Vysetieni slin na pfitomnost antigenii krevnich skupin

Teorie: Antigeny systému ABO (H) se v lidském organismu vyskytuji ve dvou formach:
Prvni - v alkoholu rozpustné Ag jsou vazany na membrany témét vSech bunck téla, véetné
erytrocytl; druhou - tvofi metabolicky produkt prvni skupiny-ve vod¢ rozpustné Ag pritomné
pfiblizné u 77% lidské populace. Metabolicka pifeména je fizena geny Se/se, zcela
nezéavislymi na genech ABO urcujicich piislusnost ke krevni skupiné¢. Dominantné recesivni
kombinace sese zajisti dokonaly rozklad vdzanych Ag a tedy nepfitomnosti Ag v télnich
tekutinach. Tito jedinci se oznacuji jako nevylucovatelé (nonsekretofi). Jedinci s dominantni
alelou Se v genotypu maji Ag piitomny v télnich tekutinach a oznacuji se vylucovatelé
(sekretofi).

Cil: Zhodnoceni vyskytu vylucovateltl a nevyluc¢ovateld ve skupin¢ studentii

Metoda: Adsorpéné inhibi¢ni metoda (Al) jejimz principem je inhibice hemaglutinace, je
zaloZena na vysyceni vazeb mist na Ag pfitomnych ve slinach pfidanym aglutinacnim sérem
vhodného titru a naslednym stanovenim mnozstvi nenavazanych Ab pifidanim urcitého
mnozstvi (20ul) 5% suspenze odpovidajicich erytrocytl. Intenzita aglutinace je nepifimo
umérnd mnozstvi skupinovych substanci ve slinach.

Absorpcné inhibi¢ni metoda je sloZena ze dvou fazi:

1. absorpce. K vySetfovanému vzorku (antigenu) se doda znamé mnozstvi protilatky, do

jde k vazbé antigen-protilatka.

2. aglutinace. V této fazi je zjistovana kvantita nenavazanych protilatek poklesem jejich titru.
Pokles se projevi inhibici aglutinace pfidanym naplavem znamych krvinek o zndmém objemu
a koncentraci.

Pouziti: Hemaglutina¢né inhibi¢niho testu se hojn€ uziva k prikazu slabych A a B aglutino-
genu a pfi zjistovani ABO substanci v bunikach lidskych tkani, ve spermiich, na leukocytech,

trombocytech a v krevnich skvrnéch.



|
‘A ‘EI 0 ¢ o
I Sku F}rha A piidat anpiccyly {,f"'h Gn\"-'
- gl S TSN |
@
| L]

e Lo, EETLA }
arted ant=-B mnk-H I'\:II_.-" iﬁ I'-. dp‘f .."
? g . vl [adsptalng] © " _f / \'*, v .

slirny glimy slirny ‘ cooldilin antiA e —
protistk s Pawiesnd
| il S e
| ABSORPCE AGLUTINACE
| KrT?
pfickst ssplioe sty |
| °3 de |
SR- n ! shuprny B ﬂ% ]
o { o
-
™ |
1 '
/ . L
wabng fnociptedng] ¥ g
pootilitka anti-B -

Material: komerc¢ni séra (EXBIO Olomouc) anti-A (IgM) monoklondalnil, anti-B (IgM)
monoklonélnil, lektin anti-H; naplav diagnostickych erytrocyti A,B,O; desti¢ky
s otvory, fyziol. roztok 0,85% (0,15 mmol/l) NaCl, vodni laze na 100%C

Postup:

Priprava sér: Jako vhodna fedéni sér byla experimentaln¢ vybrana 1:8 pro anti-A, 1:32 pro
antiB a 1:2 pro lektin anti-H.

Priprava 5% suspenze (naplavu) diagnostickych erytrocyti (€isté krvinky bez bilkovin
plazmy a séra): pfipravend kapildrni krev skupin A, B, O. 100 pl krve se v oznacenych
zkumavkach dvakrat promyje fyziologickym roztokem a zcentrifuguje do 1500 ot/min. Po
odstranéni supernatantu se piida 900 pl fyziologického roztoku.

Zpracovani slin: Sliny vySetfovanych osob se zahtivaji v Cisté sklenéné nadobce v mnoZzstvi
asi 2 ml pfi teploté 100 °C ve vodni ldzni po dobu 10 minut k inaktivaci enzymi, aby nedoslo
k natraveni, a tim snizeni mnozstvi skupinovych substanci. Varem ztrati sliny svou vazkost,
stanou se tekutéj$imi a 1épe se zpracovavaji. Sliny se pak centrifuguji pii 20000t./min po dobu
10 minut, tim se odstrani koagulovany hlen a bunéény detrit. Cira tekutina se ze supernatantu
pipetuje do sterilni zkumavky.

Sameotny pracovni postup:

Sliny nafedime fyziologickym roztokem na zdkladni fedéni 1:100. Do prvni a druhé

zkumavky v kazdé fadé (A, B, H) dame po 30 pl nafedénych .slin. Do vSech zkumavek kromég



prvnich (tzn. do 2., 3. a 4.) pipetujeme 30 pl fyziologického roztoku a provedeme titraci 30 pl
s fedicim koeficientem 2, tzn. obsah 2. zkumavky promichdme a pteneseme 30 pl do 3.
zkumavky, promichame, pfeneseme 30 p1 do 4. zkumavky, promichdme a odebereme 30 pl
1 z této posledni zkumavky. Totéz provedeme pro fady Ba H. Vyslednd fedéni slin ve
zkumavkach jsou 1:100, 1:200, 1:400 a 1:800.

U kontrolnich zkumavek se sliny nahrazuji fyziologickym roztokem, proto pipetujeme po 30
ul fyziologického roztoku do vSech 12 zkumavek.

Do 4 zkumavek fady A pfidame po 20 pl séra anti-A 1:8, do zkumavek fady Bpo 20 pl séra
anti-B 1:32, do zkumavek fady H po 20 pl séra anti-H 1:2. Smés promichame a ponechdme
pii laboratorni teploté po dobu 20 minut.

Poté pridame 20 pl 5% suspenze erytrocytl, vzdy piislusnych danému séru, tzn. do zkumavek
fady A erytrocyty skupiny A, do zkumavek fady B erytrocyty B, do zkumavek tfady H
erytrocyty O. Zkumavky jemné promichdme a nechame 10 minut odstat pii laboratorni
teploté.

V jednotlivych fadach skupin A, B a H je tedy mnozstvi sér i erytrocytli konstantni, 1iSi se
pouze mnozstvi slin, a to sestupné.

Dalsim krokem je centrifugace vSech zkumavek pti 1000 ot./min po dobu jedné minuty. Anti-
A a anti-B jsou absorbovany snadno, centrifugace je dostate¢na. Protilatky anti-H nereaguji
tak dobfe, proto je tieba zkumavky fady H protfepat a znovu centrifugovat 1 minutu pti 1000

ot./min.
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Obr: Schéma vySetteni: pro kazdy antigen Ctyfi fedéni slin



30yl slin 1:800

30pl slin 1:800

20l anti-B 1:8 20p] anti-B 1:8 20p] anti-B 1:8 20yl anti-B 1:8

30ul shin 1:800

Schematicky znazornéné obsahy 12 zkumavek pti popsaném postupu vysetieni slin

Po centrifugaci jsou zkumavky pfipraveny k hodnoceni (odecitani).
Vyhodou aglutina¢né inhibi¢niho testu je, Ze negativni vysledek je dan pfitomnosti aglutinace,

a tudiz mame kontrolu, Ze jsme umistili do zkumavek sérum a erytrocyty stejné specifi¢nosti.

Odecitani a hodnoceni vysledku: Je-li ve vysetfovanych slindch vySetfovany antigen a
pfidané erytrocyty se neshlukuji, znaéi to, ze antigen slin vysytil diagnosticky titr aglutininu a
muzeme s urcitosti fici, Ze jde o sliny vylucovatele. Jde-li o sliny nevylucovatele, ptidané
krvinky jsou diagnostickym sérem aglutinovany.

Pfi vizudlnim hodnoceni se zaznamena pro kaZdou zkumavku stupen aglutinace podle

nasledujicich pravidel

++++ kompletné shlukly kompaktni sediment

+++ sedimentované erytrocyty se po jemném poklepani na dno zkumavky rozdéli na 2-4
nepravidelné hrudky

++ sediment se rozpadne na vic drobnych ¢asti

+ sediment zlistane po poklepani na dno zkumavky ve tvaru jemné zrnitého pisku

- negativni reakce, sedimentované erytrocyty se volné zviti ve fyziologickém roztoku



