Troficka pojiva:
1. krev a krvetvorba 2. lymfa,
3. tkanovy mok 4. lymfatickeé organy




Leukocyty

Vycestovavaji do vaziva pres stény kapiar — diapedeze

Hlavni souéast trofickych pojiv — krve

Granulocyty Agranulocyty
Nezraly neutorfil- tyCka

Neutrofily

Eozinofily

Bazofily
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Obr. 120. Krvinky &lovE&ka
a = erytrocyty, b = trombocyty, ¢ = neutrofilni gramulocyt,
d = eosinofilni granulocyt, e = bazofilni granulocyt, f = lym-
focyt, g = monocyt.




Stanoveni krevnich skupin

Kratké 1lustrativni video
https://www.youtube.com/watch?v=J5xSUhyXvIE

Aglutinace je imunitni d€j, reaguje protilatka s korpuskularnim antigenem, ktera vede
ke vzniku aglutinatu ,vloCkoveé konzistence. U reakce zv. hemaglutinace jsou
korpuskularnim antigenem erytrocyty. Vysledny shluk erytrocytl je dobfe
pozorovatelny pouhym okem a je dostate¢né pevny pfi standardnim zpusobu
trepani. Nevyhodou hemaglutinace je nizka citlivost a omezena zivotnost erytrocytu.

Aglutinacni reakce se obvykle hodnoti vizualné tzv. na Ctyri kfizky a jsou to metody
jednoduché a levné, ale také malo citlivé. Pouzivaji se hlavné pro prukaz antigenu
erytrocytu a celé fady bakterialnich antigenu.

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 erytrocytt A B H AiB




Pomiicky: podlozni vicka na diagnostiku krevnich skupin s kulovitymi otvory,
desinfekce, vatiCky, pero na odebirani krve z prstu, bodce, tubicky s heparinem, epiny,
stojanek, roztiraci umélohmotné tyCky, pipeta s rozméren 1 ul - 10 pl, rukavice;

1. Cervené krvinky vSech skupin -

2. lahvicky s protilatkami proti krevnim antigenum:

POUZITA DIAGNOSTIKA

*Monoklonalni diagnostikum anti-A (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel EXBIO
Olomouc s.r.0.), fedéni 1:32

*Monoklonalni diagnostikum anti-B (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel EXBIO
Olomouc s.r.0.), fedéni 1:8

Lektin anti-H (vyrobce Sanquin, Holandsko; dodavatel EXBIO Olomouc s.r.o,fedéni
1:2

*Monoklonalni diagnostikum anti-H (vyrobce Immucor Gama, Némecko; dodavatel
APR Praha s.r.o.




Postup:

Odbérovym perem v rukavicich odebereme kapky krve z prstu do heparinové tyCinky
kapku krve dame na podlozni skliCko a okamzité rozetreme

z heparinove tyCinky nechame krev stéci do epiny ve stojanku.

z naredénych protilatek proti A,B,O krevnim skupinam odebereme 5 ul pipetou a
nakapeme na podlozni skliCko s kulovitymi prostory.

pak z odebrané krve v epiné vezmeme a dame 5 pl krve do 0,5ml fyziologického
roztoku a zamichame, odtud nabereme 5 pl zfedéné krve a nakapeme na sklicko do
nakapanych protilatek. Vezmeme umeélohmotné roztiratko a kapku krve s kapkou
protilatek smichame a Cekame na vysledek - srazeni, ktery si prohlédneme v
mikroskopu

nachystame kontrolni vzorky kr. skupin komercné zakoupené k porovnani

Vysledek: Pokud doslo k aglutinaci, tj ke srazeni krvinky s protilatkami za vzniku
aglutinatu, jde o danou krevni skupinu. Pokud nedoslo k tomuto dé€ji, nejedna se o
danou krevni skupinu.




Vysledek: Pokud doslo k aglutinaci, tj srazeni krvinky s protilatkami za
vzniku aglutinatu, jde o danou krevni skupinu. Pokud nedoslo k tomuto
déji, nejde o danou krevni skupinu. Pti hodnoceni brat v iivahu vyskyt
recesivnich alel.

Vyhodnocent:

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

++++ (100% aglutinace) aglutinat se po protfepani viibec nerozpada +++

(75 %) ++ (50 %) + (25 %) 0 (bez aglutinace) 1ze snadno roztfepat az na
ptvodni erytrocytarni suspenzi

Krev patfi do skupiny....




srazeni

srazeni

Vzorky krve s protilatkami a vysledky srazeni
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Vytvoreni krevniho rozteru:

Barveni krevnich roztéri Na podlozni sklicko nakapneme kapku nesrazené krve
a dal$im sklickem s nenabrousenymi hrany krev rozetfeme v thlu asi 45°

V posledni dobé je na trhu nékolik typu tzv. souprav pro rychlé baveni, které jsou
sice mnohem pohodingjSi z hlediska vlastni manipulace i Casové uspory,
vysledky barveni vSak jsou zpravidla o néco horSi (napf. granula nejsou tolik
vyrazna, celkovy odstin je nasedly apod.) Mlze tak snaze dojit k zaméné napr.
neutrofilu za eozinofil apod. Ve cvicenich budeme pouzivat sadu pro rychlé
barveni Leukodif (Pliva Lachema a.s.). Barveni sestava ze 4 kroku a kazdy krok
je tvoren sérii (v tabulce uvedena v zavorce) nékolika ponoreni do patficného
roztoku.

Natéer vzdy ponofime jen na dobu 1 sekundy do patficného roztoku podle
nasledujiciho predpisu:

1. Fixace v methanolu (5 x 1s)
2. Kyselé barveni v Eosinu (3 x 1s)
3. Zasadité barveni v Azuru (5 x 1s)

4. Oplachnuti ve stabilizacnim pufru (PBS). Poté nechame ususit a hodnotime.




Krevni diferencial

U zdravého jedince by mél byt vysledek nasledujici:

Zjisténé pocty bunck se zapisuji do specialni tabulky (viz dale).

leukocyty
tycka (prekurzor neutrofilu) 1-2 %
neutrofil 55-60 %
eozinofil 2-3%
bazofil 0,5 %
monocyt 5-7%
lymfocyt 30-40 %
Zapis do tabulky
neutrofil tycka lymfocyt  |monocyt [eosinofil  |bazofil neznamy  [suma
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

100




TEORIE

Aglutinace (shlukovani) krvinek

Reakce antigen-protilatka. Membrany erytrocytll — mohou mit antigen — aglutinogen A nebo B
(mukopolysacharidy). Reaguje s protilatkou v plazmé — aglutininem anti-A (a.&) nebo
aglutininem anti-B (a.l3) (oba y-globuliny). U jednoho jedince neni nikdy stejny aglutinogen a
antiaglutinin.

Krev Clovéka: 4 zakladni skupiny (podle aglutinogenu v membranach).

Krvinky O (bez antigenu) shlukuji A,B

krvinky A shlukuje B a 0,

krvinky B shlukuje A a 0,

krvinky AB nemaji protilatky.

lab. 10. Krevni skupiny u &lovéka

Cetnost vyskytu

Krevn{ skupina Aglutinogen Aglutinin + populadi 4
O Zédny , anti-A, anti-B - 45%
A A anti-B 41 %
B B anti-A g {1 2 Sl
AB AaB 14dny 49 %




Podskupiny A, — Ag, dalSi aglutinogeny D(Rh) — systém 13 a-genu (C,D,E aj.).
Nejvice antigenni D. D pritomen = Rh*. Aglutininy anti-D normalne nejsou
pritomny, tvori se pri setkani s krvi Rh*.

Dedicnost krevnich skupin.

Krevni skupiny u zvirat: vice nez u lidi. Vznik antigenu prfed vyvojem primata.
Znamy i u slepic, kachen, kraliku, koz.

Neidentifikovany u morcat, mysi, kocek a poikilotermu.

Mezitaxonova aglutinace

Mab. 10. Krevn{ skupiny u &lovéka
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Cotnost vyskytu

Krevn{ skupina Aglutinogen Aglutinin v populaci g
0 Zédny anti-A, anti-B | 45 %
A A anti-B 41 %
B B anti-A 1096 7 T
AB AaB zidny 4%
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