
Rose-Waalerov test

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

Inhibicija hemaglutinacije
(test za trudnoću)

aglutinacija
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DIREKTAN I INDIREKTAN COOMBSOV TEST

Rh+ eritrociti

anti-humana At

AGLUTINACIJA

Rh+ eritrociti fetusa 
obloženi anti-Rh

antitelima majke 

serum majke 
(anti-Rh At) 

DIREKTAN INDIREKTAN

aglutinacija

Direktan Coombsov test - za dokazivanje antitela na Er koji su senzibilisani in vivo
-Najčešće se koristi u dijagnostici hemolizne bolesti novorođenčeta, gde se ispituje prisustvo
majčinih anti-Rh antitela klase G koja su se vezala za Er novorođenčeta.
-Izvođenje: Er koji se ispituju izdvoje se iz uzorka krvi fetusa, a potom inkubiraju sa At na humani IgG.
-Ukoliko su majčina anti-eritrocitna antitela kl. G bila vezana za površinu fetalnih Er in vivo, doći će do 
njihove aglutinacije.

Indirektan Coombsov test - za dokazivanje nekompletnih anti-eritrocitnih antitela u serumu
-Najčešće se ispituje prisustvo anti-Rh antitela klase G u serumu Rh- (negativnih) trudnica.
-Izvođenje: ispitivani serum trudnice se najpre inkubira sa Rh+ eritrocitima, a potom se dodaju
anti-IgG antitela. Ako dođe do hemaglutinacije test je pozitivan.  
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IMUNOTESTOVI SA SOLUBILNOM FAZOM

RIA (radioimmunoassay)-radioimuno test

(KLASIČNA, KOMPETITIVNA RIA)

Princip testa: vezivanje određene količine radioaktivnim izotopom obeleženog
Ag za ograničenu i fiksiranu količinu specifičnog At u rastvoru može se u 
različitom stepenu inhibirati dodavanjem različitih količina neobeleženog Ag

IMUNOTESTOVI SA OBELEŽENIM ANTIGENOM ILI ANTITELOM

-stepen inhibicije direktno je proporcionalan količini dodatog neobeleženog Ag
Primena: koristi se za detekciju izuzetno malih količina Ag (10-12 g/ml)

-proteinski hormoni, Ag virusa hepatitisa B, steroidi, prostaglandini, pojedini
citokini

- postavi se niz epruveta sa određenom konc. At i niskom konc. Ag*
-rastuće konc. standarda odnosno uzorka dodaju se u seriju smeša Ag* i At

radioaktivnost slobodnog Ag = F
radioaktivnost vezanog Ag    = B

F + B = T (total)

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

B/T Standardna kriva

-slobodni radioaktivni Ag se razdvaja od radioaktivnog Ag vezanog za At (isoljavanje proteina
pomoću amonijum sulfata, precipitacija proteina pomoću organskih rastvarača, PEG ili
sekundarnog At koje je specifično za primarno At)

izvođenje:
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IMUNOTESTOVI SA ČVRSTOM  FAZOM

-jedan od reagenasa (Ag ili At)  je u čvrstoj fazi (vezan za zid epruvete, zid bazenčića u 
polistirenskoj ploči za mikrotitraciju, papirni disk) 

Primer: 

- određivanje koncentracije anti-DNK-At

zid bazenčića

kunićevo anti-humano-At

Anti-DNK At
DNK

radioaktivni izotop 125I

- radioaktivnost se meri u brojaču i izražava kao broj otkucaja u munutu (cpm)
-količina vezanog anti- Ig-At* proporcionalna je količini ispitivanog At , čija se 
koncentracija očitava sa kalibracione krive.

RAST (radioalergosorbentni test)
- za određivanje specifičnih IgE antitela

radioaktivni izotop 125I
kunićevo anti-IgE
At

papirni
disk

IgE At
alergen

RIST (radioimunosorbentni test)
- za određivanje ukupnih IgE antitela

kunićevo anti-IgE At

radioaktivni
izotop 125I

papirni
disk

anti- IgE At

IgE At
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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 čemu enzim služi kao obeleživač

- količina enzima u Ag-At kompleksu se određuje merenjem količine obojenih
produkata razgradnje odgovarajućeg supstrata (npr. p-nitrofenil fosfat).

- podela ELISA testova:
- u kojima je At u čvrstoj fazi
- u kojima je Ag u čvrstoj fazi

-koriste se enzimi čiji supstrati daju obojene produkte 
- enzimi:           

- alkalna fosfataza; supstrat-p-nitrofenil-fosfat; produkt- p-nitrofenol-žute boje
- peroksidaza; supstrat tetrametilbenzidin

-enzim se vezuje za At koja su :
-specifična za neki Ag ili
- At na Ig

ELISA test u kome je At u čvrstoj fazi
-zasniva se na principu jednostepenog ili višestepenog “sendviča antitela”

PRIMER: Određivanje koncentracije HBsAg u uzorku (jednostepeni “sendvič“ test)

Anti-HBsAg- At 
(monoklonsko At)

ovčije anti-HBsAg- At (poliklonsko At)

polistirenska
ploča

peroksidaza

HBsAg“sendvič”

- intenzitet nastale boje meri se kolorimetrijski i srazmeran je količini vezanog
HBsAg iz uzorka. 

- količina HBsAg utvrđuje se na osnovu kalibracijske krive
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Određivanje koncentracije IL-2 u uzorku (višestepeni “sendvič“ test)

alkalna fosfataza

kozje anti-kunićevo
At

polistirenska
ploča

mišje anti- IL-2- At 
(monoklonsko At)

kunićevo anti-IL-2- At (poliklonsko
At)IL-2

ELISA test u kome je Ag u čvrstoj fazi

PRIMER: Određivanje koncentracije IgG antitela protiv virusa rubele

peroksidaza

polistirenska ploča

Ag virusa rubele

anti-IgG- At

IgG antitelo
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IMUNOHISTOHEMIJSKE TEHNIKE

-za detekciju i vizuelizaciju Ag (ili At) na površini ćelija, unutar ćelija, u tkivima, na 
površini mikroorganizama

- primena At koja su obeležena fluorescentnim bojama (fluorohromima)  ili 
enzimima

“Imunohistohemija”- odnosi se na primenu obeleženih antitela na tkivnim
presecima
“Imunocitohemija” - odnosi se na razmaze ćelija, citospin preparate i kulture od
jednog sloja ćelija.

Podela imunohistohemijskih tehnika:
-imunofluorescencija
-imunoenzimske tehnike

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

Primena imunofluorescentnih tehnika

- za fenotipizaciju ćelija leukemija i limfoma
- dokazivanje imunskih kompleksa u tkivima
- dokazivanje autoantitela u serumu
- za identifikaciju mikroorganizama u tkivu ili direktnom kliničkom materijalu

IMUNOENZIMSKE TEHNIKE
- detekcija i vizuelizacija Ag na površini ćelija, unutar ćelija, u tkivima 
- postiže se primenom antitela koja su obeležena enzimima
- enzimi u reakciji sa odgovarajućim supstratom daju obojeni produkt (nerastvorljiv u vodi)
koji se lako može videti pod svetlosnim mikroskopom

Najčešće korišćeni enzimi:
- peroksidaza (supstrat: smeša 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 vežba- Detekcija imunskih kompleksa

-imunski kompleksi su kompleksi solubilnog Ag i specifičnog At
-nastaju u cirkulaciji i međućelijskim tečnostima i mogu se istaložiti u 
krvnim sudovima u bilo kom organu 
-istaloženi dovode do lokalne aktivacije leukocita i sistema komplementa
i oštećenja tkiva
-Ag mogu biti strani ili sopstveni, a At u kompleksu su obično IgM ili IgG
-patološke karakteristike ovakvih bolesti odražavaju mesto taloženja 
imunskih kompleksa 
-mogu se dokazati u cirkulaciji ili tkivima

ODREĐIVANJE U SERUMU I DRUGIM BIOLOŠKIM TEČNOSTIMA

-koristi se kao dijagnostički kriterijum, kod praćenja rezultata lečenja i za 
ispitivanje patogenetske osnove imunskih bolesti

Precipitacija imunskih kompleksa sa polietilen glikolom (PEG)

-princip: imunski kompleski se mogu istaložiti pomoću polimera velike 
molekulske mase (npr. PEG)
-izvođenje: u ispitivani serum se dodaje 2% PEG i tada se imunski
kompleksi selektivno talože, dok slobodna At ostaju u supernatantu. 
Posle ispiranja, talog se rastvara i Ig u kompleksima se kvantifikuju RID-
om ili nefelometrijom
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C1q VEZUJUĆI TEST

-sa čvrstom fazom

C1q se adsorbuje na plastične polistirenske epruvete

-Uzorak se inkubira u takvoj epruveti i zatim se epruveta ispere

-Količina imunskih kompleksa koji su se vezali za C1q meri se 
vezivanjem anti-Ig antitela obeleženog radioizotopom.

OTKRIVANJE IMUNSKIH KOMPLEKSA U TKIVIMA

- otkrivanje se vrši imunohistohemijskim tehnikama: 
imunfluorescencom ili imunoenzimska bojenja
-primenjuju se obeležena anti-imunoglobulinska At ili anti-C3 
At 

-sa tečnom fazom

-Uzorak se inkubira sa rastvorenim C1q obeleženim radioizotopom. 
Vezani C1q se precipitira pomoću PEG-a i radioaktivnost se meri u 
precipitatu.
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IV vežba AGLUTINACIJA 
 

 
                                                 KRVNE GRUPE 
 

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

 
ABO sistem  

-Pripadnost jednoj od krvnih grupa ovog sistema se odre�ÿuje na osnovu prisustva tj. 
odsustva A i B Ag na eritrocitima i odgovaraju�üih izohemaglutinata u serumu. 
IZOHEMAGLUTINATI – prirodna IgM At protiv Ag koji nisu ispoljeni na Er doma�üina; 
verovatno nastaju usled prepoznavanja epitopa na intestinalnim mikroorganizmima koji su 
sli�þni epitopima A i B. 
 
- 4 krvne grupe: A, B, AB, O 

 
RHESUS (Rh) KRVNE GRUPE 

 
- Preko 40 razli�þitih Ag u okviru ovog sistema (C,D,E,c,d,e...). 
- Ime dobili po vrsti majmuna u kojima su ovi Ag otkriveni. 
- Najvažniji D antigen- najja�þi imunogen 
- Njegova prisustvo na eritrocitima odre�ÿuje pripadnost Rh+ (pozitivanoj) grupi. 
- Nema prirodnih anti-Rh At i zato stvaranje ovih At kod Rh- samo nakon kontakta sa 
inkopatibilnom krvi: u trudno�üi (hemoliti�þka bolest novoro�ÿen�þeta) ili nakon transfuzija 
(transfuzijska reakcija u Rh- se razvija posle druge trransfuzije Rh+ krvi).    
 
 
HEMOLITI�ýKA BOLEST NOVORO�� EN�ýETA  
 
- Razvija se kada maj�þina IgG At specifi�þna za fetusne Ag krvnih grupa pro�ÿu kroz 
placentu i liziraju fetusne Er. 
- Posledice: minorne, ozbiljne ili letalne. 
-Najteži oblik hemol. bolesti novoro�ÿen�þeta- ERYTHROBLASTOSIS FETALIS. 
- Kada Rh- majka nosi Rh+ fetus. 
- U toku 1. trudno�üe nema mešanja krvi i stvaranja At . 
- Tokom poro�ÿaja fetusni Er aktiviraju specifi�þne B Ly =>stvaranje Rh specifi�þnih plazma 
�üel. i memorijskih B Ly. 
- Anti-Rh (D) At  klase M, uklanjaju Rh+ fetusne Er iz cirkulacije. 
- U slede�üoj trudno�üi, memorijski B- Ly sintetišu anti-Rh (D) At klase G koja prolaze kroz 
placentu i ošte�üuju Er ploda.   
- Da bi se spre�þila hemol. bolest novor. - 24-48h nakon poro�ÿaja daje se preparat koji 
sadrži anti-Rh(D) antitela klase G (Rhogam, Beoglobin); ova At se vezuju za fetalne Rh+ 

Er i pospešuju njihovo uklanjanje pre aktivacije B Ly i spre�þavaju nastanak memorijskih B 
Ly ; u slede�üoj trudno�üi fetus je zašti�üen. 
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