REACTIA
DE
SERONEUTRALIZARE

Reactia de neutralizare face parte din
reactiile serologice de inhibare a unor
- caracteristici biologice si
- caracteristici biochimice
ale Atg :
- actiune toxica,
- actiune infectanta,
- actiune litica

- Atg dotate cu activitate biologica (toxine, enzime,
hormoni) induc formarea de Atc neutralizanti care au
capacitatea de a le bloca activitatea.

- Reactiile de neutralizare pot fi realizate in vivo sau in
vitro.
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> REACTII DE NEUTRALIZARE "IN VIVO

Aceste teste necesita probe in vivo pe animale de
experienta sau pe om.

IDENTIFICAREA TOXINEI DIFTERICE prin efectul
produs la animale de experienta.

IDENTIFICAREA TIPULUI DE TOXINA BOTULINICA
dintr-un material infectios (toxinotipia prin testul
seroprotectiei).

> REACTII DE NEUTRALIZARE "IN VITRO
Sunt utilizate in diagnosticul serologic al unor
> bacterioze
» viroze.

< INTRADERMOREACTIA SCHICK - Apreciaza gradul de imunizare a
populatiei in urma vaccinarii antidifterice;

- Pentru evidentierea Atc anti-toxina difterica la subiectul testat se injecteaza
intradermic o cantitate redusa (0,1 ml) de toxina difterica purificata;

- Daca la locul inocularii nu se constata efectul dermonecrotic, subiectul
este imunizat = reactie negativa ;

- In lipsa Atc specifici neutralizanti, efectul actiunii toxinei este prezent
(eritem si edem de cel putin 10 mm diametru) = reactia pozitiva.
MARTORUL - Pentru a elimina pseudoreaciiile, se injecteaza intradermic
pe celalalt brat o cantitate de toxina echivalenta dar inactivata - in acest
caz nu trebuie sa apara reactia cutanata.

% INTRADERMOREACTIA DICK - testeaza susceptibilitatea la scarlatina
si se efectueaza si interpreteaza similar cu testul Schick ;

- Prin aceasta reactie se urmareste prezenta Atc antitoxici indugi in organism
de toxina eritrogena.

- Se injecteaza intradermic cantitatea minima de toxina eritrogena care
produce un eritem cu diametrul de 10 mm - persoane receptive la
scarlatina reactie pozitiva, iar la cele imune la scarlatina reactie negativa
- lipsa eritemului Tn zona inoculatéd (imunitate antitoxica prezenta).
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INTRADERMOREACTII

- INTRADERMOREACTIA SCHICK | | . INTRADERMOREACTIA DE TIP
- INTRADERMOREACTIA DICK TUBERCULINIC (IDR LA PPD)

» Teste utilizate in investigarea
raspunsului imun umoral

» Utilizate pentru testarea

» Test utilizat in investigarea
raspunsului imun mediat celular

hipersensibilitatii de tip imediat > ﬁti”zaté‘ p.i’.‘ﬁ[ﬁ‘ .t.ejtatr.ean riat
» Efectul dermonecrotic se Ipersensibilitatii de _'p intarzia

manifestd imediat in cateva » Efectul dermonecrotic se

minute manifesta si atinge amplitudinea
maxima dupa 24-72 ore

DIAGNOSTICUL SEROLOGIC AL INFECTIILOR
STREPTOCOCICE
(determinarea titrului antistreptolizinelor 0) - reactia ASLO

» Reactia ASLO decurge in doua etape :

- punerea in contact a dilutiilor din serul de testat (in care cautam Atc
anti-SLO) cu o cantitate standard de streptolizina O (Atg)
- INCUBARE

- repartizarea unei suspensii de hematii de iepure ca mijloc revelator.

» PRINCIPIUL care sta la baza reactiei ASLO este urmatorul :

- in tuburile in care dilutiile de ser contin o cantitate suficienta de
antistreptolizine O (Atc) efectul litic al Atg (streptolizina O) va fi
inhibat 2> ceea ce se traduce prin lipsa de hemoliza;

- in dilutiile de ser in care Atc sunt insuficienti (sau absenti) pentru a

neutraliza streptolizina O, efectul litic al acesteia se observa prin
prezenta hemolizei.
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TEHNICA DE LUCRU

» serul de cercetat se trateaza cu rivanol pt indepartarea
inhibitorilor nespecifici;

» urmeaza o inactivare a serului timp de 30 min la 56°C;

» se efectueaza dilutii succesive din serul de testat (1/100,
1/250, 1/500, 1/625, 1/833, 1/1250) in solutie cloruro-sodica

izotona; U U U U U U

> se adaugéiAtg Fstre&oliziﬁé Oian cénrzltitate de 0,5 ml;

T

116 132

> se repartizeézé in fiecare eBrubeté cate 0,5 ml dintr-o
suspensie de hematii de iepure 5%;

U U U U U i Incubare

1116
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CITIREA REACTIEI

Se face in doi timpi :

- prima citire dupa scoaterea tuburilor de la termostat
- a doua, definitiva, dupa o noapte de pastrare la +4° C.

- Reactia negativa este indicata de prezenta hemolizei.

- Titrul Atc anti-streptolizina O (ASLO) este dat de ultimul tub in care lipseste
complet hemoliza.

* Titrurile normale de ASLO = 160 - 200 unitati/ml ser.

* Titrurile crescute, peste aceste limite :
- infectie recenta streptococica sau
- instalarea unor complicatii post-streptococice
- reumatismale
-renale
- endocardice.

* Titrurile inalte de Atc ASLO dupa o infectie streptococica se mentin crescute timp de
cateva luni.

REACTIA DE FIXARE A COMPLEMENTULUI

» Complementul este o componenta normala a serului (complex de factori
globulinici), care nu se combina cu Atg izolat.

» Complementul este parte a mecanismelor de aparare innascuta, cu rol in
inflamatie si fagocitoza.

» Complementul are o afinitate scdzuta pentru Atc si se leaga numai de
complexele Atg-Atc

— Dupa ce se fixeaza de aceste complexe, complementul este activat — si
isi exercitd mai multe proprietati biologice, avand chiar o reactie agresiva
faté de structurile pe care se fixeaza (/iza eritrocitelor din sistemul

hemolitic; liza bacteriilor, virusurilor)

» Complementul prezinta mai multe subfractiuni : C1(q,r,s), C2, C3, C4, C5,
C6, C7, C8, C9, factorul B, factorul P- prezente in mod normal in fluidele
corpului nostru In forma inactiva si activate de actiunea agentilor
infectiosi.




REACTIA DE FIXARE A COMPLEMENTULUI (RFC)

PRINCIPIU - RFC foloseste doua sisteme Atg-Atc care pot activa /
consuma o concentratie standard de complement.

» Primul sistem - reprezentat de Atc din serul de bolnav si de un
Atg corespunzator,

» Al doilea sistem - sistem cu rol indicator (sistemul hemolitic)
- face vizibil rezultatul reactiei din primul sistem

- constituit din hematii de oaie (Atg) in asociere cu un ser
hemoliti)c (Atc) (ser obtinut prin imunizarea iepurilor cu hematii
de oaie).

v Daca serul de bolnav contine Atc fata de Atg std, C se leaga de
acest complex Atg-Atc > nu mai exista C liber in reactie, care sa
poata fi fixat de sistemul hemolitic > hematiile de oaie vor
sedimenta, constatandu-se absenta hemolizei.

v Daca serul de cercetat nu contine Atc specifici Atg folosit n
reactie > nu se formeaza complexe Atg-Atc, C ramane liber si se
fixeaza pe sistemul indicator producand liza hematiilor de oaie.

ELEMENTELE REACTIEI

= Serul de testat — 2 seruri (serul I -la debut, serul Il -in convalescenta)
inactivate prin incalzire 30 min la 56°C, pentru distrugerea C;
** [n mod normal avem in serul nostru niveluri diferite ale fractiunilor C

- Pentru a inlatura efectele produse de prezenta fractiunilor proteice ale C, C din serul
pacientului trebuie distrus si introdusa in reactie o cantitate cunoscuta din complementul
standard;

- Serul este inactivat prin incélzire - prin incalzire distrugem C dar nu si Atc, deoarece
fractiunilor proteice ale C sunt mult mai susceptibile pentru a fi distruse prin incélzire.

= Atg standard - difera in functie de natura Atc banuiti in serul de cercetat;
- Atg sunt titrate pentru stabilirea puterii lor anticomplementare;

= Complementul (alexina) — ser proaspat de cobai sau liofilizat;

- Tn momentul utilizarii este titrat fatd de sistemul hemolitic - pentru a
stabili cantitatea minima de alexina care sa fie introdusa in reactie in
vederea fixarii de catre unul din cele doua sisteme Atg-Atc.

= Sistemul hemolitic - compus din eritrocite de oaie (berbec) (obtinute
dupa spalarea de 3 ori a E Tn tampon veronal) si din Atc anti-eritrocite
berbec, obtinuti prin imunizarea iepurilor cu eritrocite de berbec si apoi
inactivati la cald.
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Reactia de fixare a complementului poate fi
» Calitativa - de exemplu reactia Wasserman utilizata

pentru diagnosticul sifilisului

» Cantitativa - reactia Ida Bengston , folosita pentru
aprecierea dinamicii Atc intr-o serie de afectiuni

bacteriene sau virale.
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RFC calitativa (Tehnica WASSERMAN)

Elemente:
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MARTORII

in paralel cu seriile test, in reactie se vor introduce urmétorii martori:

» Martor de ser de cercetat

- contine ser de testat + Alexina (A) + SH = hemoliza prezenta;

> Martor de Atg

- contine Atg + A + SH = hemoliza prezenta;

» Martor ptr controlul alexinei
- contine A + SH = hemoliza prezenta;

» Martor ptr controlul hematiilor din sistemul hemolitic
- include SH si solutie cloruro-sodica izotond = hemoliza absenta;

> Martor de ser sigur pozitiv
- include ser sigur pozitiv si tofi ceilalti reactanti (Atg + A + SH)=

hemoliza absenta;

> Martor de ser sigur negativ
- contine ser sigur negativ si toti ceilalii reactanti (Atg + A + SH) =

hemoliza prezenta.
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INTERPRETAREA REZULTATELOR

Metoda calitativa

- Hemoliza totala - rezultat negativ

- Hemoliza incompleta - rezultat dubios

- Lipsa hemoliza - rezultat de la slab pozitiv (+) la intens pozitiv (++++);

- Hemoliza partiala (50% hemoliza) sediment globular cu lichid supernatant
rosu = RFC pozitiva (++)

- Hemoliza absenta in totalitate, sediment compact de hematii, lichid
supernatant incolor = RFC intens pozitiva (++++)

Metoda cantitativa
Titrul fixator al serului de cercetat este indicat de ultima dilutie
care determina o RFC pozitiva ++ (hemoliza 50%).

** Rezultatul este semnificativ daca intre serul | si Il exista o crestere in
dinamica a titrului de Atc fixatori de complement cu cel putin 4 trepte binare
ale dilutiei.

TEHNICI SEROLOGICE CU UTILIZAREA ATC MARCATI

% Tn unele cazuri este imposibil de a detecta o reactie Atg-Atc:
- unii Atc nu precipita,
- alti Atc nici nu precipita, nici nu aglutineaza,
- exista complexe Atg-Atc care nu fixeaza C.

% Tn aceste cazuri pot fi utilizati Atc marcati pentru a vizualiza Atg
respectiv.

< Conjugarea Atc cu marcanti nu afecteaza proprietatile lor
imunologice.

+ Marcantii utilizati uzual
Fluorocromi (rodamina, fluoresceina), care emit respectiv o

lumina rosu-oranj sau verde-galbena la tratarea lor cu raze
UV (Reactia de Imuno-Fluorescenta)

Enzime (fosfataza alcalina, peroxidaza), capabile sa
modifice culoarea unui substrat (Reactia Imuno-enzimatica)

Radio-izotopi (125J sau 3H), care emit respectiv raze gamma
si beta (Analiza Radio-Imuna)
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REACTIA DE IMUNOFLUORESCENTA

PRINCIPIUL REACTIEI - Tehnica imunofluorescentei se bazeaza pe
proprietatea fluorocromilor de a se fixa pe Ig (Atc) fara a le modifica
proprietatile biologice.

» Acesti Atc conjugati (marcati fluorescent), vor deveni trasori sensibili

pentru Atg tisulare si in urma legarii lor de un Atg corespunzator confera
fluorescenta complexului Atg-Atc format.

» Fluorocromii (izocianatul, izotiocianatul de fluoresceina, aminorhodamina B)
sunt substante care iradiate de un fascicul de lumina cu lungime de unda mica si
frecventa mare (cum sunt radiatiile UV), emit radiatji cu lungime de unda superioara
(5300-6000A), situate Tn zona vizibila a spectrului, permitand astfel formarea unei
imagini fluorescente a complexului Atg-Atc.

» Astfel, fluoresceina excitata prin anumite lungimi de unda in UV emite o lumina
verde iar rhodamina da o lumina rosie.

> Atg legate specific la Atc fluorescenti pot fi detectate prin culoarea lor
stralucitoare. De obicei se folosesc Atc care sunt marcati la nivelul fragm Fc.
> Relevarea fluorocromilor fixati in cadrul reactiei Atg-Atc necesita folosirea
unui microscop echipat pentru fluorescenta cu o sursa de UV si cu filtre de
excitatie.

VARIANTA DIRECTA

= Varianta directa a tehnicii de imunofluorescenta se aplica mai frecvent
pentru identificarea Atg.

= PRINCIPIU - Se foloseste un ser standard imun marcat cu o
substanta fluorescenta; Atc din acest ser, fluorescenti si specifici Atg,
vor reactiona cu Atg de identificat (Atg din culturi, frotiuri,
tesuturi animale sau umane) formand complexe fluorescente ce
pot fi observate in lumina ultravioleta.

Fluorochrome
Labeled Ab

~ antigen din preparatul montat pe lama (preparat histologic

sau suspensie de pe cultori de celule infectate)

i anticorp marcat cu fluorocrom

12/11/2020
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VARIANTA DIRECTA

» Avantajele acestei metode constau in

- rapiditatea tehnicii

- permite evidentierea prezentei Atg microbiene
dupa inactivarea lor prin tratamentul cu

antibiotice.

= Dezavantajele variantei se refera la necesitatea

prepararii unui numar mare de seruri imune
specifice fluorocromate, diferite pentru fiecare

antigen.

 Positive test for rabies

* Negative test for rabies

12/11/2020
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VARIANTA INDIRECTA
Utila pentru identificarea Atg cat si pentru evidentierea Atc .
PRINCIPIU - Varianta indirecta se desfasoara in doua etape :
- Prima etapa - preparatul fixat, continand Atg cunoscut/necunoscut, se
trateaza cu ser nefluorescent - incubare > complex Atg-Atc nefluorescent.
- Etapa a doua - pentru a face vizibil complexul Atg-Atc in lumina UV,
preparatul se trateaza cu ser antiglobulinic fluorescent, activ fata de
specia care a furnizat serul specific din primul timp al reacfjei.
- In varianta indirectd Atg este acoperit cu un strat dublu de Atc:

- Atc nefluorescenti specifici fata de Atg si Atc fluorescenti anti-y globuline.

f anticorp antiglobuling marcat cu fluorocrom
A\ anticorp specific antigenului cautat in preparat

Fluorochrome
Labeled Anti-Ig

Unlabeled
P4
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APLICATIILE IMUNOFLUORESCENTEI

Tehnica de imunofluorescenta directa
permite recunoasterea Atg si este
aplicata in:

- bacteriologie pentru identificarea
bacteriilor (streptococi, meningococi,
salmonele),

- virusologie, parazitologie,

- imunologie si hematologie pentru a
identifica celule normale (limfocite,
monocite) sau celule patologice (celule
leucemice),
localizarea hormonilor si enzimelor;

- anatomia patologica, pentru
recunoasterea markerilor tumorali.

Tehnica de imunofluorescenta indirecta
este aplicata mai ales in cercetarea Atc in
cadrul serologiei bacteriene si virale sau
pentru evidentierea autoanticorpilor, ca
markeri in bolile autoimune.
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TEHNICA UTILIZATA PENTRU PUNEREA iN EVIDENTA A
AUTOANTICORPILOR ANTINUCLEARI (AAN)

- Pentru cercetarea Atc anti-nucleari dintr-un ser uman sunt utilizate
ca substrat cupe de tesuturi (amprente de ficat de sobolan) care
sunt incubate cu serul pacientului suspectat de o boala autoimuna.
- Toate proteinele umane care nu se vor fixa pe parcursul incubarii
prin reactia Atg-Atc vor fi indepartate prin spalare iar autoanticorpii
anti-nucleari fixati pe nuclei vor fi relevati prin xenoanticorpi anti-Ig
umane (cal, iepure, capra etc) cuplati cu substante fluorescente.

> atc antinuc]ai(ser bolnav)

atc anti globuline umane
fluorescenti

TEHNICA DE LUCRU
Se parcurg urmatorii timpi:
- obtinerea lamelor cu amprente de ficat de sobolan
- se sectioneaza fragmente dintr-un ficat de sobolan si suprafata
proaspat taiata se aplica pe lame de microscop bine degresate;
-> se usuca lamele la aer;

- pe fiecare din amprentele obtinute se pipeteaza cate o picatura din :
- serul de testat (din care se fac dilutii succesive)
- serul martor negativ (ser testat anterior si declarat negativ pentru Atc
antinucleari)
- serul martor pozitiv
- se indica pentru fiecare ser sa se foloseasca doua amprente;

- lamele se aseaza pe un suport de sticla, intr-o cutie Petri si se lasa la t
camerei 20 de min;

- se spala preparatele cu o solutie cloruro-sodica izotona ;

- se acopera fiecare amprenta cu cate o picatura din serul fluorescent
anti-gamaglobuline umane -> incubare la t camerei, 20 min

- urmeaza o noua spalare cu solutie cloruro-sodica izotona.

12/11/2020
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CITIREA REZULTATELOR

Citirea rezultatelor se face cu ajutorul unui microscop
prevazut cu lampa HBO 200 si cu filtrele necesare
(caloric, de excitatie, de baraj).

* Rezultatul “+” - indicat de urmatoarea imagine: pe un
fond usor verzui apar nucleii fluorescenti ai celulelor
hepatice;

* Rezultat “-” - se remarca zone mici, intunecoase care
corespund nucleilor necolorati.

* Se exprima titrul autoanticorpilor prin dilufia cea mai
inalta a serului de bolnav care a mai produs
fluorescenta.

Fluorescenta poate fi de mai multe tipuri:
- omogena,
- inelara,
- patata,
- nucleolara etc.

Tipul de imunofluorescentd omogen, difuz este dat de prezenta Atc anti-
dezoxiribonucleoproteine (DNP). Nucleul este uniform omogen colorat.
Acesti Atc sunt responsabili de formarea celulelor Harves (care au constituit
prima anomalie imuna semnalata in LES) si sunt corelati cu forma activa de
boala,

Tipul de imunofluorescenta inelar sau periferic este expresia prezentei
Atc anti-ADN nativ si Atc anti-DNP solubile. Imaginea este caracteristica
formei acute de boala lupica.

Tipul de imunofluorescenta nucleolar este determinat de colorarea
omogena a nucleolului; el este indus de prezenta Atc anti-ribonucleoproteina
(RNP).

- Prezenta acestei coloratii este semnalata mai frecvent in sclerodermie,
dermatomiozita.
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Anti- parietal cells autoantibodies

Estomac

Anti-lysis muscle autoantibodies

Estomac. Anti-muscle lisse + antinucleaira
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