aglutinacija

Rose-Waalerov test

-za dokazivanje prisustva reumatoidnog faktora (anti-IgG antitela) u serumu bolesnika
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aglutinacija

DIREKTAN I INDIREKTAN COOMBSOV TEST

Direktan Coombsov test - za dokazivanje antitela na Er koji su senzibilisani in vivo

-NajCesce se koristi u dijagnostici hemolizne bolesti novorodenceta, gde se ispituje prisustvo

majcinih anti-Rh antitela klase G koja su se vezala za Er novorodenceta.

-lzvodenije: Er koji se ispituju izdvoje se iz uzorka krvi fetusa, a potom inkubiraju sa At na humani IgG.
-Ukoliko su maj€ina anti-eritrocitna antitela kl. G bila vezana za povrsinu fetalnih Er in vivo, doéi ¢e do
njihove aglutinacije.

Indirektan Coombsov test - za dokazivanje nekompletnih anti-eritrocitnih antitela u serumu
-Najcesce se ispituje prisustvo anti-Rh antitela klase G u serumu Rh- (negativnih) trudnica.
-lzvodenije: ispitivani serum trudnice se najpre inkubira sa Rh+ eritrocitima, a potom se dodaju
anti-lgG antitela. Ako dode do hemaglutinacije test je pozitivan.

DIREKTAN INDIREKTAN
Rh* eritrociti fetusa serum majke
. (anti-Rh At)
_ oblozeni anti-Rh
\’@D antitelima majke Wf\

@ @@ " wrj
Rh™ eritrociti ?>

< anti-humana At >

AGLUTINACIJA
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IMUNOTESTOVI SA OBELEZENIM ANTIGENOM ILI ANTITELOM

IMUNOTESTOVI SA SOLUBILNOM FAZOM
RIA (radioimmunoassay)-radioimuno test
(KLASICNA, KOMPETITIVNA RIA)

Princip testa: vezivanje odredene koliine radioaktivnim izotopom obelezenog
Ag za ograni€enu i fiksiranu koliCinu specificnog At u rastvoru moze se u
razliCitom stepenu inhibirati dodavanjem razli€itih koli¢ina neobelezenog Ag

-stepen inhibicije direktno je proporcionalan koli€ini dodatog neobelezenog Ag
Primena: koristi se za detekciju izuzetno malih koli¢ina Ag (1012 g/ml)
-proteinski hormoni, Ag virusa hepatitisa B, steroidi, prostaglandini, pojedini
C'tOI?HUodenje:
- postavi se niz epruveta sa odredenom konc. At 1 niskom konc. Ag*
-rastu¢e konc. standarda odnosno uzorka dodaju se u seriju smeSa Ag* 1 At

radioaktivnost slobodnog Ag = F

radioaktivnost vezanog Ag =B
F+ B =T (total)

pravi se standardna kriva: B/T u zavisnosti od koncentracije neobelezenog Ag

(hy

BT | Standardna kriva

1 2 3 i
ation of unlabeled HBsAg, ng/mil

-slobodni radioaktivni Ag se razdvaja od radioaktivnog Ag vezanog za At (isoljavanje proteina
pomocu amonijum sulfata, precipitacija proteina pomocu organskih rastvaraca, PEG ili
sekundarnog At koje je specifi¢no za primarno At)
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IMUNOTESTOVI SA CVRSTOM FAZOM

-jedan od reagenasa (Ag ili At) je u ¢vrstoj fazi (vezan za zid epruvete, zid bazencic¢a u
polistirenskoj plo¢i za mikrotitraciju, papirni disk)

Primer:

- odredivanje koncentracije anti-DNK-At
/ kuni¢evo anti-humano-At

radioaktivni izotop 1251

«—  Anti-DNK At

/ E DNK

/

zid bazendi¢a

- radioaktivnost se meri u brojacu 1 izrazava kao broj otkucaja u munutu (cpm)

-koli¢ina vezanog anti- Ig-At* proporcionalna je koli€ini ispitivanog At , Cija se
koncentracija o€itava sa kalibracione krive.

RAST (radioalergosorbentni test)
- za odredivanje specifi¢nih IgE antitela

/ kuni¢evo anti-IgE

% ﬁ‘—“ radioaktivni izotop 25|

IgE At
alergen
papirni
disk
RIST (radioimunosorbentni test)
- za odredivanje ukupnih IgE antitela radioaktivni
izotop 129
) kunicevo anti-IgE At
IgE At
wr anti- IgE At
papirni
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ENZIMOIMUNOTEST (ELISA)

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

-metod za detekciju i merenje Ag ili At
-zasnovan na reakciji enzima sa supstratom, pri Cemu enzim sluzi kao obelezivac

-koriste se enzimi Ciji supstrati daju obojene produkte
- enzimi:
- alkalna fosfataza; supstrat-p-nitrofenil-fosfat; produkt- p-nitrofenol-zute boje
- peroksidaza; supstrat tetrametilbenzidin
-enzim se vezuje za At koja su :
-specifiCna za neki Ag ili
-Atnalg

- koli¢ina enzima u Ag-At kompleksu se odreduje merenjem koli€ine obojenih
produkata razgradnje odgovarajuceg supstrata (npr. p-nitrofenil fosfat).
- podela ELISA testova:
- u kojima je At u Cvrstoj fazi
- u kojima je Ag u Cvrstoj fazi

ELISA test u kome je At u ¢vrstoj fazi

-zasniva se na principu jednostepenoq ili viSestepenog “sendvica antitela”

PRIMER: Odredivanje koncentracije HBsAg u uzorku (jednostepeni “sendvic* test)

/ peroksidaza

ovCije anti-HBsAg- At (poliklonsko At)

“sendvi¢” HBsAg
«— Anti-HBsAg- At
T — (monoklonsko At)
polistirenska
ploCa

- intenzitet nastale boje meri se kolorimetrijski i srazmeran je koli¢ini vezanog
HBsAg iz uzorka.

- koli¢ina HBsAg utvrduje se na osnovu kalibracijske krive
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Odredivanije koncentracije IL-2 u uzorku (viSestepeni “sendvi¢” test)

kOZje anti-kuni¢evo

%) <«— alkalna fosfataza

kunic¢evo anti-IL-2- At (poliklonsko

<——Jt) IL-2

\ P 4
I misje anti- IL-2- At

(monoklonsko At)
/

polistirenska
plo¢a

ELISA test u kome je Ag u ¢vrstoj fazi

PRIMER: Odredivanje koncentracije IgG antitela protiv virusa rubele

W) 44— peroksidaza
N

Ve IgG antitelo

@ Ag virusa rubele

. . /v
polistirenska ploCa

anti-lgG- At
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IMUNOHISTOHEMIJSKE TEHNIKE

-za detekciju i vizuelizaciju Ag (ili At) na povrSini Celija, unutar celija, u tkivima, na
povrsini mikroorganizama

- primena At koja su obelezena fluorescentnim bojama (fluorohromima) ili

enzimima
“Imunohistohemija”- odnosi se na primenu obelezenih antitela na tkivnim

presecima
“Imunocitohemija” - odnosi se na razmaze ¢elija, citospin preparate i kulture od

jednog sloja Celija.

Podela imunohistohemijskih tehnika:
-imunofluorescencija
-imunoenzimske tehnike

Primena imunofluorescentnih tehnika

- za identifikaciju T i B limfocita i drugih cCelija imunskog sistema

- za fenotipizaciju Celija leukemija 1 limfoma

- dokazivanje imunskih kompleksa u tkivima

- dokazivanje autoantitela u serumu

- za identifikaciju mikroorganizama u tkivu ili direktnom klini¢kom materijalu

IMUNOENZIMSKE TEHNIKE

- detekcija 1 vizuelizacija Ag na povrsini ¢elija, unutar ¢elija, u tkivima

- postiZe se primenom antitela koja su obelezena enzimima

- enzimi u reakciji sa odgovaraju¢im supstratom daju obojeni produkt (nerastvorljiv u vodi)
koji se lako moze videti pod svetlosnim mikroskopom

Najcesce koris¢eni enzimi:
- peroksidaza (supstrat: smesa vodonik peroksida i diaminobenzidina)
- alkalna fosfataza (supstrat: Fast Red so, Fast Blue BB so)

Podela
- direktne imunoemzimske tehnike (enzim je direktno vezan za primarno antitelo

- indirektne imunoenzimske tehnike (enzim je vezan za anti-imunoglobulinsko At)
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IX vezba- Detekcija imunskih kompleksa

-imunski kompleksi su kompleksi solubilnog Ag i specificnog At

-nastaju u cirkulaciji i meducelijskim tecnostima i mogu se istaloziti u
krvnim sudovima u bilo kom organu

-istaloZzeni dovode do lokalne aktivacije leukocita i sistema komplementa
| oSteCenja tkiva
-Ag mogu biti strani ili sopstveni, a At u kompleksu su obi¢no IgM ili IgG

-patoloSke karakteristike ovakvih bolesti odrazavaju mesto talozenja
imunskih kompleksa

-mogu se dokazati u cirkulaciji ili tkivima
ODREDBIVANJE U SERUMU | DRUGIM BIOLOSKIM TECNOSTIMA

-koristi se kao dijagnosticki kriterijum, kod praéenja rezultata leCenja i za
ispitivanje patogenetske osnove imunskih bolesti

Precipitacija imunskih kompleksa sa polietilen glikolom (PEG)

-princip: imunski kompleski se mogu istaloziti pomocu polimera velike
molekulske mase (npr. PEG)

-izvodenje: u ispitivani serum se dodaje 2% PEG i tada se imunski
kompleksi selektivno taloZe, dok slobodna At ostaju u supernatantu.
Posle ispiranja, talog se rastvara i I|g u kompleksima se kvantifikuju RID-
om ili nefelometrijom

st sarum

Y

‘ PEG —L::]'l"“““— e

4

.
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C1q VEZUJUCI TEST

-sa ¢vrstom fazom

C1q se adsorbuje na plasticne polistirenske epruvete
-Uzorak se inkubira u takvoj epruveti i zatim se epruveta ispere

-Koli¢ina imunskih kompleksa koji su se vezali za C1q meri se
vezivanjem anti-lg antitela obelezenog radioizotopom.

-sa techom fazom

-Uzorak se inkubira sa rastvorenim C1q obelezenim radioizotopom.
Vezani C1q se precipitira pomo¢u PEG-a i radioaktivhost se meri u
precipitatu.

OTKRIVANJE IMUNSKIH KOMPLEKSA U TKIVIMA

- otkrivanje se vrSi imunohistohemijskim tehnikama:
iImunfluorescencom ili imunoenzimska bojenja

-primenjuju se obelezena anti-imunoglobulinska At ili anti-C3
t
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- Na
Kell,

IV vezba AGLUTINACIJA

KRVNE GRUPE

povrSini Er veliki broj Ag koji su klasifikovani u krvne grupe (npr. ABO, Rhesus, Kidd,
Duffy i dr.).

ABO sistem
-Pripadnost jednoj od krvnih grupa ovog sistema se odre yuje ha osnovu prisustva tj.
odsustva A i B Ag na eritrocitima i odgovaraju Uih izohemaglutinata u serumu.
IZOHEMAGLUTINATI — prirodna IgM At protiv Ag koji nisu ispoljeni na Er doma Uina;
verovatno nastaju usled prepoznavanja epitopa na intestinalnim mikroorganizmima koji su
sli pni epitopima A i B.

- 4 krvne grupe: A, B, AB, O

RHESUS (Rh) KRVNE GRUPE

- Preko 40 razli pitih Ag u okviru ovog sistema (C,D,E,c,d,e...).

- Ime dobili po vrsti majmuna u kojima su ovi Ag otkriveni.

- Najvazniji D antigen- najja pi imunogen

- Njegova prisustvo na eritrocitima odre juje pripadnost Rh* (pozitivanoj) grupi.

- Nema prirodnih anti-Rh At i zato stvaranje ovih At kod Rh™ samo nakon kontakta sa
inkopatibilnom krvi: u trudno ti(hemoliti pka bolest novoroyen peta) ilinakon transfuzija
(transfuzijska reakcija u Rh™ se razvija posle druge trransfuzije Rh™* krvi).

HEMOLITI yKA BOLEST NOVORO EN yETA

- Razvija se kada maj pina IgG At specifipna za fetusne Ag krvnih grupa proyu kroz
placentu i liziraju fetusne Er.

- Posledice: minorne, ozbiljne ili letalne.

-Najtezi oblik hemol. bolesti novoro yen peta-ERYTHROBLASTOSIS FETALIS.

- Kada Rh™ majka nosi Rh" fetus.

- U toku 1. trudno tie nema meSanja krvi i stvaranja At .

- Tokom poro yaja fetusni Er aktiviraju specifi pne B Ly =>stvaranje Rh specifimih plazma
del. i memorijskih B Ly.

- Anti-Rh (D) At klase M, uklanjaju Rh* fetusne Er iz cirkulacije.

- U slede tioj trudnotii, memorijski B- Ly sintetiSu anti-Rh (D) At klase G koja prolaze kroz
placentu i oSte Guju Er ploda.

- Da bi se spre pila hemol. bolest novor. - 24-48h nakon poroyaja daje se preparat koji
sadrzi anti-Rh(D) antitela klase G (Rhogam, Beoglobin); ova At se vezuju za fetalne Rh*
Er i pospesuju njihovo uklanjanje pre aktivacije B Ly i spre pavaju nastanak memorijskih B
Ly ; u slede Uoj trudnoui fetus je zastiten.
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