Komplement fixaéni reakce, titrace komplementu

U KFR neboli vazby komplementu na fyzikalni povaze antigenu nezalezi. Nezbytnou
soucasti reakce je komplement, ktery se véZe az na vznikajici komplex antigen-protilatka.
Protoze vazba komplementu na tento komplex se viditeln€ neprojevi, je tieba ji n&jak
oziejmit. Do reakce se proto v dal3i fazi ptidava indikdtorovy neboli hemolyticky systém:
berani erytrocyty sensibilizované amboceptorem, coz je obvykle kréli¢i protilatka ( hemo-
lyzin ) proti beranim krvinkam. '

Pokud se komplement navazal v prvni fazi reakce, ziistanou pfidané erytrocyty beze zmé-
ny. Tento vysledek se projevi jako tzv.zé?:lna hemolyzy. Jestlize hledana slozka ( v&tSinou
protilatka ) pfitomna nebyla, komplex antigen-protilatka nevznikne, komplement zistane
volny, navaze se na indikétorovy systém a vysledkem bude hemolyza krvinek.

Vlastni reakce vazby komplementu probiha ve dvou fazich. V prvni se necha komplement
vazat §0 min/42°C. Ve druhé fazi, po pfidani hemolytického systému, se reakce inkubuje
40 min/42°C.

Pfi ode¢itani vysledki KFR se hemolyza povaZuje za negativni. Na rozdil od aglutinace
se u KFR po¢ita jen se zdkladnim fedénim séra a ma se za to, ze pfidavek antigenu, kom-
plementu ani hemolytického systému uZ vy3i fedéni neovlivni.

Jako zdroje komplementu se v laboratofi uZziva mor&eciho séra. Protoze komplement je
termolabilni, uchovadvdme mor&eci sérum hluboko zmrazené. B&hem préace ukladdme pra-
covni fedéni komplementu v chladni€ce.

Sérum do KFR nesmi byt chyl6zni nebo hemolytické a je nutno jej vzdy inaktivovat za-
h¥atim na 30 min/56°C, aby se odstranil lidsky komplement. Reakce je ndrodné na presné
mnozstvi vSech slozek, zejména komplementu. To se vyjadtuje v hemolytickych jed-
notkach, kdy jedna hemolytickd jednotka komplementu je takové mnozZstvi, které pravé
sta¢i rozpustit pracovni ddvku sensibilizovanych krvinek. Do reakce se v rutinnim provozu
berou 2 hemolytické jednotky komplementu.

Indikdtorovy ( hemolyticky ) systém se pfipravuje smichdnim stejnych objemi fadné pro-
pranych beranich erytrocytl s fedénym amboceptorem.

Jako fedidla se ve vazb& komplementu pouzivé roztoku ozna¢ovaného terminem veronal.
Jedna se o fyziologicky roztok s barbitalovym naraznikem a pfidavkem ionti Ca a Mg.

V3Sechny slozky KFR je nutno podrobovat kontrole. Kontrola séra obsahuje misto antige-
nu fedici roztok a musi v ni vyjit dokonald hemolyza. I stopa zdbrany hemolyzy v kontrole
séra svedci o tom, Ze sérum je antikompleinentdrni, tj. vychytava komplement i
v nepfitomnosti pfidaného antigenu.

KFR se pouZiva k dikazu protilatek. V bakteriologii k prikazu protilatek u brucelézy,
listeridzy a u infekce Mycoplasma pneumoniae, v parazitologii pfedeviim u toxoplazmoézy.
KEFR s kardiolipinovymi antigeny je klasicka reakce Bordetova-Wassermannova, dfive
&asto pouZzivana k diagnéze a sledovani syfilidy. ,
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