Cvic. ¢. 8. Stanoveni krevnich skupin

Ukol: stanoveni krevnich skupin

Pomtcky: Komer¢ni séra (EXBIO Olomouc) anti-A (IgM) monoklonalnil:8§,
anti-B (IgM) monoklonalnil:32, lektin anti-H 1:2; naplava diagnostickych
erytrocyta A,B,O; fyziol. roztok 0,85% (0,15 mmol/l NaCl), stojanky na epiny,
malé epiny 0,5ml, nejmensi Spicky, pipeta s rozméren 1 pl - 10 pl, rukavice,
odbérové pero, bodce, heparinové tubicky, fixy, skla, barveni, roztiratka,
desticky s otvory, desinfekce, podlozni vicka na diagnostiku krevnich skupin s
kulovitymi otvory, desinfekce, vaticky, stojanek, roztiraci umélohmotné tycky,
pipeta s rozméren 1 pl - 10 pl, dalsi pipety, zkumavka na fyziol. roztok,
rukavice;

Kratkeé ilustrativni video

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

Aglutinace je imunitni déj, reaguje protilitka s korpuskulirnim antigenem,
ktera vede ke vzniku aglutinatu ,,vlockové konzistence. U reakce zv.
hemaglutinace jsou korpuskularnim antigenem erytrocyty. Vysledny shluk
erytrocyti je dobi'e pozorovatelny pouhym okem a je dostate¢né pevny pri
standardnim zpisobu tfepani. Nevyhodou hemaglutinace je nizka citlivost
a omezena Zivotnost erytrocytu.

Aglutina¢ni reakce se obvykle hodnoti vizualné tzv. na Ctyti kiizky a jsou to
metody jednoduché a levné, ale také malo citlivé. PouZzivaji se hlavné pro prikaz
antigentll erytrocytll a celé fady bakteridlnich antigenil.

Zékladem je reakce:

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

krevni skupina antigen A B 0 AB

v membrang erytrocytt A B H AiB

e Postup:

e Odbérovym perem v rukavicich odebereme kapky krve z prstu do
heparinové tyCinky

e kapku krve nakapeme na podlozni sklicko a rozetfeme

e dale nechame krev stéci do epiny ve stojanku. Odtud Sul krve
napipetujeme do 500 pul fyziol. roztoku

e 7z nafedénych protilatek anti A, B, H odebereme asi 5 ul a pipetou
nakapeme na podloZzni sklicko s kulovitymi prostory


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

e pak z odebrané krve nabereme asi 5 ul krve a nakapeme na sklicko do
nakapanych protilatek. Vezmeme umélohmotné roztiratko a kapku krve
s kapkou protilatek smichame a cekame na vysledek, po kazdém michani
roztirdtko umyjeme. SdZeni kontrolujeme v mikroskopu

¢ nachystame kontrolni vzorky kr. skupin komeréné zakoupené
k porovnani, pokud méme

e vysledek: Pokud doslo k aglutinaci, tj sraZeni krvinky s protilatkami za
vzniku aglutinatu, jde o danou krevni skupinu. Pokud nedoslo k tomuto
déji, krev patii do jiné krevni skupiny.

e vyhodnoceni: vyhodnotime citlivost reakce, tj. uvedeme, pii kterém
fedéni byla reakce jesté pozitivni. Pouzivdme hodnoceni na Ctyfti kiizky:

++++ (100% aglutinace) aglutinat se po prottepani viilbec nerozpada +++ (75 %)
++ (50 %) + (25 %) 0 (bez aglutinace) Ize snadno roztfepat azZ na ptivodni
erytrocytarni suspenzi

Krev patti do skupiny....
Vzorky krve s protilatkami a vysledky sraZeni

Srazeni

Srazeni p



Barveni krevnich roztéru

V posledni dobé je na trhu ne€kolik typi tzv. souprav pro rychlé baveni, které
jsou sice mnohem pohodInéjsi z hlediska vlastni manipulace 1 ¢asové uspory,
vysledky barveni vSak jsou zpravidla o néco horsi (napt. granula nejsou tolik
vyrazna, celkovy odstin je nasedly apod.) Mize tak snaze dojit k zdméné napf.
neutrofilu za eozinofil apod.

Ve cvicenich budeme pouzivat sadu pro rychlé barveni Leukodif (Pliva
Lachema a.s.). Barveni sestava ze 4 krokt a kazdy krok je tvoten sérii (v tabulce
uvedena v zavorce) nékolika ponofeni do patficného roztoku. Natér vzdy
ponoifime jen na dobu 1 sekundy do patficného roztoku podle nasledujiciho
piedpisu: 1. Fixace v methanolu (5 x 1s) 2. Kysel¢ barveni v Eosinu Y (3 x 1s)
3. Zasadité barveni v Azuru II (5 x 1s) 4. Oplachnuti ve stabiliza¢nim pufru
(PBS). Poté nechame ususit a hodnotime.



