
pana la 500 p.b., care pot fi separate prin electroforeza capilara. Spre
deosebire de PCR multiplex standard, metoda MLPA implica utilizarea
unei singure perechi de praimeri pentru toate sondele, ceea ce simplifica
optimizarea conditiilor PCR. Metoda MLPA este destul de usor de utili-
zat si necesitd un cicler termic si un secventiator cu o functie de analiza
a fragmentelor.

» metode de cipuri de ADN. Tehnologia microcipurilor biologice
este o inovatie importanta in biologia moleculard. Aceastd tehnologie
permite utilizarea unor cantitati relativ mici de material sursa, efectuarea
unei reactii in microvolume si efectuarea simultand a unei analize mul-
tiparametrice a mai multor gene ale aceluiasi obiect. Sensibilitatea sa
este comparabild cu metodele standard de amplificare a diagnosticarii
ADN si in unele cazuri este mai inalti. In functie de natura sondelor
imobilizate exista patru tipuri principale de biocipuri:

1) cipuri ADN;

2) cipuri ARN;

3) microcipuri de proteine;
4) microcipuri celulare.
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Diagnosticul ADN folosind cipuri a fost dezvoltat in continuare in
metode progresive precum screening-ul de asociere la nivel de genom
(GWAS) si metoda hibridizarii genomice comparative pe cipuri
(hibridizarea genomului comparativ — CGH); o metodd de secventiere a
ADN de noua generatie (new generation sequencing, NGS).

Secventierea, adica "citirea" codului genetic al intregului genom
celular, este "standardul de aur "pentru detectarea oricaror mutatii la nive-
lul intregului genom, al cromozomilor individuali si al genelor indivi-
duale. Datorita dezvoltarii rapide a tehnologiei de secventiere a ADN,
costul unui "pas", adica determinarea pozitiei unei nucleotide, a scazut de
aproape un milion de ori fatd de costul initial in ultimii 10 ani, iar timpul
de secventiere a Intregului genom a fost deja redus la aproape 24 de ore.
In plus, in ultimii ani, a fost dezvoltati o tehnologie pentru a izola din
genomul uman doar acea parte a acestuia care este necesara pentru sinteza
proteinelor, asa-numitul exon, care reprezinta doar aproximativ 2% din
ADN celulei. Secventierea exonului dureaza doar cateva ore si este deja
utilizat pentru o cautare pe scard larga (la nivel de genom) pentru mutatii
care stau la baza bolilor rare. Datorita imbunatatirilor serioase, a aparut
tehnologia de secventiere paralela profunda sau secventiere de noud gene-
ratie. Cu aceasta tehnologie a devenit posibild identificarea mutatiilor
chiar si in cazul IDP rare cu o gend cauzala necunoscuta.

in prezent, au fost identificate sute de gene, mutatii care duc la di-
verse IDP. Bazele de date si bancile de mutatii au fost deja create pentru
multe dintre ele, au fost identificate mutatii majore, adica cele mai frec-
vente mutatii, au fost identificate zone cu mutabilitate crescuta ("puncte
fierbinti") si au fost dezvoltati algoritmi de diagnostic molecular.

Consilierea genetica si diagnosticul prenatal al IDP

Toti copiii pacientului cu tipul de mostenire AR si toate fiicele
pacientului cu tipul de mostenire X-lincat R sunt purtitori ai genei
mutante, deci au nevoie de consiliere genetica. Consilierea este acordata
parintilor pacientilor cu IDP.

Sarcinile unui genetician in procesul de consiliere sunt urmétoarele:

o stabilirea diagnosticului de IDP,

o calculul riscului genetic,

unui copil cu IDP.

Riscul genetic (probabilitatea de a avea un copil cu IDP) de peste

20% este considerat inalt. Cu tipul de mostenire AR el este de 25%, iar la
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mostenirea AD — atinge 50%, prin urmare, diagnosticul genetic molecular
oferd un ajutor indispensabil in prevenirea IDP. Atunci cand se identifica
una (cu transmiterea AD si X-lincat R de IDP) sau ambele mutatii (cu
tipuri AR de IDP), devine posibil in cazul urmatoarei sarcini sa se de-
termine statusul genetic a fatului, adica sa efectueze diagnostice prenatale,
care are un loc decisiv in prevenirea IDP. Diagnosticul prenatal este po-
sibil in primul trimestru de sarcina (prin analiza moleculara a cilia co-
rionicd) sau lichidul amniotic care contine celule fetale la 16-18 saptamani
de sarcind (amniocenteza). Un indicator ca consultarea a fost efectuata cu
succes va fi adoptarea de catre parinti a unei decizii adecvate.

O altd metodd moderna de prevenire a IDP este diagnosticarea
preimplantarii, avantajul caruia este posibilitatea transplantului de em-
brioni fara gene mutante, adica posibilitatea de a incepe o sarcind cu un
fat deliberat sanatos.

In toate cazurile de IDP, este necesar ca pacientul si se adreseze
unui genetician. Doar munca comund a specialistilor din diferite pro-
filuri, inclusiv a medicilor de ingrijire primara, va duce la depistarea pre-
coce a pacientilor cu IDP si la informarea familiilor cu privire la riscurile
suplimentare de a avea copii bolnavi, la identificarea pacientilor cu MID
in randul adultilor.
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5. BIOMARCHERII DE LABORATOR Al
IMUNODEFICIENTELOR PRIMARE

Metodele clinice de laborator permit suspectia IDP la etapele pre-
coce, in special este de importantd majord limfopenia persistentd (sca-
derea numarului de limfocite mai putin de 1500/ul, in special la copiii
Ccu varsta precoce, de regula, este un criteriu al IDP cu afectarea verigii
celulare a imunitatii).

Scaderea esentiald a fractiei de gama-globuline la electroforegrama
proteinei totale poate sugera dereglarea sintezei de imunoglobuline.
Defectele anticorpogenezei constituie 50-70% din totalul IDP si includ
multiple forme nosologice.

Hipogamaglobulinemia tranzitorie la copii Se inregistreaza mai
frecvent la prematuri, se caracterizeaza prin nivelul scazut al imunoglo-
bulinelor datorat catalizarii IgG materne si sintezei insuficiente a celor
proprii. Copilul este predispus la infectii bacteriene severe, recidivante,
in special la nivelul tractului respirator. Se inregistreaza la 5-8% dintre
copii si, de regula dispare spontan la 1,5-4 ani. Testarea statusului imun
denota un procent normal de LT si LB, nivel scazut de Ig. Ganglionii
limfatici si amigdalele sunt fara modificari.

Evolutia este favorabila si nu necesitd administrari de gamaglobulina.
In cazuri severe se obtin rezultate bune prin terapie combinata cu anti-
biotice de spectru larg, administrarea imunoglobulinei — dupa indicatie.

Deficitul selectiv al imunoglobulinei A se dezvolta in cazul genei
defecte tnfrsf 13b sau p. Clinic acesta se manifesta prin predispozitie la
infectii, manifestari autoimune, IDP cu dereglarea sintezei de Ac la mem-
brii familiei; este pastratd capacitatea de formare a raspunsului imun post-
vaccinal. Se atesta insuficientd IgA selectiva, adica deficitul uneia din
subclase (30% cazuri), si insuficienta IgA totala (70% din cazuri). Defici-
enta subclasei IgA 2 conduce la manifestari clinice mai evidente compa-
rativ cu deficitul IgA1. Sunt posibile si combinatii ale deficitului IgA cu
alte dereglari (cu defectul biosintezei I1gG si cu anomalii ale limfocitelor
T). Investigatiile de laborator confirma deficitul IgA prin scaderea con-
centratiei IgA serice —sub 0,05 g/l (<5 mg/dl) la copii cu varsta de peste
4 ani. Valorile IgG si IgM sunt in norma, cantitatea si coraportul
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subpopulatiilor limfocitare si activitatea lor functionala de regula sunt nor-
male. Acestea sunt criteriile de diagnostic al deficitului selectiv de IgA.

In cazul combinarii deficientei IgA cu deficitul subclaselor IgG
clinic se Inregistreaza maladii infectioase recidivante si infectii bacte-
riene severe, iar testarea imunitatii umorale constata IgA de nivel normal
sau putin scazut, minorizarea uneia sau catorva subclase de IgG (testarea
se repeta de 2 ori cu interval de 10-14 zile). Concomitent se apreciaza
capacitatea pastratd de formare a raspunsului imun postvaccinal si sunt
excluse defectele verigii imunitare T.

In deficienta subclaselor de 1gG apar clinic infectii bacteriene se-
vere si recidivante. Testarea imunologica atesta nivele de IgA, IgG si
IgM incadrabile in valorile de varsta, scaderea unei sau cdtorva subclase
de 1gG (testare dublu reluatd) cu pastrarea intactd a imunitatii celulare T
si a capacitatii de formare a raspunsului imun postvaccinal adecvat.

Agamaglobulinemia cu deficit de celule B.

in agamaglobulinemia X-lincatd (maladia Bruton) sunt afectati
baietii, nascuti din mame purtatoare de gena defecta Btk (Xg21.3-022),
care codificd proteinkinaza Btk specificd pentru limfocitele B (Bruton's
tyrosine kinaze - tirozinkinaza Bruton). In contextul acestui defect are
loc dereglarea cailor de semnalizare intracelulard, recombinarea lantu-
rilor grele ale imunoglobulinelor, diferentierea celulelor pre-B in limbo-
cite B. Actualmente au fost descrise 6 defecte genetice, inclusiv cele ce
vizeazd moleculele receptorului celular pre-B, proteina adaptorului cito-
plasmatic al celulelor B (BLNK) si defecte ale genei Leucine-Rich
Repeat-Containing 8 (LRRCS).

Biomarcherii diagnosticului de laborator in aceasta afectiune sunt:

v' Pentru diagnosticul final de maladie Bruton

e Minimalizarea (< 2%) sau absenta limfocitelor B periferice. In

maduva osoasa sunt prezente celulele pre-B cu lantul p in
citoplasma. Numarul limfocitelor T si testele functionale ale
acestora pot avea valori de norma;

e IgM si IgA in sange nu se apreciaza. IgG poate fi prezenta, dar

in cantitati mici ( 0,4-1,0 g/L);

e Sunt absenti anticorpii la antigenele eritrocitare ale grupelor de

sange si la antigenele vaccinurilor (toxinele titanic, difteric etc.).
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o Poate sa se dezvolte neutropenia;

e Cercetarea histologica a tesutului limfoid denotd absenta cen-

trelor germinative si celulelor plasmatice in foliculele limfoide.

e Concomitent va fi prezent unul din urmatoarele criterii — mutatia

genei Btk, absenta expresiei mARN Btk in neutrofile sau mono-
cite, absenta expresiei Btk in monocite sau trombocite. Rudele pa-
cientului (unchii, nepotii, verisorii pe linia materna) prezinta < 2%
CD19".

v' In diagnosticul probabil la pacientul suspect se determina mai
putin de 2% de CD19" (limfocite B), care se asociaza cu debutul infecti-
ilor bacteriene recidivante pana la 5 ani, scaderea imunoglobulinelor de
clasele G, M, A sub 2SD ale normei de jos pentru varsta respectiva,
absenta izohemaglutininelor si/sau raspuns slab la vaccinare, precum si
sunt excluse alte cauze de hipogamaglobulinemie.

v’ In cazul unui diagnostic posibil criteriile sunt: pacientul de sex
masculin, care are mai putin de 2% de CD19*, fiind excluse alte cauze
de hipogamaglobulinemie, concentratia serica sangvina a IgG, IgA si
IgM este redusa sub 2 SD fatda de norma de varsta, absenteaza izohema-
glutininele si/sau raspunsul imun este slab la vaccinare, debutul maladiei
fiind pana la 5 ani.

Criteriul de diagnostic este scaderea concentratiei de 1gG serice
la mai putin de 2 g/l s\ absenta IgA, IgM si limfocitelor B circulante.

Imunodeficienta comund variabila (CVID) prezintd o grupa de
sindroame, care se caracterizeaza prin defectul de sintezd a anticorpilor
si al imunitatii celulare. Clinic se manifesta prin predispunerea majora la
infectii, manifestari autoimune, formarea de granuloame. Cercetarile de
laborator denota limfoproliferarea policlonala inexplicabild, IDP cu de-
reglarea sintezei de Ac la membrii familiei, scaderea esentiald a nivelului
de IgG in doua cercetari consecutive — cu 2 SD fata de norma de varsta,
iar la adulti - mai putin de 4,5 g/l si IgA cu/sau fara scaderea nivelului
de IgM.

Concomitent se constata raspuns neadecvat la vaccinare (si/sau ab-
senta izohemaglutininelor), putine celule B de memorie (< 70% de la
norma de varstd), debutul maladiei — sub 4 ani, excluderea genezei se-
cundare a hipogamaglobulinemiei, absenta criteriilor de dereglare
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profunda a verigii celulare T (prezenta a nu mai mult de unul din cele
trei criterii):

e CDA4%/ul: la 2-6 ani < 300; 6-12 ani < 250; peste 12 ani < 200.

e Procentul de CD4" naive: la 2-6 ani < 25%; 6-16 ani < 20%;

dupa 16 ani < 10%.

e Proliferarea celulara T este absenta.

Criteriul veridic de diagnostic al CVID este scaderea esentiald a
continutului de imunoglobuline din trei sau doua izotipuri principale la
persoanele de ambele sexe in combinatie cu unul din urmdtoarele cri-
terii:

— Debutul maladiei dupa vdrsta de 20 de ani;

— Absenta izohemaglutininelor si/sau raspunsul slab la vaccinare;

— Excluderea altor cauze ale agamaglobulinemiei.

La unii bolnavi cauza dezvoltarii CVID sunt mutatiile genelor care
codificd moleculele implicate in procesele de maturizare si supravetuire
a celulelor B: BAFF-R (B-cell Activating factor Receptor), Blimp-1 (B-
limphocyte induced maturation protein-1) si ICOS (Inducible costimu-
lator). Are loc dereglarea capacitatii limfocitelor B de a se diferentia in
celule plasmatice, se dezvolta defecte ale anticorpogenezei, este posibilad
disfunctia limfocitelor T, se observa tendinta majora de dezvoltare a ma-
ladiilor infectioase. Sindromul poate sd se manifeste in copilaria timpu-
rie, in adolescenta sau la persoanele tinere.

Biomarcherii diagnosticului de laborator in aceasta afectiune sunt:

» Nivelul IgA si IgG sunt scdzute esential (aproximativ la 50% de

bolnavi) si IgM (pdna la cantitati nedetectabile),

» Numarul limfocitelor B in sange corespunde valorilor normale

sau sunt scazute;

» Cantitatea limfocitelor T la majoritatea bolnavilor este nor-

mala;

» La pacientii cu forme severe este posibila dezvoltarea limfo-

peniei (mai putin de 1500~10° celule/I de sdinge);

» Numarul celulelor NK este scazut;

» Producerea anticorpilor specifici ca raspuns la imunizare este

scazuta sau absenta;
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» Proliferarea limfocitelor si formarea IL-2 la actiunea mitogene-

lor si antigenelor este dereglata esential.

Criteriul de diagnostic in deficienta imund comund variabila este
scdderea esentiald a trei, mai rar a doud clase principale de imunoglo-
buline ( IgA, IgG, IgM) la un numdr normal sau scdazut de celule B,
dereglarea raspunsului specific.

Sindromul de hiper-1gM prezinta o grupa de maladii genetice ete-
rogene cu manifestari clinice si de laborator identice. La baza sindromului
stau dereglarile moleculare a calei de interactiune a receptorului CD40 de
pe limfocitele B cu ligandul CD40 pe celulele T, care conduc la dereglarea
comutarii sintezei IgM la alte clase de imunoglobuline. In 70% cazuri
maladia se mosteneste X-lincat, iar in celelalte autosomal recesiv. Clinic
la acesti pacienti se constata predispozitia majora la infectii, manifestari
ale disreglarii imune (proliferarea limfocitara, colangita sclerozanta, alte
manifestdri autoimune), citopenii (neutropenie sau citopenii autoimune),
limfoame, imunodeficiente primare cu dereglari ale sintezei de anticorpi
la membrii familiei, precum si scaderea esentiald a nivelului IgG la o con-
centratie majorata sau normala de IgM (cercetata in doua probe secventi-
ale). Ca si in alte forme nosologice sunt excluse alte cauze ale hipoga-
maglobulinemiei, sunt absente semnele de dereglare profunda a verigii ce-
lulare T (prezenta nu mai mult de unul din trei criterii):

e CD4*/ul - 0-6 luni < 1000; 6 luni - 1 an < 800; 1-2 ani < 500;

2-6 ani < 300; 6-12 ani < 250; mai mare 12 ani < 200;
e Procentul limfocitelor CD4* naive - 2-6 ani < 30%; 2-6 ani
< 25%; 6-16 ani < 20%; mai mare de 16 ani < 10%.

e Proliferarea celulara T este absenta.

In acest caz nu sunt reperate insemne de ataxie-telangiectazie (pete
de nuanta “cafea cu lapte”, ataxia, telangiectazia, nivel majorat de alfa
fetoproteina).

Criteriul de suport pentru emiterea diagnosticului de hiper-IgM
este scaderea marcatad a concentratiei de IgG si IgA serice la o cantitate
normald sau majorata de IgM. Cantitatea limfocitelor T si B circulante,
de regula este normala.

Dereglarea sintezei de anticorpi specifici se manifesta clinic prin
infectii bacteriene severe si recidivante, concentratii serice de 1gG, I1gA,
IgM si subclasele 1gG — in limita valorilor de referintd. La testarea
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imunologica a anticorpilor specifici dupa imunizarea cu un vaccin care
contine antigene polizaharide purificate ale Pneumococului (sau un alt
vaccin polizaharid) sau dupa o maladie infectioasa suportata se constata
dereglarea severa a sintezei de Ac specifici.

Imunodeficientele primare neclasificate cu insuficienta prioritara de
sinteza a Ac se emit in prezenta a practic acelorasi criterii, dar fara co-
respundere cu semnele altor IDP cu deficienta de producere a anticor-
pilor.

Defectele verigii celulare si deficientele combinate.

Imunodeficientele cu afectarea verigii imune de celule T sunt di-
verse si variazd dupa severitatea manifestarilor infectioase si prezenta
patologiei neinfectioase asociate. Pacientii sunt expusi infectiilor opor-
tuniste induse de protozoare, virusuri (Herpes Simplex, Varicella Zoster,
Citomegalovirus) sau fungi. Acestia dezvolta frecvent pneumonie pro-
gresiva indusa de virionul Paragripei tipul 3, CMV sau Pneumocystis
carinii.

Afectarea unei sau altei functii a limfocitelor T conduce de regula
si la dereglarea raspunsului specific umoral, deoarece functia limfo-
citelor B depinde de activitatea normala a limfocitelor T. Este carac-
teristica frecventa crescutd a neutropeniilor, trombocitopeniilor auto-
imune.

La maladiile acestui grup se refera imunodeficienta combinata se-
vera, sindromul DiGeorge etc.

Imunodeficienta combinati severa (SCID) este considerata ca fi-
ind cea mai grava dintre toate imunodeficientele primare, data fiind
absenta combinata a functiei limfocitelor T si B. La copilul mic SCID
reprezintd forma mortald de imunodeficientd. Infectiile sugarului cu
SCID sunt foarte severe si includ pneumonia, meningita, septicemia,
infectii cutanate cronice sau diareea persistenta.

Criteriile diagnostice pentru toate formele de SCID sunt: hipopla-
zia tesutului limfoid, limfopenia, scaderea esentiald a limfocitelor CD3*
si a concentratiei imunoglobulinelor serice sangvine, debutul precoce
al infectiilor severe. In dependentd de forma maladiei numdrul limfoCi-
telor B variaza de la nule (T-B-) pana la valori normale (T-B+), dar in
toate cazurile functia acestora este dereglatd. In unele forme de SCID
se apreciaza un numar normal de limfocite NK (NK+).

Cea mai simpla metoda de diagnosticare a SCID este evaluarea
numarului de limfocite din séngele periferic sau din cordonul ombilical.
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Un sugar sanatos are in primul an de viata in jur de 4000 limfocite/ul, din
care 70% sunt limfocite T. Un sugar cu SCID, neavand limfocite T are o
medie de 1500 limfocite/ul. Confirmarea diagnosticului se face prin imu-
nofenotiparea limfocitar si teste de proliferare ale acestora. In cazul su-
garilor, imunograma nu este relevanta, deoarece IgG de la mama trec prin
placenta, deficitul de IgG neputand fi recunoscut timp de cateva luni, pana
cand IgG de origine materna sunt catabolizate. La acestia este interzisa
administrarea de vaccin BCG sau de vaccinuri cu virusuri vii (rotavirus,
varicela, oreion, rujeola, poliomielitd). Cel mai frecvent SCID se poate
suspecta dupa aparitia complicatiilor la administrarea vaccinului BCG.
Actualmente organizatiile europene pledeaza pentru screening-ul postna-
tal imediat pentru SCID al tuturor nou-nascutilor din UE.

Sindromul DiGeorge. La originea acestui sindrom se regaseste
aberatia cromozomiald denumita deletia 22q11.2, care deregleaza for-
marea organelor care provin din trei arcade branhiale (timus, glanda pa-
ratiroida, vase magistrale etc.)

Biomarcherii de laborator ai sindromului DiGeorge sunt limfope-
nia de diversa expresie cu declinul limfocitelor T, dereglarea raspunsu-
lui imun la mitogeni, cu numar normal sau majorat de limfocite si di-
verse grade de scadere a nivelului de imunoglobiline.

Sindromul Wiskott-Aldrich — maladie X-lincata caracterizata prin
imunodeficienta combinata in asociere cu trombocitopenie $i eczema.
Maladia este rezultatul mutatiei genei, care codifica proteina WAS cu
activitate in polimerizarea actinei si formarea citoscheletului. Absenta
proteinei WAS 1n limfocitele si trombocitele pacientilor conduce la dez-
voltarea trombocitopeniei, dereglarea functiei celulelor T si reglarii sin-
tezei anticorpilor.

Modificarile de laborator sunt relativ nespecifice si sunt prezentate
de limfopenie, in special din contul celulelor T, concentratiei normale
sau scazute de IgG, nivel majorat de IgA si IgE si scazut de IgM, pro-
ducerea dereglatd de anticorpi, in special la antigenele polizaharide.

Ataxia-telangiectazia (A-T), sindromul Louis—Barr este o afec-
tiune cu mostenire de tip autozomal recesiv, care se caracterizeaza prin
ataxie cerebeloasa progresiva, aparitia telangiectaziilor mici, in special
pe conjunctiva bulbara si imunodeficientd combinata. Cauza maladiei
este mutatia genei ATM care codifica proteina participantd in reparatia
ruperilor bicatenare a ADN si reglarea ciclului celular.
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Biomarcherii de laborator al acestei patologii este cresterea AFP.
Modificarile imune sunt nespecifice si includ scaderea cantitativa si acti-
vitatea functionalda a limfocitelor T, inversia coraportului CD4'/CD8",
scaderea sau absenta IgA, IgG2, 1gG4 si IgE, mai rar se constatd conCen-
tratii de imunoglobuline apropiate de norma sau disimunoglobulinemia
tradusa prin declinul acut al IgA, IgG, IgE si cresterea esentiald a IgM.

Sindromul Nijmegen se caracterizeaza prin prezenta la pacienti a
fenotipului caracteristic si imunodeficientd. La baza maladiei sta mutatia
genei NBS1, care codifica proteina nibrin. Aceasta participa in restabi-
lirea ruperilor celor doua lanturi a ADN-lui. Pentru bolnavii cu acest
sindrom este caracteristic dereglarea functiei celulelor T. Concentratia
imunoglobulinelor serice sangvine la acesti bolnavi variaza de la valori
subnormale pand la agamaglobulinemie. Clinic la majoritatea pacien-
tilor se constata diferite infectii caracteristice pentru defectele combinate
ale imunitatii.

Biomarcherii sindromului Nijmegen sunt aprecierea mutatiei genei
NBS1, cantitatii majore de ruperi cromozomiale in cultura celulara.

Sindromul limfoproliferativ autoimun (ALPS) se caracterizeaza
prin defecte primare ale apoptozei limfocitelor care conduc la pierderea
controlului asupra proliferarii celulelor limfoide si selectia negativa a
limfocitelor.

Maladia este de naturd poligena, fiind legata de dereglarea functiei
proteinelor Fas-mediate a caii apoptotice. Toate defectele cunoscute la
ora actuald sunt mostenite pe cale autosomal recesiva. Diagnosticul
ALPS poate fi suspectat in cazul prezentei hiperimunoglobulinemiei po-
liclonale (cresteri ale unei sau catorva clase de imunoglobuline serice),
limfoadenopatie exprimata, hepatosplenomegalie.

Biomarcherul de laborator caracteristic pentru acest sindrom este
prezenta limfocitelor dublu negative CD3*CD4°CD8;, in norma absente
in sangele periferic. Dar confirmarea diagnosticului vine dupd depista-
rea defectului apoptozei in vitro.

Principalele manifestari clinice ale sindromului limfoproliferativ
autoimun sunt limfadenopatia, hepatosplenomegalia, hemocitopeniile
autoimune cum ar fi anemia hemolitica si/sau agranulocitoza si/sau trom-
bocitopeniile si alte dereglari autoimune (colita ulceroasa nespecifica, ar-
trita, eritem nodos, sialoadenita etc.). La majoritatea pacientilor sunt
depistati autoanticorpii anti-diverse celule si tesuturi ale organismului.
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Sindromul hiperimunoglobulinemiei E se caracterizeaza prin ab-
cese recidivante (de regula, stafilococice) ale tesutului subcutanat, pul-
monar (care rezulta cu pneumocel), ale organelor parenhimatoase, pre-
cum si anomalii scheletice, trasaturi grosiere ale fetei (hipertelorism,
baza nazala larga), dermatita, tendintd majora de fracturi osoase. Me-
canismul imun al maladiei nu este elucidat. Pentru aceasta boala sunt
caracteristice eozinofilia, nivelul excesiv de IgE serica, deficiente ale
chemotaxiei neutrofilelor.

Screening-ul de laborator in suspectia imunodeficientei debuteaza
cu analiza generald a sangelui si cercetarea concentratiei de imunoglo-
buline serice IgM, 19G, IgA cu estimarea ulterioara a populatiilor
celulare principale: limfocitele T, B, celulele NK. Concentratia serica a
imunoglobulinelor, precum si coraportul subpopulatiilor limfocitare de-
pind de varsta si starea clinica a pacientului, de aceea cercetarile vor lua
in calcul normele de varsta.

Boala granulomatousd cronica (BGC) este o maladie ereditara
severa, caracterizata prin incapacitatea celulelor fagocitare de a produce
peroxizi de hidrogen si alti oxidanti necesari pentru a distruge bacteriile
fagocitate. Cauza maladiei sunt mutatiile in genele, care codifica cele
7 componente a NADPH-oxidazei. Clinic boala se manifesta la primul
an de viata prin infectii bacteriene si fungice severe, recidivante cu afec-
tarea pulmonilor, tractului gastrointestinal, pielii, ganglionilor limfatici.
Ulterior, in rezultatul raspandirii hematogene pot fi afectate ficatul,
creierul, oasele, rinichii.

La baza diagnosticului imunologic al BGC sta identificarea produ-
selor exploziei oxidative, care are loc in toate celulele fagocitare la acti-
varea lor si consta 1n aparitia formelor active de oxigen.

Criteriile de diagnostic ale BGC sunt testele de oxidare cu hidro-
rhodamina sau NBT, care sub influenta peroxizilor de hidrogen vor emi-
te chimiluminescenta sau isi vor modifica culoarea colorantului in albas-
tru inchis. Cea mai simpld metoda este testul morfologic NBT (Nitroblue
tetrazolium).

Informatiune suplimentara poseda testarea subpopulatiilor de lim-
focite, CD18 si CD11b.

Modificari esentiale ale sistemului fagocitar au fost depistate si in
sindromul Chediak-Higashi in rezultatul incapacitatii de formare a fago-
somelor si formelor active de oxigen. Criteriu de diagnostic caracteristic
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acestei maladii este prezenta granulelor gigante, care reprezinta lizosome
modificate. La testarea sistemului imun se constatd absenta chemotaxiei,
formarii peroxidului de hidrogen intracelular, activitatii citotoxice a
celulelor NK, scaderea raspunsului proliferativ a celulelor T.

Concluzionand materialele elucidate mentionam, ca imunodeficien-
tele (ID) reprezinta un grup de boli cauzate de modificari cantitative gi/sau
functionale ale diferitor mecanisme implicate atat in raspunsul imun in-
nascut, cat si in cel adaptiv. Ele sunt clasificate ca boli de imunodeficienta
primara (IDP) daca originea lor este genetica si secundare (IDS) daca ori-
ginea lor este dobandita. Ambele tipuri de imunodeficienta sunt asociate
sau predispun la complicatii, cum ar fi infectii, tulburéri autoimune, dereg-
larea imuna cu limfoproliferare, tulburari inflamatorii, limfoame si altele.
IDP cuprind un grup eterogen de aproximativ 450 de boli.

Evaluarea de laborator a statusului imun al pacientului permite
diagnosticul precoce al dereglarilor imune, aprecierea eficacitatii meto-
delor terapice si a remediilor medicamentoase, precizarea contraindi-
catiilor de utilizare a lor, prognosticarea evaluirii maladiei, eficacitatii
vaccindrii etc., interventii care au o importantd majora pentru diagnos-
ticul veridic al patologiei.

Imbunatitirea gradului de constientizare este un pas crucial in
prevenirea subdiagnosticului si a diagnosticului intrziat si poate ajuta
la evitarea complicatiilor, la imbunatatirea prognosticului maladiei, la
reducerea impactului asupra familiei si poverii sociale si economice.
Obiectivul acestui studiu a fost s promovam diagnosticul precoce, care
ar sta la baza unui tratament adecvat al acestor pacienti.

Abordarea diagnosticd atunci cand este suspectatd IDP include un
istoric clinic complet, tintit, examen fizic detaliat, hemograma completa
si teste de laborator standard, inclusiv determinarea nivelurilor serice de
imunoglobuline. Istoricul clinic trebuie sa includa antecedente familiale
de IDP, consangyvinitate sau istoric familial de moarte subita la o varsta
frageda. Examenul fizic ar trebui s includa o evaluare a starii nutriti-
onale, sechelele infectiilor anterioare, starea ganglionilor limfatici,
amigdalelor, hepatosplenomegalia etc. O hemoleucograma completa si
un frotiu de sange vor exclude citopenia sau anomaliile celulare. Aceste
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teste de laborator de baza ar trebui sé includéd, de asemenea, functia
hepatica si renald, proteinele totale si albumina.

Determinarea imunoglobulinelor serice (1gG, 1gM, IgA, IgE-total)
este primul pas in evaluarea imunitatii umorale si va ajuta la diagnosti-
carea deficientelor cantitative de Ig, cum ar fi agamaglobulinemia con-
genitala, CVID, sau deficitul de IgA si alte anomalii ale anticorpilor,
asociat cu defecte precum sindromul hiper-1gE sau hiper-1gM.

Daca diagnosticul nu este confirmat si suspiciunea ramane, se reali-
zeaza teste suplimentare (flowcitometria de flux pentru determinarea
populatiilor si subpopulatiilor limfocitare cu panel standard sau extins,
exprimarea proteinelor, studii functionale si genetice). Intregul proces
de diagnostic trebuie sa combine abordarile hematologice, imunologice,
molecular-genetice pentru a ghida si accelera diagnosticul diferential al
unui numar semnificativ de boli autoimune, tulburari limfoproliferative
etc. Aceastd abordare va ajuta la minimizarea sechelelor care ar putea
aparea daca diagnosticul de IDP este intarziat.
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Anexa 1

Standardele de referinti ale indicilor statusului imun la copii si adultii aparent sinétosi de diverse varste

Vérsta | 1-3luni | 4-12 |12-241luni| 2-5ani | 6-8ani | 9-11ani | 12-15 | 16-18ani | Adulti

Indicii luni ani
Eritrocite abs., 108/ 3,8-54 |3,8-5,13| 3,7—5,0 | 3,951 | 4,052 | 4,052 | 4153 4,153 | 40-5,18B
Hemoglobina, g/l 110-140 |110-135| 110-135 | 115-135 | 115-155 | 115-155 | 120-160 | 132-164 B | 132-164 B
Hematocritul, % 34-42 34-42 33-39 33-39 33-42 35-45 35-45 36-49 42-51 B
Trombocite, 10%/1 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400 | 150-400
Leucocite, 1031 7-13 7-12 7-12 6,1-10 4,8-9 4,8-8 5,2-8 4,0-9,0 4,0-9,0
Granulocite % 18-36 20-40 23-43 34-56 43-59 43-59 45-61 48-78 48-78
Granulocite, abs. 1,26-4,68| 1,4-48 | 1,6-51 2,0-56 | 2,053 | 2,047 | 2,348 | 2,040-5,8 | 2,040-5,8
Monocite, % 4-8 4-8 4-8 4-8 4-8 4-8 4-8 4-8 3-11
Monaocite, abs. 285-500 |285-500 | 285-500 | 285-500 | 285-500 | 285-500 | 285-500 | 90-600 90-600
Limfocite, % 55-78 45-79 44-72 38-64 36-43 36-43 36-43 19-37 19-37
Limfocite, abs. 2,9-88 | 3,6-88 | 2,18-8,27 | 2,4-581 | 2-2,7 2-2,7 2-2,7 1,2-3 1,2-3
CD3* (T-total), % 55-78 45-79 53-81 62-80 66-76 66-76 66-76 55-80 55-80
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1-3 luni |4-12 luni|12-24 luni | 2-5ani | 6-8ani | 9-11 ani 12-1_5 16-1.8 Adulti
ani ani

CD3* (T-total), abs. 2,07-65 | 2,2-6,4 | 1,46-5,44 |1,61-4,23| 1,4-2,0 1,4-2,0 1,4-2,0 0,8-2,2 0,95-1,8
CD4* (T helper), % 41-64 36-61 31-54 35-51 33-41 33-41 33-41 31-51 31-51
CD4* (T helper), abs. 14-51 | 1,7-4,6 1,0-3,6 0,9-28 | 0,7-11 0,7-11 0,7-1,1 0,6-1,6 0,57-1,1
CDB8" (T citotoxice), % | 16-35 16-34 16-38 22-38 27-35 27-35 27-35 12-30 19-35
CD8, abs. 0,65-2,45(0,72-2,49| 0,58-2,16 | 0,6-19 | 0,6-19 | 0,6-19 | 0,6-1,9 | 0,2-0,65 | 0,45-0,85
CD4/CD8 1335 | 1235 | 1,030 | 1021 | 1,1-14 | 11-14 | 11-14 | 3-24 1,5-2
CD16, % 52-17,3 | 6,2-18,2 | 7,5-18,7 | 7,5-19,5 |10,6-22,4| 10,6-22,4 | 9,9-22,9 6-20 7-20
CD16, abs. 0,32-1,14| 0,04-0,9 | 0,8-1,0 |0,096-1,3|0,096-1,3| 0,096-1,3 | 0,1-0,5 | 0,15-0,6 | 0,18-0,42
CD19+ LBm % 19-31 | 19-31 | 194-304 | 21-28 | 12-22 | 12-22 | 12-22 5-19 6-19
CD19+ LBm abs. 0,5-15 | 0,5-15 | 0,54-1,34 | 0,7-1,3 | 0,3-0,5 0,3-0,5 0,3-0,5 0,1-0,5 0,15-0,4
CH50 35-6,7 | 3567 | 3567 | 35-6,7 | 3567 | 3567 | 3567 | 3567
1gG, g/l 3,3-9,1 | 3,2-12,8 | 4,6-14,6 | 8,8-154 | 9,7-11,7 | 9,4-16,6 | 9,7-20 | 4,7-16,2 7-16
IgA, g/l 0,1-0,2 |0,09-0,72| 0,1-1 0,3-15 | 0,9-19 | 0,9-29 1-2,3 0,6-2,6 0,7-4
IgM, g/l 04-12 |0,15-1,73| 06-1,8 | 0,8-1,6 | 0,8-1,9 0,6-2 0,6-2 0,5-2,1 0,4-2,3
IgE Ul/ml 0-30 0-30 0-40 0-100 0-100 0-100 0-100 0-100 0-100
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