2 Antigens
° (soluble)
o

REACTIA
\-o.{ Zone of DE
Ry }:aﬁ.';:‘:.":;;“,.e PRECIPITARE

Antibodies

* Precipitarea imuna rezulta din punerea in contact a unor
cantitati echivalente de Atg solubil si Atc specifici.

* Un Atg reprezentat de o molecula solubila in prezenta Atc
specifici poate produce un precipitat daca Atg este
multivalent (pe suprafata Atg exista diferiti epitopi care
induc sinteza de Atc specifici acestora).

* Tipurile reactiei de precipitare
- precipitare calitativa si

- precipitare cantitativa

sau

- precipitare in mediul lichid si
- precipitare in mediul solid.
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Precipitation Curve
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PRECIPITAREA CALITATIVA

In tuburi unde sunt depusi mai intai Atc de specificitate
cunoscuta, dupa care se adauga proba cu Atg de testat.

In reactia pozitiva, se formeaza un precipitat in forma de inel la
interfata - putin utilizata

In mediul gelificat se bazeaza pe faptul ca Atg si Atc pot difuza
pasiv sau activ intr-un gel semisolid constituit din agar/un
echivalent.

Imunodifuzia calitativa poate fi orientata sub camp electric, fiind
vorba de contraimunoelectroforeza (electrosinereza) in cursul
careia antigcnul si imunoserul sunt distribuite in godeuri intr-un
gel neutru. Sub efectul cAmpului electric intélnirea dintre antigen
si anticorpi este accelerata.

Imunoelectroforeza reprezinta o asociere intre electroforeza si
dubla imunodifuzie.

Precipitarea calitativa are importanta pentru investigarea calitativa
a imunoglobulinelor in ser, urina, LCR.
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PRECIPITAREA CANTITATIVA

Precipitarea cantitativa utilizeaza un gel in care sunt inclusi
anticorpii cu specificitate cunoscuta.

Cel mai adesea este folosita tehnica Mancini - imunodifuzie radiala
simpla

- efectuata in placi care con{in gel de agaroza cu Atc inclusi;

- serurile de testat se pipeteaza in godeuri si se urmaresc traseele
de precipitare;

- diametrele inelelor de precipitare, concentrice godeurilor, vor
determina concentratiile Atg.

Tehnica Laurell utilizeaza de asemenea un gel cu Atc

- Godeurile sunt aliniate si reprezinta linia de plecare a Atg depuse in
acestea. Difuzia Atg va fl orientata in camp electric si la echivalenta
precipitatele vor avea aspect de flacara de lumanare.

PRECIPITAREA IN MEDIUL LICHID

in urma reactiei dintre Atg si Atc in mediul lichid se formeazi complexe care
precipita cand cei doi rectanti se gasesc in anumite proportii, excesul unuia
dintre ei avand capacitatea de a inhiba reactia.
PRECIPITAREA PRIN FLOCULARE
tehnica Ramon utilizata in scopul stabilirii titrului unui Atg (ex. toxina) folosind
cantitati variabile de Atc (ex.antitoxina) cu titru cunoscut;
metoda Dean care foloseste cantitati variabile de Atg cu titru cunoscut, cu scopul
dozarii Atc specifici.
PRECIPITAREA IN INEL

Atg si Atc sunt eliberati intr-un tub in asa fel incat cele doua faze (faza inferioara
continand Atc si faza superioara confinand Atg) sa nu se amestece. Atg coboara lent
intrand in contact cu Atc si formeaza complexe Atg-Atc. Formarea inelului de
precipitat indica prezenta Atg sau a Atc de cercetat.

Avantajul metodei — rapiditatea si simplitatea.

APLICATII - tehnica sta la baza reactiilor :
reactia Ascoli (identificarea bacilului carbunos-diagn. retrospectiv al antraxului);
identificarea grupei serologice Lancefield a streptococilor;
identificarea apartenentei (animala/umana) unor pete de sange in medicina judiciara;
stabilirea provenientei carnii, prin tehnica Uhlemuth.
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PRECIPITAREA IN MEDIUL SOLID
(MEDIU GELIFICAT)

Precipitarea in mediul solid se bazeaza pe principiul - daca
Atg si Atc sunt introduse intr-un mediu gelificat, vor difuza unul
catre celalalt.

in cazul In care existd o corespondent& imuna si un raport
optim intre concentratiile celor doi reactanti, va avea loc o
reactie de precipitare in punctul lor de intalnire.

Se foloseste gelul de agaroza (3% -10%) care retine
precipitatele in ochiurile sale.

** TEHNICA MANCINI-CARBONARA

PRINCIPIU - In cadrul acestei tehnici gelul de agaroza inclus in placute
de polistiren va contine Atc specifici Atg cercetat;

- in godeurile practicate in gel se depun probele de testat, in care se
cauta Atg > Atg difuzeaza in gel, deplasand zona de echilibru, si va
reactiona cu Atc din gel, in cazul existentei unei corespondente imune;
- dupa 24-48 ore apar inelele de precipitare a caror diametre (mm) sunt
proportionale cu cantitatea de Atg.

- Concentratiile (mg) parametrului investigat se apreciaza conform unei
curbe de etalonare obtinute folosind Atg standard cu concentratii
determinate.
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RADIAL IMMUNODIFFUSION

iy . - Antigen
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incorporied “— Antigen

in agar

\\ e l’= ¢ ’/ : Precipitale

forms ring

Diameter®

Ag Concentration

APLICATIILE TEHNICII MANCINI:
- dozarea proteinei C reactive;

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

- determinarea cantitativa a fractiunilor complementului;

- determinarea cantitativa a siderofilinei;

- dozarea alfa1 - anti-tripsinei umane etc.

11/16/2020



TEHNICA DE IMUNODIFUZIE DUBLA OUCHTERLONY

* PRINCIPIU — TEHNICA DE LUCRU

- Agaroza este turnata intr-un strat de cativa mm grosime pe o
placa/lama de sticla/cutie Petri.

- Se decupeaza 2 godeuri pentru fiecare proba de testat, intr-un godeu
se plaseaza Atc in celalalt Atg.

- In zona de echilibru va apare un precipitat - traseul de precipitare se
deplaseaza in functie de conc. Astfel, se va situa aproape de un godeu
daca concentratia elementului inclus la acest nivel este mai joasa.

- Cand reactia este terminata (24-48 h), se poate spala agaroza cu ser
fiziologic fara a altera complexele imune retinute de refeaua agarozei,
apoi colora proteinele complexului imun pentru a releva banda de

precipitat. g
antigen anticorpi
[:_‘_::——_:E'—‘— =
gradient de concentratie
Antibody > £ Antigen
__:__L;:\.\i‘j;g\\\_\; I A ;

Agar matrix

Precipitate
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INTERPRETARE
- fuziunea arcurilor = indica un acelasi complex imun ;
- arcuri secante - indicand doua complexe imune diferite (godeurile
periferice necontinand aceleasi Atg) ;
- arcuri duble = in cazul mai multor Atg in godeurile periferice si mai
multi Atc in godeul central.
APLICATII
- decelarea unor proteine umane in conditii patologice cum sunt :
- a - fetoproteina umana,
- proteinele Bence-Jones,
- proteina C reactiva,
- antigenul HBs.

1,2, 4, 6 - pozitive
1 3, 5 - negative

1, 2 - acelasi complex imun

B
(_) r(;)\ O 2 1 5i 6 : compleste imune diferite

TESTUL ELEK (identificarea tulpinilor toxigene de bacil difteric)
PRINCIPIU - difuzia Atg si Atc in unghi drept.

in acest caz tulpina de bacil difteric (Atg de testat este reprezentat de
toxina difterica) se insamanteaza perpendicular pe directia unui sant
practicat in gel in care s-a introdus anterior antiserul ce contine Atc anti-
toxina diftcrica.

Pozitivarea reactiei este indicata de aparitia unor trasee de precipitare
sub forma unor ,,mustati” la locul intalnirii celor doi reactanti, Atg si Atc
migrati in gel.

san} cu ser Fil e sk i C. dohivian nioss

anli-toxind difterica

i b
mediu gelificat = K g € ¥
—— linii de precipitare
tulpina toxigend
i oy a0l
tulpina neloxigend s
martor sigur & Koo oo C. i
marlor sigur
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** CONTRAIMUNOELECTROFOREZA (ELECTROSINEREZA) (CIE)
Tehnica in care migrarea reactantilor este accelerata de curentului electric.

PRINCIPIU - Tehnica se bazeaza pe faptul ca proteinele (Atg) cu migrare
anodica sunt precipitate intr-un camp electric de catre Atc specifici. La
pH=8,2- 8,6 , Atc incarcati slab (-) se deplaseaza in gel catre catod datorita
electroendosmozei iar Atg cu sarcina electrica mai mare migreaza spre anod.

Rezultatele se citesc dupa 3-4 ore prin prezenta imunoprecipitarii situata intre
cele doua godeuri.

Aceasta metoda este mai sensibila si mai rapida decat dubla difuzie.

APLICATII - CIE serveste la examinarea componentelor Atg din lichide
biologice: LCR, urina, lichid pleural, ascita, etc.

-
e RO ] Of ey
w O | Of =
-lo 1 o] =
-lo 1 of -

Titral = 1/B0
1160 o o Iy
11320 O O RPN
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** IMUNOELECTROFOREZA
Etapele tehnicii :

O lama de microscop este acoperita de agaroza dupa care se practica
2 godeuri;

Se separa proteinele electroforetic gratie curentului electric (ex :
electroforeza serului uman);

Se decupeaza apoi un sant central, in mijlocul lamei, in care se va
pipeta ser policlonal de animal anti-proteine umane (Atc anti-lg
umane) care va recunoaste toate fractiunile proteice din serul uman;

Dupa difuzie, se obtin diferite arcuri de precipitare care pot fi colorate
si comparate.

l ser de control

e S R & e R i N ——
& e ——, — P
. = .
mAdel —'J = ser de testat
e sant cu ser policlonal de animal
desgurota 20 amtiproteme umane
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Albumin
y globulin B Mmoo
cecytigEm— S0 O -

ool @ O

Myoloma globulin

(U _"! t”l."t '
i \‘.fb‘h.\‘«‘ '.‘ O '. "'..I' »

AnthUman serum

) 14 \ .'4
Japdile s dERL M) Adly !y
0y

-
N Gy

0
= N0

\ l‘|".‘ R

* Imunoelectroforeza serului unui
bolnav este realizata in comparatie
cu cea a unui ser uman normal. in
acest mod se poate repera zona
unde este situata fiecare fractiune
afectata.

* Prezenta unei |g monoclonale da
un arc foarte incurbat, gros, aproape
de jgheabul imunoserului.

* Exista situatii patologice in care
lipsesc in totalitate lanturile grele iar
lanturile usoare sunt sintetizate in
exces in raport cu lanfurile grele —
imunoelectroforeza pe urini conc. ale
bolnavului.

Lanturile usoare, mono sau dimerice =
proteinele Bence-Jones eliminate prin
rinichi.

APLICATII

Imunoelectroforeza este o tehnica calitativa care stabileste
in cazul proteinelor umane patologice monoclonale, clasa
de Ig implicata, prin aceea ca arcul de precipitare
respectiv apare ingrosat sau cu importante modificari
morfologice (dedublari, deformari etc).

Prin imunoelectroforeza se poate izola din gel Atg urmarit,
pentru a realiza o analiza mai ampla sau pentru a obtine
seruri monoclonale. Imunoelectroforeza este limitata ca
sensibilitate de calitatile antiserului folosit.

11/16/2020
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Harta localizarilor fractiunilor proteice
identificabile prin imunoelectroforeza

Copynight £ The McGraw-Hill Companies Inc Permission required 1or reproduction or display
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Albumin  Alpha globulin lgM Gamma globulin
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«2 macroglob IgM 1gA 196
transferrin

albuminy
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Zona albumine si alfal globuline :

* Prealbumina
® Albumina

*® Alfal-antitripsina i
* Alfal-glicoproteina acidd
* Alfa-fetoproteina [
¥ Profrombina |

Proatfumnin i i H o

Apha-t anttrypein .
Apha1 scid ghycopotein ——t
Haowogbn ..
Aipha-2 macrogtoadan -—— . .

Zona alfa2 globuline: il

|
» Haptoglobina f |
2 |
»® Ceruloplasmina bl N
® Alfa2 macroglobulina  ° [\« || F
* Colinesteraza —
»® Alfa2 antitrombina s
% Plasminogen
*Transcortina
*® Eritropoietina

x Componentele C1, C4, C6,C9 ale complementului
*® Lipoproteine

Zona beta globuline: ,\..,m

+ Beta2 microglobulina [
* Transferina

* Lizozim

» Beta-lipoproteinele
+ Complement- C3

Zona gama:

Proteina C reactiva
Fibrinogenul
Imunoglobuline

Haptoglobin | |
Alpha-2 macroglobulin ——-1
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Whatis Gel Electrophoresis used for?

Uses:
1. Evidence in criminal cases

DNA samples from:

Sample Sample Sample crime  suspect  suspect  suspect
1 2 3 scene &1 *2 #3
Crime Suspect Shop [— p—
scene owner —_— —_—
[] R — —
- —
l - = U=
l -— - — ~—
= =
i & B 8 S
- = = -
| . .
= Who is guilty? Why?

Who is guilty? Why? Suspect 2! The DNA sample

The OWNER! The DNA Sample is matChes the crime SCE“E'S DNA!
the same as the Owners DNA
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COMPLEXELE IMUNE CIRCULANTE (CIC)

Complexele imune in exces pot apare in cadrul reactivitatii imune
fata de o serie de tipuri de antigene persistente:

- antigene microbiene (antigene ale germenilor infectiosi care
determina infecitii streptococice, parazitoze, viroze cum sunt
mononucleoza, hepatitele virale);

- autoantigene, specifice bolilor autoimune

- antigene prezente in mediu sub forma de particule (pulberi, praf) si
care sunt inhalate.

Cercetarea CIC in practica clinica este de interes in urmatoarele
situatji:
- pacientii cu afectiuni in care disordinile autoimune se asociaza cu
leziuni determinate de reactii de hipersensibilitate imediata tip 1l
(LES, vasculite, crioglobulinemii, poliartrita reumatoida etc) pot fi
urmariti privind activitatea bolii prin masurarea CIC;

-boli infectioase cum sunt endocarditele, lepra, hepatitele virale sau
infectiile 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 Ill 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 A = 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 um. Sample (S) Control (C)
Serum ml 0,1 0,1
Reagent 1 ml 2,9 -
Reagent 1 ml - 2,9
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21



IDENTIFICAREA CRIOGLOBULINELOR

Crioglobulinele reprezinta agregate serice constituite fie numai din imunoglobuline
fie dintr-o forma speciala de complexe antigen-anticorp care precipita (reversibil)

la temperaturi scazute si se solubilizeaza dupa expunerea la 37°C.
Crioglobulinemia reprezinta starea caracterizata prin prezenta anormala de

crioglobuline in sdnge care sunt precipitate in vasele mici in urma expunerii la
temperaturi scazute si care cauzeaza diminuarea fluxului sanguin in ariile expuse,

finalizata uneori cu necroza.

Exista 3 tipuri de crioglobulinemie din punct de vedere imunochimic:

Tipul | (20-25% din crioglobulinemii)-este reprezentat de prezenta unui singur tip
de imunoglobuline monoclonale, uzual apartinand izotipului IgM (dar pot fi si IgG,
IgA, sau proteine Bence Jones), in general fara activitate de factor reumatoid (FR);

este asociat cu mielom multiplu, boala Waldenstrom, limfoame nehodgkiniene.

Tipul Il (25%-40%) - este reprezentat de imunoglobuline monoclonale IgM (cu

activitate de FR) si policlonale IgG ( mai rar IgA);, comun in hepatita virala C, sindrom

Sjogren.

Tipul lll (40-50%) - denumit crioglobulinemie mixta policlonala se caracterizeaza prin
prezenta de Ig policlonale G, M, A legate prin activitatea de FR; variante :IgM-IgG,

IgM-1gG-IgA; frecvent in boli de colagen, infectii cronice.

Tipul Compozitia Boli asociate
crioglobulinemiei chimica
Tip 1 IgM % Mielom
IgG 4 Boala Waldenstrom
IgA 4 Macroglobulinaemia
Lanturi # Leucemia cronica limfocitara
monoclonale # Limfadenopatie
usoare % Leucemia cu celule paroase
Tip II IgM-IgG % Mielom
IgG-IgG 4 Boala Waldenstrom
IgA-IgG 4 Macroglobulinaemia
# Leucemia cronica limfocitica
% Crioglobulinemia mixta esentiala
Tip III IgM-1gG Boli autoimune:
IgM-IgG-IgA Lupus (LES)
Artrita reumatoida
Sclerodermia

Sindrom Sjogren

Hepatita cronica activa

Ciroza biliara primara

Nefrita post streptococica

Vasculite

Infectii: EBV, Sifilis, Hepatitie, Leprosy,
Kala-azar, Sindrom Lyme

YL
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Din punct de vedere clinic, crioglobulinemiile, mai ales
cele mixte, sunt caracterizate prin triada:

purpura vasculara,
artralgii,
stare de oboseala.

Diagnosticul unei crioglobulinemii presupune trei etape:

evidentierea crioglobulinelor si diferentierea lor de alte
crioproteine (fibrinogenul, aglutininele la rece);

analiza lor calitativa si cantitativa;

precizarea manifestarilor de vasculitd si a bolii de baza.

IDENTIFICAREA CRIOGLOBULINELOR

Sangele este prelevat "a jeun" cu o seringa preincalzita la 37°C si colectat in
tuburi uscate care sunt mentinute la temperatura de 37°C, 3-4 ore pentru a
separa cheagul. Nerespectarca acestei precautii poate sa duca la
precipitarea momentana a crioglobulinelor si implicit la rezultate eronate.
Dupa separare, serul bolnavului este centrifugat si repartizat in 2 tuburi:

un tub se conserva la termostat iar

celalalt este refrigerat la + 4° C (cel putin 48-72 ore).

Dupa acest interval de timp se compara macroscopic tuburile ; prezenta
crioglobulinelor este indicata de un precipitat care apare in tubul mentinut
la rece, precipitat care va dispare dupa incalzirea lui la 37°C.
Tubul mentinut la termostat de la ihceputul testarii, folosit ca martor, nu va
prezenta precipitat.
Dupa izolarea si spalarea precipitatului are loc analiza crioprecipitatului
(tipajul crioglobulinei) pentru identificarea componentelor (izotipurile Ig,
fractiuni de complement, complexe imune circulante) crioglobulinei care se
face prin diferite metode sensibile: imunoelectroforeza, imunofixare
(immunoblotting), electroforeza in gel de poliacrilamida.
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