PROTOKOL Z...

Téma VYSETRENI SLIN NA PRITOMNOST ANTIGENU KREVNICH SKUPIN

Jméno

Datum

TEORIE

Antigeny (Ag) systému ABO(H) se v lidském organismu vyskytuji ve dvou formach: prvni — v alkoholu
rozpustné Ag jsou vazany na membrany témér vSech bunék téla, véetné erytrocyt(; druhou tvofi
metabolicky produkt prvni skupiny - ve vodé rozpustné Ag pritomné pfiblizné u 77 % lidské populace.
Metabolickd pfeména je fizena geny Se/se, zcela nezavislymi na genech ABO urcujicich pFislusnost ke
krevni skupin. Kombinace recesivnich alel ,sese” zajisti dokonaly rozklad vadzanych Ag a tedy
nepritomnosti Ag v télnich tekutinach. Tito jedinci se oznacuji jako nevylucovatelé (nonsekretofi).
Jedinci s dominantni alelou Se v genotypu maji Ag pfitomny v télnich tekutindch a oznacuji se

vylucovatelé (sekretofi).

Cil: Zhodnoceni vyskytu vylucovatelli a nevylucovateld ve skupiné studentd

Metoda: Absorpcné inhibicni metoda (Al), jejimz principem je inhibice hemaglutinace, je zalozena
na vysyceni vazebnych mist na Ag pfitomnych ve slinach ptidanym diagnostikem vhodného titru a
naslednym stanovenim mnoZstvi nenavazanych Ab pfidanim uréittho mnoZstvi suspenze
odpovidajicich erytrocytd. Intenzita aglutinace je nepfimo Umérna mnozstvi skupinovych substanci ve
slindch. Absorpcéné inhibi¢ni metoda je sloZena ze dvou fazi:

1. absorpce: k vysetfovanému vzorku (antigenu) se doda zndmé mnozstvi protilatky, dojde k vazbé
antigen-protilatka.

2. aglutinace: v této fazi je zjiStovana kvantita nenavazanych protilatek poklesem jejich titru. Pokles
se projevi inhibici aglutinace pfidanym naplavem zndmych krvinek o zndmém objemu a koncentraci.
Pouziti: Hemaglutinacné inhibi¢niho testu se hojné uziva k prikazu slabych A a B aglutinogen( a pfi
zjistovani ABO substanci v bunkach lidskych tkani, ve spermiich, na leukocytech, trombocytech a v

krevnich skvrnach.
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PRAKTICKA CAST

Material:

Komercni diagnostika (EXBIO Olomouc) anti-A (IgM) monoklonalni, anti-B (IgM) monoklonalni, anti-
H (monoklonalni); fyziol. roztok 0,85% NaCl, naplav diagnostickych erytrocyti A,B,0; bromelin
(0,5%), zkumavky, pipety, Spicky, stojany na zkumavky, rukavice (!!!), centrifuga, desticky
k odeditani vysledki, vodni lazer (100 °C), nadoby na odpad

Dbame na peclivé znaceni zkumavek!

Postup:

a) Redéni diagnostik: Jako vhodnd fedéni sér byla experimentalné vybrana 1:8 pro anti-A, 1:32
pro antiB a 1:20 pro anti-H. Redime fyziologickym roztokem.

b) Pfiprava 3 % suspenze (naplavu) diagnostickych erytrocytd (promyté krvinky bez plazmy):
60 ul periferni krve (krevni masa tvori 50 %) v oznacenych zkumavkach se rozsuspenduje v 940 pl
fyziologického roztoku (FR), zcentrifuguje 1 min. pfi 1500 ot./min., supernatant odstranime,
promyjeme 970 ul FR, zcentrifuguje, supernatant odstranime, rozsuspendujeme v 970 ul FR a
uloZime v chladniéce.

c) Priprava 3 % suspenze diagnostickych erytrocytli osetfenych bromelinem
Bromelin hydrolyzuje peptidické vazby v membranach erytrocytl a timto zplsobem membranu

,hatravi“. Z fyzikdlniho hlediska se jedna o sniZzeni povrchového napéti membrany. Dlsledkem je



zesileni nékterych interakci antigen-protilatka, v nasem ptipadé by se Gcinkem bromelinu méla zvysit
intenzita aglutinace erytrocytl. Krvinky natrdvené bromelinem by tedy mély byt citlivéjsi k pisobeni
pfislusnych protilatek, tj. aglutinace by se méla projevovat i pfi vétSim zfedéni protilatek, nez tomu
bude u krvinek neovlivnénych bromelinem.

- do zkumavek typu Eppendorf (EPP) s 20 ul 0,5% bromelinu pfiddme 180 pl erytrocytarni suspenze
(viz bod b), tj. 10x zf.

- zkumavky inkubujeme 10-15 minut pfi 37 °C.

- centrifugujeme 1 min. pfi 1000 ot., opatrné odsajeme supernatant, k sedimentu erytrocytl na dné
zkumavky priddme 180 pl fyziologického roztoku, opét centrifugujeme a odsajeme, celkem 3 x, ¢imz
ze suspenze erytrocytl dikladné vymyjeme bromelin. Po poslednim promyti pfidame 180 ul fyz.
roztoku a timto mame pfipravenou 3% suspenzi natravenych erytrocytd.

d) Zpracovani slin: Sliny vySetfovanych osob se zahfivaji v sklenéné nadobce (asi 1 ml) pti 100 °C
ve vodni [azni po dobu 10 minut z divodu inaktivace enzym, aby nedoslo k natraveni, a tim sniZeni
mnozstvi skupinovych substanci. Varem ztrati sliny svou vazkost, stanou se tekutéjSimi a Iépe se
zpracovavaji. Sliny se pak centrifuguji pfi 2000 ot./min po dobu 10 min., tim se odstrani koagulovany
hlen a buné¢ny detrit. Cird tekutina se ze supernatantu pipetuje do zkumavky typu EPP. Pro Gcely
experimentu sliny fedime v EPP zkumavce fyziologickym roztokem na zakladni fedéni 1:100.

e) Al metoda: Pripravime 3 fady oznacenych aglutinacnich zkumavek po 4 zkumavkach.

Do prvni a druhé zkumavky v kazdé radé (A, B, H) ddme po 30 ul naredénych slin. Do vsech zku-
mavek kromé prvnich (tzn. do 2., 3. a 4.) pipetujeme 30 ul FR a provedeme titraci 30 ul s fedicim
koeficientem 2, tzn. obsah 2. zkumavky promichdme a preneseme 30 pl do 3. zkumavky,
promichame, pfeneseme 30 pl do 4. zkumavky, promichdme a odebereme 30 pl i z této posledni
zkumavky. Vyslednd fedéni slin ve zkumavkach jsou 1:100, 1:200, 1:400 a 1:800.

Do 4 zkumavek fady A pfiddme po 20 pl diagnostika anti-A nafedéného 1:8, do zkumavek fady B
po 20 pl diagnostika nafedéného anti-B 1:32, do zkumavek fady H po 20 pl diagnostika anti-H
nafedéného 1:20. Smés promichdme a ponechame pfi laboratorni teploté 20 minut, obc¢as lehce
protrepat.

Poté pridame 20 ul 3% suspenze erytrocytd, vidy pfislusnych danému séru, tzn. do zkumavek
fady A erytrocyty skupiny A, do zkumavek fady B erytrocyty B, do zkumavek fady H erytrocyty 0.
Zkumavky jemné promichdme a nechame 10 minut odstat pfi laboratorni teploté (netfepat!). Vse
prehledné ilustruje tabulka nize.

Dalsim krokem je centrifugace vSech zkumavek pfi 1000 ot./min po dobu jedné minuty.

Zkumavky poté dobre protfepeme a znovu centrifugujeme 1 minutu pfi 1000 ot./min.
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Obr 1: Schéma vysetieni: pro kazdy antigen ctyfi fedéni slin, pouzivame aglutinaéni zkumavky

30ul slin 1:100
20ul antiA 1:8
20pl ery A 3%

30ul slin 1:200
20ul antiA 1:8
20pl ery A 3%

30ul slin 1:400
20ul antiA 1:8
20pl ery A 3%

30ul slin 1:800
20ul antiA 1:8
20pl ery A 3%

30ul slin 1:100
20l antiB 1:32
20pl ery B 3%

30ul slin 1:200
20pul antiB 1:32
20pl ery B 3%

30ul slin 1:400
20l antiB 1:32
20pl ery B 3%

30ul slin 1:800
20l antiB 1:32
20pl ery B 3%

30l slin 1:100
20ul antiH 1:20
20ul ery 3 %

30ul slin 1:200
20ul antiH 1:20
20ul ery 3%

30ul slin 1:400
20ul antiH 1:20
20ul ery 3%

30ul slin 1:800
20ul antiH 1:20
20ul ery 3%

Tab. 1: Schematicky znazornéné obsahy 12 zkumavek pfi popsaném postupu vysetfeni slin

Po centrifugaci jsou zkumavky pfipraveny k hodnoceni - obsah zkumavek vylévame na desticky.
Vyhodou aglutinaéné 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.

f) Odeditani a hodnoceni vysledkul: Je-li ve vySetfovanych slindch vysetfovany antigen a pfidané
erytrocyty se neshlukuji, znaci to, Ze antigen slin vysytil diagnosticky titr aglutininu a mdzeme
s urcitosti fici, Ze jde o sliny vyluCovatele. Jde-li o sliny nevylu¢ovatele, pfidané krvinky jsou di-
agnostickym sérem aglutinovdny. Pfi vizudlnim hodnoceni se zaznamena pro kazidou 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 z(stane po poklepani na dno zkumavky ve tvaru jemné zrnitého pisku

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



