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تفاعلات الضد والمستضد Antibody-Antigen Reactions

يشكل  تفاعل المستضد بضده النوعي اساس التعرف على الاستجابه المناعيه الخلطيه حيث يستخدم العديد من الطرائق للسماح للضد والمستضد بالارتباط مع بعضهم تحت الظروف الملائمه ومشاهدة النتائج اما بالعين المجرده او بواسطة اجهزه ويطلق على تفاعل الضد بالمستضد بـ (التفاعلات المصليه) نظرا لاستخدام المصل   Serum  فيها.
     يكون تفاعل Ag و Ab بارتباط المحددات المستضدية  Antigenic determinant  (epitopes) مع المناطق المتغيره(الذراع) في الضد ليتكون  المعقد المناعي  و ان تفاعل المستضد بضده النوعي يختلف عن التفاعلات الكيميائيه بماياتي :
1. تكون عالية التخصص .
1. الجزيئات الداخله في التفاعل تتفاعل بدون تحطم .
1. [bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]لايحدث اي تغير في Ag و Ab خلال التفاعل .
1. الاتحاد يكون ثابت لكنه يكون عكسي .
      5-  ترتبط المستضدات بالاضداد بواسطة قوى تماسك وتلاصق


الاواصر التي تربط Ag و Ab


الاواصر التي تربط Ag و Ab تكون غير تساهمية وهي اما :

1.اواصر هيدروجينية 
2. اواصر محبة للماء (مستقطبة)
3.اواصر فاندرفالز .
4.اواصر الكتروستاتيه .

استخدامات التفاعلات المصليه Using of Serological Tests
1-. التحقق من وجود مسببات الاصابه (الخمج).
2- يصعب احيانا عزل مسبب الاصابه من المريض ولذلك عند وجود اضداد نوعيه له في مصل المريض يمكن التعرف على مسببات الاصابه.
3- التعرف على بعض المستضدات في الانسجه او المواد السريريه.
4- متابعة تقدم المرض من خلال التعرف على كمية الاضداد في مصل المريض.
5- استخدام الاختبارات المصليه للتعرف على وبائية بعض الامراض.
6-. التعرف على الحاله المناعيه للجسم ضد مرض معين.

انواع تفاعلات الضد مع المستضد 

 A- الترسيب Precipitation
B- التعادل Neutralization
C- التلازن Agglutination
  A . الترسيب Precipitation
ويدعى كذلك بالانتشار المناعي Immunodiffusion ويمكن اجراء هذا الاختبار في الجلاتين او الهلام ومشاهدة الراسب بشكل خطوط او دوائر ترسيبيه يطلق على هذا التفاعل بـ تفاعل الانتشار المناعي. تعمل حفر في الاكاروز مخلوطه بالاضداد ثم تضاف المستضدات حيث تقرأ نتيجة الفحص من قطر دائرة الترسيب المتكونه بعد فترة حضانه معينه.

اختبارات الترسيب المناعي (Immunoprecipitation):
على العكس من التلازن فإن الترسيب يحدث بين أنتيجينات ذائبة (غير مجسمة) و أجسامها المضادة وذلك بتكوين مركب غير ذائب عند التركيز الأمثل للتشابك و على حسب طريقة إجراء الاختبار فإن أشهر أنواع الترسيب المناعي هي:

أ- الترسيب الحلقي: 
وفيه يتم إضافة مستخلص الأنتيجين المراد الكشف عنه بحرص على جدار أنبوبة صغيرة محتوية على أجسام مضادة نوعية مع عدم الخلط مثل اختبار أسكولي (Ascoli) لتشخيص الأنثراكس. تتكون حلقة بيضاء في مكان ما عند التقاء السائلين (equivalence zone).
ب- اختبارات الانتشار المناعي: 
وفيها يتم استعمال وسط شبه صلب مثل الأجار ويسمح فيه بانتشار أحد شقي التفاعل أو كلاهما مثل:
ج- اختبار أوكترلوني Ouchterloney’s (اختبار الانتشار الثنائي):
 حيث يوضع كل من الأنتيجين الذائب والمصل في فتحات متقابلة معمولة في أجار (~ 1%) في محلول ملح منظم ويسمح لكليهما بالانتشار نحو بعضهما وتكوين خط ترسيب في منطقة equivalence  فيما بينهما. وبهذه الطريقة يمكن تعريف أحد شقي التفاعل بمعلومية الشق الآخر. وبهذا الاختبار أيضا يمكن التعرف على علاقة أنتيجينات (مثل معزولات لفيروس واح) مختلفة ببعضها وذلك بوضعها في فتحات متجاورة مقابل فتحة مركزية تحتوي على أجسام مضادة. عن طريق شكل خطي الترسيب يمكن معرفة العلاقة بين الفيروسات (متشابهة تماماً، متشابهة جزئياً أو ليست لها علاقة ببعضها). فمثلاً إذا تكون مايشبه المهماز (spur) فإن العلاقة هي تشابه جزئي وإذا تقاطع الخطان فإن العلاقة عدم تشابه وإذا اندمج الخطان فإنه تشابه كامل. وهذا الاختبار هو الأكثر شيوعاً وهو يناسب معظم الأمراض الفيروسية.

- اختبار مانسيني Mancini (ٍالانتشار الأحادي):
وفيه تخلط الأجسام المضادة مع الأجار ثم يترك ليجف و توضع عينة الأنتيجين الذائب في فتحات بالأجار حيث هي التي ستنتشر فقط على شكل دائرة لتقابل الأجسام المضادة بالأجار فتكون معها خط دائري على بعد معين يزيد كلما زاد تركيز الأنتيجين بالعينة. ويمكن قياس مستوى أنتيجين معين بمقارنته بضوابط لها تركيزات معلومة و ذلك بمعلومية نصف قطر الدائرة و لذلك فإنه يطلق على ذلك النوع من الاختبارات (Radial immunodiffusion). من Radius وهو نصف قطر الدائرة.
1. اختبار أودين (Oudin): 
وهو انتشار أحادي ولكن يوضع الأجار المحتوي على الأجسام المضادة في أنبوبة بدلا من طبق ليصبح الانتشار رأسياً بدلاً من أفقي.

    
-Bاختبارات التعادل (Neutralization tests)
تستفيد من مقدرة الأجسام المناعية النوعية من معادلة النشاط البيولوجي  لسموم بكتيرية أو فيروسات معملياً. وعند إجرائها في حيوانات تجارب تسمى باختبارات الحماية. من أشهر اختبارات التعادل تفاعل ناجلر (Nagler reaction) والذي يستخدم لتشخيص التسمم المعوي بالبكتريا اللاهوائية Cl. perfringens  باستعمال مضاد السم ألفا على منبت أجار صفار البيض. أما بالنسبة للفيروسات فإن الأجسام المناعية لفيروس معين تستطيع معادلته و منعه من إحداث أثره المرضي في طبقة خلايا أو بيض مخصب. ويستخدم ذلك للتعرف على فيروس معين في عينة أو أجسام مضادة لفيروس معين في مصل حيوان.





المختبر12                                                 التلازن Agglutination
يكون المستضد المستخدم في تفاعل التلازن عادة جسيمي كالجراثيم وكريات الدم الحمراء و الهرمونات ,تتكون تجمعات لهذه الجسيمات عند خلطها مع اضدادها النوعيه ويستخدم تفاعل التلازن بكثره عند تشخيص البكتريا او التعرف على عيارية مصل المريض عندما تكون البكتريا المسببه للخمج او عند التعرف على زمر الدم او الكشف عن حالات الحمل  ويمكن اجراء الاختبار على شريحه زجاجيه  او شريحة لاتكس  ورؤية النتائج بعد ثواني معدوده كذلك يمكن اجرائها في انابيب اختبار زجاجيه ، يستخدم تخافيف مضاعفه للمصل واضافة كميه كافيه من عالق المستضد ثم تقرا عيارية المصل في اخر انبوب يعطي نتيجه واضحه وكلما احتوى المصل على كميه اكبر من الاضداد كلما ارتفعت عياريته. 


 
الجانب العملي :
1. اختبار البروتين النشط سي (C.R.P)  :


      ان البروتين النشط سي او كما يسمى (C.R.P)   هو عبارة عن بروتين غير طبيعي يوجد في المصل البشري وبنسبة ضئيلة وتزداد عند المده الحادة من الحالات الحميه وخلال من 6-24 ساعة .



1. يمتاز البروتين النشط سي (C.R.P) بماياتي :

     يتكون من كلوبيولين الفا وليس كاما لايوجد في مصول الاصحاء ولكنه يظهر بسرعة ويصل الى قمة عياره خلال من (14-16) ساعة من ظهور الحالات الالتهابية الحادة ،هناك حالات مرضية يظهر فيها هذا البروتين بشكل دائم وهي :

1.الاخماج الجرثومية   Bacterial infections     
2.الحمى الرئوية الفاعلة Active Rheumatic Fever  
3. احتشاء العضلة القلبية  Acute Mycocardial infarction  
4. الامراض السرطانية الخبيثة  Malignant diseases  
  4. لايمتاز بالمناوعة مقارنه بالاضداد .
  5. يتكون من تركيب ثلاثي لوحدات بروتينية مقترنه بـ Lipid المصل .
أساس التجربة



اعتماد على وجود البروتين النشط سي في مصل المريض ، اذا تتراص جزيئات اللاتكس المحسسة بضد البروتين النشط سي (C.R.P) .


مصل المريض + ضد (C.R.P) الممتز على سطوح جزيئات اللاتكس = تراص منفعل 

المواد


 ( تخرج عدة الفحص من الثلاجة حتى تصل حرارتها بدرجة حرارة الغرفة ) والحاوية على :
1. حاوية عالق اللاتكس الممتز (المحمل) جزيئاته ضد (C.R.P)  .
1. مصل المراقبه الموجب .
1. مصل المراقبه السالب .
1. شريحة بلاستيكية موسومة بسته مربعات  .
1. اعواد بلاستيكية او خشبية .


طريقة العمل


1. توضع قطرة واحدة من المصل (مصل المريض) في احد المربعات الموسومة على شريحة الفحص .
1. ترج حاوية عالق اللاتكس بقوة ثم تضاف قطرة واحدة على قطرة المصل .
1. تمزج القطرتان معا باستخدام الاعواد البلاستكية .
1. قراءة النتائج :
          كل محلول يبقى متجانس ولم يظهر فيه تلازن تعتبر النتيجة سالبة اما اذا ظهر 
       التلازن  خلال 8 دقائق الاولى تعتبر النتيجة موجبة .         



