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REACŢIA
DE

PRECIPITARE 

* Precipitarea imună rezultă din punerea în contact a unor 
cantităţi echivalente de Atg solubil şi Atc specifici.

* Un Atg reprezentat de o moleculă solubilă în prezenţa Atc 
specifici poate produce un precipitat dacă Atg este 
multivalent (pe suprafaţa Atg există diferiţi epitopi care 
induc sinteza de Atc specifici acestora).

* Tipurile reacţiei de precipitare 
- precipitare calitativă şi 
- precipitare cantitativa
sau

- precipitare în mediul lichid şi
- precipitare in mediul solid.
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PRECIPITAREA CALITATIVĂ

 In tuburi unde sunt depuşi mai întâi Atc de specificitate 
cunoscută, după care se adaugă proba cu Atg de testat.                                           
In reacţia pozitivă, se formează un precipitat în formă de inel la 
interfaţă - puţin utilizată

 In mediul gelificat se bazează pe faptul că Atg şi Atc pot difuza 
pasiv sau activ într-un gel semisolid constituit din agar/un 
echivalent. 

 Imunodifuzia calitativă poate fi orientată sub câmp electric, fiind 
vorba de contraimunoelectroforeza (electrosinereza) în cursul 
căreia antigcnul şi imunoserul sunt distribuite în godeuri într-un 
gel neutru. Sub efectul câmpului electric întâlnirea dintre antigen 
şi anticorpi este accelerată.

 Imunoelectroforeză reprezintă o asociere între electroforeză şi 
dubla imunodifuzie. 

 Precipitarea calitativă are importanţă pentru investigarea calitativă 
a imunoglobulinelor în ser, urină, LCR.
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PRECIPITAREA CANTITATIVĂ

 Precipitarea cantitativă utilizează un gel în care sunt incluşi 

anticorpii cu specificitate cunoscută.

 Cel mai adesea este folosită tehnica Mancini - imunodifuzie radială 

simplă

- efectuată în plăci care conţin gel de agaroză cu Atc incluşi; 

- serurile de testat se pipetează în godeuri şi se urmăresc traseele 

de precipitare;

- diametrele inelelor de precipitare, concentrice godeurilor, vor 

determina concentraţiile Atg.

 Tehnica Laurell utilizează de asemenea un gel cu Atc                                           

- Godeurile sunt aliniate şi reprezintă linia de plecare a Atg depuse în 

acestea. Difuzia Atg va fl orientată în câmp electric şi la echivalenţă 

precipitatele vor avea aspect de flacără de lumânare.

PRECIPITAREA IN MEDIUL LICHID

În urma reacţiei dintre Atg şi Atc în mediul lichid se formează complexe care 
precipită când cei doi rectanţi se găsesc în anumite proporţii, excesul unuia 
dintre ei având capacitatea de a inhiba reacţia.

PRECIPITAREA PRIN FLOCULARE

 tehnica Ramon utilizată în scopul stabilirii titrului unui Atg (ex. toxină) folosind 
cantităţi variabile de Atc (ex.antitoxină) cu titru cunoscut;

 metoda Dean care foloseşte cantităţi variabile de Atg cu titru cunoscut, cu scopul 
dozării Atc specifici.

PRECIPITAREA IN INEL

 Atg si Atc sunt eliberaţi intr-un tub in aşa fel încât cele două faze (faza inferioară 
conţinând Atc şi faza superioară conţinând Atg) să nu se amestece. Atg coboară lent 
intrând în contact cu Atc şi formează complexe Atg-Atc. Formarea inelului de 
precipitat indică prezenţa Atg sau a Atc de cercetat. 

 Avantajul metodei – rapiditatea si simplitatea.

APLICATII - tehnică stă la baza reacţiilor :

 reacţia Ascoli (identificarea bacilului cărbunos-diagn. retrospectiv al antraxului);

 identificarea grupei serologice Lancefield a streptococilor;

 identificarea apartenenţei (animală/umană) unor pete de sânge în medicina judiciară; 

 stabilirea provenienţei cărnii, prin tehnica Uhlemuth.
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PRECIPITAREA IN MEDIUL SOLID 

(MEDIU GELIFICAT)

 Precipitarea în mediul solid se bazează pe principiul - dacă 
Atg şi Atc sunt introduse intr-un mediu gelificat, vor difuza unul 
către celălalt.    

 În cazul în care există o corespondenţă imună şi un raport 
optim între concentraţiile celor doi reactanţi, va avea loc o 
reacţie de precipitare în punctul lor de întâlnire.

 Se foloseste gelul de agaroză (3% -10%) care reţine 
precipitatele în ochiurile sale.

** TEHNICA MANCINI-CARBONARA

PRINCIPIU - In cadrul acestei tehnici gelul de agaroză inclus în plăcuţe 
de polistiren va conţine Atc specifici Atg cercetat; 
- în godeurile practicate în gel se depun probele de testat, în care se 
caută Atg  Atg difuzează în gel, deplasând zona de echilibru, şi va 
reacţiona cu Atc din gel, în cazul existenţei unei corespondenţe imune;
- după 24-48 ore apar inelele de precipitare a căror diametre (mm) sunt 
proporţionale cu cantitatea de Atg. 
- Concentraţiile (mg) parametrului investigat se apreciază conform unei 
curbe de etalonare obţinute folosind Atg standard cu concentraţii 
determinate.
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APLICAŢIILE TEHNICII MANCINI:

- dozarea proteinei C reactive;

- dozarea imunoglobulinelor (mai ales IgG, IgA, IgM şi 
IgD);

- determinarea cantitativă a fracţiunilor complementului;

- determinarea cantitativă a siderofilinei;

- dozarea alfa1 - anti-tripsinei umane etc.
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TEHNICA DE IMUNODIFUZIE DUBLA OUCHTERLONY

* PRINCIPIU – TEHNICA DE LUCRU
- Agaroza este turnată într-un strat de câţiva mm grosime pe o 
placă/lamă de sticlă/cutie Petri. 
- Se decupează 2 godeuri pentru fiecare probă de testat, într-un godeu 
se plasează Atc în celălalt Atg. 
- În zona de echilibru va apare un precipitat - traseul de precipitare se 
deplasează în funcţie de conc. Astfel, se va situa aproape de un godeu 
dacă concentraţia elementului inclus la acest nivel este mai joasă. 
- Când reacţia este terminată (24-48 h), se poate spăla agaroza cu ser 
fiziologic fără a altera complexele imune reţinute de reţeaua agarozei, 
apoi colora proteinele complexului imun pentru a releva banda de 
precipitat.



11/16/2020

11

 INTERPRETARE
- fuziunea arcurilor  indică un acelaşi complex imun ;
- arcuri secante  indicând două complexe imune diferite (godeurile 
periferice neconţinând aceleaşi Atg) ;
- arcuri duble  în cazul mai multor Atg în godeurile periferice şi mai 
mulţi Atc în godeul central.
 APLICAŢII
- decelarea unor proteine umane în condiţii patologice cum sunt :                                                              

- α - fetoproteina umană,
- proteinele Bence-Jones, 
- proteina C reactivă, 
- antigenul HBs.

TESTUL ELEK (identificarea tulpinilor toxigene de bacil difteric)

 PRINCIPIU - difuzia Atg şi Atc în unghi drept.

 În acest caz tulpina de bacil difteric (Atg de testat este reprezentat de 

toxina difterică) se însămânţează perpendicular pe direcţia unui şant 

practicat în gel in care s-a introdus anterior antiserul ce conţine Atc anti-

toxină diftcrică. 

 Pozitivarea reacţiei este indicată de apariţia unor trasee de precipitare 

sub forma unor „mustăţi" la locul întâlnirii celor doi reactanţi, Atg şi Atc 

migraţi în gel.
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**  CONTRAIMUNOELECTROFOREZA (ELECTROSINEREZA) (CIE)

 Tehnică în care migrarea reactanţilor este accelerată de curentului electric. 

 PRINCIPIU - Tehnica se bazează pe faptul că proteinele (Atg) cu migrare 
anodică sunt precipitate într-un câmp electric de către Atc specifici. La 
pH=8,2- 8,6 , Atc încărcaţi slab (-) se deplasează în gel către catod datorită 
electroendosmozei iar Atg cu sarcina electrică mai mare migrează spre anod. 

 Rezultatele se citesc după 3-4 ore prin prezenţa imunoprecipitării situată între 
cele două godeuri.

 Această metodă este mai sensibilă şi mai rapidă decât dubla difuzie.

 APLICATII - CIE serveşte la examinarea componentelor Atg din lichide 
biologice: LCR, urină, lichid pleural, ascită, etc.
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** IMUNOELECTROFOREZA
Etapele tehnicii :

 O lamă de microscop este acoperită de agaroză după care se practică 
2 godeuri;

 Se separă proteinele electroforetic graţie curentului electric (ex : 
electroforeza serului uman);

 Se decupează apoi un şanţ central, în mijlocul lamei, în care se va 
pipeta ser policlonal de animal anti-proteine umane (Atc anti-Ig 
umane) care va recunoaşte toate fracţiunile proteice din serul uman ; 

 După difuzie, se obţin diferite arcuri de precipitare care pot fi colorate 
şi comparate.
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* Imunoelectroforeza serului unui 

bolnav este realizată în comparaţie 

cu cea a unui ser uman normal. În 

acest mod se poate repera zona 

unde este situată fiecare fracţiune 

afectată.

* Prezenţa unei Ig monoclonale dă 

un arc foarte incurbat, gros, aproape 

de jgheabul imunoserului. 

* Există situaţii patologice în care 

lipsesc în totalitate lanţurile grele iar 

lanţurile uşoare sunt sintetizate în 

exces în raport cu lanţurile grele →
imunoelectroforeza pe urini conc. ale

bolnavului. 

Lanţurile uşoare, mono sau dimerice = 

proteinele Bence-Jones eliminate prin 

rinichi.  

APLICAŢII 
 Imunoelectroforeza este o tehnică calitativă care stabileşte 

în cazul proteinelor umane patologice monoclonale, clasa 
de Ig implicată, prin aceea că arcul de precipitare 
respectiv apare îngroşat sau cu importante modificări 
morfologice (dedublări, deformări etc).

 Prin imunoelectroforeză se poate izola din gel Atg urmărit, 
pentru a realiza o analiză mai amplă sau pentru a obţine 
seruri monoclonale. Imunoelectroforeza este limitată ca 
sensibilitate de calităţile antiserului folosit.
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Harta localizarilor fractiunilor proteice 
identificabile prin imunoelectroforeza
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COMPLEXELE IMUNE CIRCULANTE (CIC)
 Complexele imune în exces pot apare în cadrul reactivităţii imune 

faţă de o serie de tipuri de antigene persistente:

- antigene microbiene (antigene ale germenilor infecţioşi care 
determină infecţii streptococice, parazitoze, viroze cum sunt 
mononucleoza, hepatitele virale);

- autoantigene, specifice bolilor autoimune

- antigene prezente în mediu sub formă de particule (pulberi, praf) şi
care sunt inhalate.

 Cercetarea CIC în practica clinică este de interes în următoarele 
situaţii:

- pacienţii cu afecţiuni în care disordinile autoimune se asociază cu 
leziuni determinate de reacţii de hipersensibilitate imediată tip III 
(LES, vasculite, crioglobulinemii, poliartrita reumatoidă etc) pot fi 
urmăriţi privind activitatea bolii prin măsurarea CIC;

-boli infecţioase cum sunt endocarditele, lepra, hepatitele virale sau 
infecţiile parazitare.
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DIAGNOSIS OF IMMUNE CIRCULAR COMPLEXES (CIC) 
Determination of CIC in clinical practice is of interest in the following situations: 

- patients with conditions in which autoimmune disorders are associated with lesions 

caused by type III immediate hypersensitivity reactions (SLE, vasculitis, 

cryoglobulinemia, rheumatoid arthritis etc.) can can follow the disease activity by 

measuring CIC; 

- infectious diseases such as endocarditis, leprosy, viral hepatitis or parasitic infections. 

PRINCIPLE OF PRECIPITATION OF IMMUNE COMPLEXES WITH PEG 

Principle of the method - Polyethylene glycol with molecular weight 6000 changes the 

solubility of immune complexes , allowing them to be highlighted by precipitation.

The working technique 

Reagent 1: PEG 6000 solution in borate buffer 

Reagent 2: boron buffer, ph = 8.4. 

- Blood samples after harvest are kept at thermostat for 3 hours at 37 ° C, then clot and 

decant the serum. 

- The serum thus obtained can be stored in the refrigerator (+ 4 ° C) until processing.

Prepare the sample and the control according to the table:

- The sample and control shall be stored overnight (24 hours) in the 
refrigerator    (+4 ° C), after which are measured the extinction of the sample 
(ES) and the control (EC) against the distilled water at the wavelength λ = 450 
nm,in 1 cm cuvette.

- Calculation: E = (ES - EC) x 1000 (photometric units),

ES = sample extinction, EC = extinction of the blank/Control

- Normal values: 0-50 photometric units

Reagents u.m. Sample (S) Control (C)

Serum ml 0,1 0,1

Reagent 1 ml 2,9 -

Reagent 1 ml - 2,9
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IDENTIFICAREA CRIOGLOBULINELOR
 Crioglobulinele reprezintă agregate serice constituite fie numai din imunoglobuline 

fie dintr-o formă specială de complexe antigen-anticorp care precipită (reversibil) 
la temperaturi scăzute şi se solubilizează după expunerea  la 370C. 

 Crioglobulinemia reprezintă starea caracterizată prin prezenţa anormală de 
crioglobuline în sânge care sunt precipitate în vasele mici in urma expunerii la 
temperaturi scăzute şi care cauzează diminuarea fluxului sanguin în ariile expuse, 
finalizată uneori cu necroză.  

 Există 3 tipuri de crioglobulinemie din punct de vedere imunochimic: 

Tipul I (20-25% din crioglobulinemii)-este reprezentat de   prezenţa unui singur tip  
de imunoglobuline monoclonale, uzual aparţinând izotipului IgM (dar pot fi  şi IgG, 
IgA, sau proteine Bence Jones), in general  fără activitate de factor reumatoid (FR); 
este asociat cu mielom multiplu, boala Waldenstrom, limfoame nehodgkiniene. 

Tipul II (25%-40%) - este reprezentat de imunoglobuline monoclonale IgM (cu 
activitate de FR) şi policlonale IgG ( mai rar IgA); comun în hepatita virală C, sindrom 
Sjogren.

Tipul III (40-50%) - denumit crioglobulinemie mixtă policlonală se caracterizează prin 
prezenţa de Ig policlonale G, M, A legate prin activitatea de FR; variante :IgM-IgG, 
IgM-IgG-IgA; frecvent în boli de colagen, infecţii cronice.

Tipul 
crioglobulinemiei 

Compoziţia 
chimică

Boli asociate

Tip 1 IgM 
IgG 
IgA 
Lanţuri
monoclonale
uşoare

 Mielom 
 Boala Waldenstrom
 Macroglobulinaemia 
 Leucemia cronică limfocitară
 Limfadenopatie
 Leucemia cu celule păroase

Tip II IgM-IgG 
IgG-IgG 
IgA-IgG

 Mielom 
 Boala Waldenstrom
 Macroglobulinaemia 
 Leucemia cronică limfocitică
 Crioglobulinemia mixtă esenţială 

Tip III IgM-IgG 
IgM-IgG-IgA

Boli autoimune: 
 Lupus (LES) 
 Artrita reumatoidă
 Sclerodermia 
 Sindrom Sjogren 
 Hepatita cronică activă 
 Ciroza biliară primară 
 Nefrita post streptococică
Vasculite 
Infecţii: EBV, Sifilis, Hepatitie, Leprosy, 
Kala-azar, Sindrom Lyme 
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Din punct de vedere clinic, crioglobulinemiile, mai ales
cele mixte, sunt caracterizate prin triada:
purpură vasculară,
artralgii,
stare de oboseală.

Diagnosticul unei crioglobulinemii presupune trei etape:
evidenţierea crioglobulinelor şi diferenţierea lor de alte
crioproteine (fibrinogenul, aglutininele la rece);
analiza lor calitativă şi cantitativă;
precizarea manifestărilor de vasculită şi a bolii de bază.

IDENTIFICAREA CRIOGLOBULINELOR

 Sângele este prelevat "a jeun" cu o seringă preîncălzită la 37°C şi colectat în 
tuburi uscate care sunt menţinute la temperatura de 37°C, 3-4 ore pentru a 
separa cheagul. Nerespectarca acestei precauţii poate să ducă la 
precipitarea momentană a crioglobulinelor şi implicit la rezultate eronate.

 După separare, serul bolnavului este centrifugat şi repartizat în 2 tuburi: 

 un tub se conservă la termostat iar 

 celălalt este refrigerat la + 4° C (cel puţin 48-72 ore).

 După acest interval de timp se compară macroscopic tuburile ; prezenţa 
crioglobulinelor este indicată de un precipitat care apare în tubul menţinut 
la rece, precipitat care va dispare după încălzirea lui la 37°C. 

 Tubul menţinut la termostat de la începutul testării, folosit ca martor, nu va 
prezenta precipitat.

 După izolarea şi spălarea precipitatului are loc analiza crioprecipitatului 
(tipajul crioglobulinei) pentru identificarea componentelor (izotipurile Ig, 
fracţiuni de complement, complexe imune circulante) crioglobulinei care se 
face prin diferite metode sensibile: imunoelectroforeză, imunofixare 
(immunoblotting), electroforeză în gel de poliacrilamidă.


