Stanoveni krevnich skupin

Kratké ilustrativni video
https://www.youtube.com/watch?v=J5xSUhyXvIE

Aglutinace je imunitni déj, reaguje protilatka s korpuskuliarnim antigenem,
ktera vede ke vzniku aglutinatu ,,vlo¢kové konzistence. U reakce zv.
hemaglutinace jsou korpuskularnim antigenem erytrocyty. Vysledny shluk
erytrocytii je dobie pozorovatelny pouhym okem a je dostateCné pevny pri
standardnim zpiisobu tfepani. Nevyhodou hemaglutinace je nizka citlivost
a omezena Zivotnost erytrocytu.

Aglutinaéni reakce se obvykle hodnoti vizualné tzv. na ¢tyfi kiizky a jsou to
metody jednoduché a levné, ale také malo citlivé. Pouzivaji se hlavné pro
prikaz antigenii erytrocytii a celé Fady bakteridlnich antigenii.

Zakladem je reakce:

Aglutinogen (tj antigen) reaguje s aglutininem (tj protilatka) za vzniku
aglutinatu — sraZeniny (imunokomplexu).

krevni skupina antigen A B 0 AB

v membrané erytrocyti A B H AiB

Pomiicky: podlozni vicka na diagnostiku krevnich skupin s kulovitymi otvory,
desinfekce, vaticky, pero na odebirani krve z prstii, bodce, tubi¢ky s heparinem,
epiny, stojanek, roztiraci umélohmotné tycky, pipeta s rozméren 1 pl - 10 pl,
rukavice;

lahvicky s protilatkami proti krevnim antigentiim:

POUZITA DIAGNOSTIKA

*Monoklonalni diagnostikum anti-A (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel
EXBIO Olomouc s.r.0.)

*Monoklonalni diagnostikum anti-B (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel
EXBIO Olomouc s.r.0.)

Lektin anti-H (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel EXBIO Olomouc s.t.0,
*Monoklonalni diagnostikum anti-H (vyrobce Immucor Gama, Némecko;
dodavatel APR Praha s.t.0.

Postup:

Odbérovym perem v rukavicich odebereme kapky krve z prstu do heparinové
tyCinky a nechame krev stéci do epiny ve stojanku.


https://www.youtube.com/watch?v=J5xSUhyXyIE

Z diagnostickych lahvicek protilatek odebereme asi 3 pl a pipetou nakapeme na
podlozni sklicko s kulovitymi prostory. Pak z odebrané krve nabereme asi 3 pl
krve a nakapeme na sklicko do nakapanych protilatek. Vezmeme umélohmotné
roztiratko a kapku krve s kapkou protilatek smichame a ¢ekdme na vysledek.

Vysledek: Pokud doslo k aglutinaci, tj srazeni krvinky s protilatkami za vzniku
anlutinatu, jde o danou krevni skupinu. Pokud nedoslo k tomuto dé&ji, nejde o
danou krevni skupinu.

Vyhodnoceni:

Vyhodnotime citlivost reakce, tj. uvedeme, pti kterém fedéni byla reakce jeste
pozitivni. Pouzivame hodnoceni na Ctyfi kiizky:

++++ (100% aglutinace) aglutinat se po prottepani viibec nerozpada +++ (75 %)
++ (50 %) + (25 %) 0 (bez aglutinace) lze snadno roztfepat aZ na ptivodni
erytrocytarni suspenzi

Krev patii do skupiny....



Ptiprava krevniho natéru

Krevni natéry se bézn¢é provadi z periferni krve. Ke zhotoveni krevniho natéru je
tteba pouzit chemicky ¢ista a dokonale odmasténa podlozni sklicka. Oc¢isténa
skla bereme zasadné za hrany, nikoliv za plochy.

Dezinfekci oSetifime odebirany prst a sterilni jehlou provedeme mélky vpich.
Prvni kapku krve, ktera se objevi po vpichu do btiska prstu, setfeme sterilnim
tamponem. Druhou kapku jiz pfeneseme na jeden konec podlozniho skla.
Druhym podloznim sklem provedeme natér dle obrazku. Druhé podlozni sklo
drzime pod thlem 45 ° a snazime se o rovnomérny plynuly pohyb ke druhému
konci podlozniho skla (snadnéji dosazitelné s podloznim sklem se zabrousenym
okrajem).
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Obr.: Zhotoveni krevniho roztéru.



Barveni krevnich roztéru

V posledni dob¢ je na trhu ne€kolik typi tzv. souprav pro rychlé baveni, které
jsou sice mnohem pohodInéjsi z hlediska vlastni manipulace i ¢asové uspory,
vysledky barveni vSak jsou zpravidla o néco horsi (napt. granula nejsou tolik
vyrazna, celkovy odstin je nasedly apod.) Mlze tak sndze dojit k zdaméné napf.
neutrofilu za eozinofil apod. Ve cvi€enich budeme pouzivat sadu pro rychlé
barveni Leukodif (Pliva Lachema a.s.). Barveni sestava ze 4 krokt a kazdy krok
je tvoren sérii (v tabulce uvedena v zavorce) nékolika ponoteni do patfiéného
roztoku. Natér vzdy ponofime jen na dobu 1 sekundy do patiicného roztoku
podle nasledujiciho predpisu: 1. Fixace v methanolu (5 x 1s) 2. Kyselé barveni
v Bosinu Y (3 x 1s) 3. Zasadité barveni v Azuru II (5 x 1s) 4. Oplachnuti ve
stabiliza¢nim pufru (PBS). Poté nechdme ususit a hodnotime.



