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Reacţii care utilizează HEMATIILE ca indicatori 

- R. de hemaglutinare pasivă sau indirectă 
(HAP)

- R. de inhibare a hemaglutinării (HAI)

- R. de fixare a complementului (RFC)

- R. de evidenţiere a Atc anti-SLO (ASLO)

- Testul Coombs

HEMAGLUTINAREA DIRECTA



12/11/2020

2

HEMAGLUTINAREA DIRECTA

APLICATII PRACTICE
Hemaglutinarea directă este utilizată pentru : 
- determinarea grupelor sanguine sau
- identificarea hematiilor animale, prin punerea în contact a hematiilor şi a unui ser 
care conţine Atc specifici.

PRINCIPIU - Stabilirea grupei sanguine se realizează prin cercetarea Atg  
(aglutinogene A şi B) legate de eritrocite şi a Atc (aglutininelor α şi β).

- De ex. serul specific anti-A va aglutina hematiile A şi nu pe cele B sau O (Atc 
formează punţi între hematii) → prezenţa aglutinării = apariţia grunjilor 
- Ig din izotipul IgM au o activitate aglutinantă mai înaltă faţă de cele din izotipul IgG 
date fiind cele 5 situsuri active pe care le posedă.
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 Tipuri de anticorpi iregulari antieritrocitari, cel mai frecvent IDENTIFICAȚI prin 
ANTIGRAMĂ: 

- Anticorpi naturali iregulari/imuni (Auto-anticorpi) care sunt activi la 37⁰C (tip IgM): 

1. Anticorpi în sistemul LEWIS: anti- Lea, anti- Leb; 

2. Anticorpi în sistemul P: anti-P1; 

3. Anticorpi în sistemul MNS: anti-M, anti-N. 

- Allo-anticorpi – cei mai frecvenți (tip IgG, cu risc transfuzional):  

1. Anticorpi în sistemul Rh:anti-D,anti-C, anti-E, anti-c, anti-e, anti-f, anti-Cw, anti-V; 

2. Anticorpi în sistemul KELL: anti-K, anti-k, anti-Kpa, anti-Kpb, anti-Jsa, anti-Jsb; 

3. Anticorpi în sistemul DUFFY: anti- Fya, anti- Fyb; 

4. Anticorpi în sistemul KIDD: anti-Jka, anti-Jkb; 

5. Anticorpi în sistemul MNS: anti-S, anti-s; 

6. Anticorpi în sistemul LUTHERAN: anti- Lua, anti- Lub. 
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TESTUL COOMBS

- Hemaglutinarea sta si la baza testului Coombs care identifică Atc liberi sau fixati pe 
hematii, Atc care pot apare în anumite stări patologice cum sunt anemiile hemolitice.

-In cazul R+ hematiile acoperite cu anticorpi sunt aglutinate în vitro cu un ser 
antiglobulinic (produs pe iepure prin injectarea de globuline umane).

REACTII DE AGLUTINARE TIP COOMBS
- Atc „neaglutinanti ” (incompleti) desi se fixeaza pe Atg omologi nu reusesc sa 
apropie eritrocitele pentru a forma aglutinate eritrocitare in mediul salin. 

(ex de Atc neaglutinanti - Ig G).  

- Se folosesc diverse artificii tehnice : utilizarea Atc anti-globuline umane, tratarea 
enzimatica a eritrocitelor.

PRINCIPIUL REACTIEI – Hematiile umane pe care se fixeaza Atc specifici 
incompleti devin aglutinabile in prezenta serului anti-imunoglobuline umane, ale carui 
Ig se ataşează specific pe complexele hematii-Atc incompleţi formate 
 R + - macroscopic se observa aparitia unui depozit cu margini crenelate
(godeuri), sau grunji (lama). 

TESTUL COOMBS DIRECT TCD

PRINCIPIU - Se evidentiaza prezenta Ig ca Atc (sau fractiuni de complement) 
fixati in vivo pe suprafata eritrocitelor.

MATERIALE NECESARE
- Sange de cercetat recoltat pe anticoagulant (1ml sange de cercetat se spala prin 
centrifugare de 5-6 ori cu cate 10 ml sol cloruro-sodica 9% pentru indepartarea   
proteinelor plasmatice, dupa care se retine sedimentul eritrocitar) ;
- Sange normal grup 0 (martor) recoltat pe anticoagulant
- Ser anti-proteina umana (ser imun de cal) = ser anti-Ig umane

METODA DE LUCRU (pe lama)
- ser anti-proteina umana + sediment eritrocitar provenit din sangele de cercetat

- Martor  : ser anti-proteina umana + sediment eritrocitar provenit din sangele 
normal (grup 0).

INTERPRETARE
- Proba de cercetat  aglutinare 
prezenti Atc incompleti fixati pe eritrocite

- Martor  NU este prezenta aglutinarea
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TESTUL COOMBS INDIRECT TCID

Testul Coombs indirect se realizeaza in 2 timpi :

1. SENSIBILIZAREA ERITROCITELOR - serul de bolnav in care cautam Atc se 
incubeaza cu o baterie de eritrocite test de grup cunoscut (eritrocite ale caror Atg de 
membrana sunt determinate) 
 Atc se fixeaza selectiv pe Atg eritrocitelor test (reactie invizibila cu ochiul liber)

2. FAZA DE REVELATIE - se adauga ser antiproteina umana (reactiv antiglobulinic) 
care serveste ca legatura intre globulinele fixate la suprafata eritrocitelor  
AGLUTINAREA

 APLICATIILE TESTULUI
- Un exemplu de aplicare a 
testului Coombs indirect se 
referă la cercetarea Atc in 
sistemul Rh.

CERCETAREA ATC IN SISTEMUL RH

Pentru cercetarea Atc anti-RhoD, eritrocitele "O" Rho D pozitive (+) şi D negative (-) 
vor fi, intr-o primă etapă, sensibilizate cu serul de cercetat.

MATERIALE NECESARE
- Sânge de cercetat, recoltat fără anticoagulant, pentru obţinerea serului care este 
apoi inactivat 30 min la 56°C.
- Sânge de grup O RhoD + şi RHoD - , recoltele fiind efectuate pe citrat de sodiu 
3,8% (1 ml sânge din fiecare grup se spală prin centrifugare de 5-6 ori cu câte 10 ml 
soluţie cloruro-sodica 9% pentru îndepărtarea proteinelor).
- Ser anti-proteina umana = ser anti-Ig umane

METODA DE LUCRU
- 2 tuburi de hemoliză
Tubul I  0,5 ml ser de cercetat + 0,5 ml suspensie 2% eritrocite de grup O RhoD+
Tubul II 0,5 ml ser de cercetat + 0,5 ml suspensie 2% eritrocite de grup O RhoD -

Incubare de 1 oră la 37°C.
- Pe lamă
1 pic de ser antiproteină umană + 1 pic de sediment eritrocitar din tubul 1
1 pic de ser antiproteină umană + 1 pic de sediment eritrocitar din tubul 2

INTERPRETARE
- Apariţia aglutinării eritrocitelor din tubul 1 şi absenţa aglutinării eritrocitelor din tubul 
2, in timp de 5-7 min, indică prezenţa Atc incompleţi, anti-antigen D din serul de 
cercetat.
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Aplicaţiile testului Coombs

TCD poate fi pozitiv in :
- anemia hemolitică autoimună idiopatică (eritocite 
sensibilizate prin Atc de clasă IgG);
- transfuzie de sânge incompatibil (eritrocite 
sensibilizate cu IgG sau C3d);
- sensibilizarea eritrocitelor cu medicamente in 
vivo, prin atc clasa IgG;
- boala hemolitică a noului-născut (eritrocite 

sensibilizate cu IgG); 
- hepatita infecţioasă, pneumonia virală, 

pneumonia cu Mycoplasma, mononucleoza 
infecţioasă, meningita, TBC, anemia 
megaloblastică, diabetul zaharat, LES, periarterita 
nodoasă, diferite tumori.

TCID este indicat în investigarea: 
- anemiei hemolitice autoimune idiopatice, 
- reacţiilor post-transfuzionale, 
- boala hemolitică a nou-născutului, 
- identificarea unor Atg eritrocitare, 
- în decelarea Atc incompleţi evidenţiaţi în unele 

bacterioze (bruceloză, febra Q, febră tifoidă).

REACTIA DE HEMAGLUTINARE 
PASIVĂ SAU INDIRECTĂ 

(HAP)
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HAP
- Hemaglutinarea pasiva este o metoda imunoserologica deosebit de 

sensibila, prin care se pot evidentia cantitati minime de anticorpi de 
diferite tipuri. 

 PRINCIPIUL TEHNICII - In cazul reactiei HAP antigenele sunt fixate pe 
eritrocite cu ajutorul unor agenti de legare; aglutinarea acestor particule 
(eritrocite) invelite cu Atg de catre Atc specifici este considerata ca un 
proces indirect, de aceea reactia este numita hemaglutinare indirecta 
sau pasiva.

 ELEMENTELE REACTIEI

1. Serul de cercetat din care se efectueaza dilutii binare succesive

- serul I recoltat la debut

- serul II recoltat in convalescenta

- serurile se inactiveaza la 56°C, 30 min – pt denaturarea 
complementului si a evita hemoliza 

2. Atg standard cunoscut 

3. Eritrocite de oaie 

 TEHNICA REACTIEI

- Se efectueaza dilutii binare din serurile de testat

- Se adauga la fiecare dilutie Atg de lucru 

(înainte de realizarea reactiei propriu-zise se obtine antigenul de lucru : 
la 4 ml de Atg standard se adauga 0,1 ml eritrocite de oaie → incubare 
de o ora la 37°C → centrifugare → se retine sedimentul din care se 
pregateste suspensia necesara)

- INCUBARE 24 ore la 37°C

MARTORII reactiei

 Martor de Atg : Atg + diluent → hemaglutinare absenta

 Martor de E : E + diluent → hemaglutinare absenta

 Martor de ser sigur + : ser cu Atc hemaglutinanti pasivi + Atg de lucru   
→ hemaglutinare prezenta

 Martor de ser sigur - : ser fara Atc hemaglutinanti pasivi + Atg de lucru 
→ hemaglutinare absenta
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 INTERPRETAREA REACTIEI
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Control of Atg

Control of erythrocyte

 APLICATIILE REACTIEI HAP

- diagnosticul serologic al rujeolei,

- În vederea titrarii anticorpilor antivirus vaccinia la 
populatia vaccinata antivariolic (testarea 
eficacitatii vaccinarii antivariolice), 

- bolile autoimune (pentru depistarea auto-
anticorpilor anti-tiroglobulina, anti-histone), 

- diagnosticul serologic al tifosului exantematic si 
al malariei, 

- in endocrinologie (detectarea, anticorpilor anti-
tiroglobulina).
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REACTIA DE INHIBARE A
HEMAGLUTINARII 

(HAI)

 HAI - Reacţia de inhibare a hemaglutinării face parte din 
reacţiile care testează pierderea capacităţii de manifestare a 
unor efecte virus-specifice în prezenţa unui ser imun specific.

 Reacţia HAI este utilizată frecvent pentru a detecta prezenţa 
Atc faţă de un virus hemaglutinant, în serul unui pacient 
suspectat de o infectie cu virus specific. 

 PRINCIPIU - Reacţia HAI folosită în viroze se bazează pe 
capacitatea anumitor virusuri, cum sunt myxovirusurile sau 
virusul rujeolos (paramyxovirus) de a determina aglutinarea 
eritrocitelor (hemaglutinare) prin intermediul unor 
componente din structura virusului. 

- virusurile gripale, 
- virusurile paragripale 

- virusul rujeolos

Prezintă în structura lor proteinele functionale:

- Hemaglutinina (H)

- Neuraminidaza (N)     → AH1N1

- proteina factorului de fuziune celulara si 

- proteina responsabila de hemoliza.
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TEHNICA REACTIEI HAI

ELEMENTELE  REACTIEI

Serurile de testat

- serul I de debut 

- serul II de convalescenta
(in care cautam Atc inhibanti ai 
hemaglutinarii)

Antigenul standard

(tulpini standard de virus gripal);

înainte de folosire în reacţie,  
Atg viral standard va fi 

titrat

Serul va fi supus unui 
tratament pentru îndepărtarea inhibitorilor naturali ai hemaglutinării, 

cu RDE (enzima distrugatoare de receptori )
 la 1 volum de ser (0,1ml) se adauga 4 volume (0,4ml) RDE 

 urmeaza inactivarea 30 min la 56º C.

Suspensia de eritrocite 
(eritrocite de cocoş
în tampon Alsever)
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METODA DE LUCRU – TIMPII REACTIEI

- se efectuează diluţii binare din serul de cercetat în soluţie 
tamponată izotonă; în fiecare godeu se pune câte 0,2 ml;

- se adaugă la fiecare diluţie Atg reprezentat de virusul 
standard titrat (4 UH) (Atg viral standard se titreaza pt a 
determina cantitatea minima si suficienta de Atg care 
trebuie introdusa in reactie, capabila sa determine 
aglutinarea hematiilor) în cantitate de 0,2 ml/ godeu 

 INCUBARE 30 min la t camerei

- se adaugă în fiecare tub (godeu) 0,4 ml din suspensia de 
eritrocite 0,5%

 REINCUBARE la t camerei timp de 60 min

 CITIREA REACTIEI 

• MARTORII  REACTIEI  HAI

In afara seriei de diluţii din ser, în reacţie vor fi introduşi următorii martori: 

- martor virus standard : virus + eritrocite => hemaglutinare prezentă;

- martor ser normal : ser normal (fără Atc hemaglutinino-inhibanţi) + virus  

standard + eritrocite => hemaglutinare prezentă;

- martor ser sigur pozitiv : ser sigur pozitiv + virus standard + eritrocite => 

hemaglutinare absentă;

- martor ser de testat : (ser de testat, fără virus standard, dar cu eritrocite) 

=> hemaglutinare absentă;

- martor de eritrocite : eritrocite în tampon PBS => hemaglutinare absentă.
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 TITRAREA ATG STD VIRAL 
(GRIPAL, PARAGRIPAL, 

RUJEOLOS)

 CITIREA REACTIEI
Titrul Atc hemaglutinino-inhibanti ai serului este 
reprezentat de diluţia cea mai mare din serul de cercetat la 
care se mai noteaza absenta / inhibarea hemaglutinării
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•APLICATII  PRACTICE

- diagnosticul serologic al unor viroze 
(gripa, rujeola, oreionul)

- identificarea serologica 
(infectii cu virusuri hemaglutinante  

- gripale, paragripale)
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Serological identification (haemagglutinating virus infections -
influenza, parainfluenza)


