1 Aglutinaéni metody

Aglutinace (shlukovani) patfi k nejstar§im sérologickym metodam. Jeji podstata spociva v reakci
protilatky s korpuskularnim antigenem, ktera vede ke vzniku aglutinatu ,vloCkové konzistence®.
Korpuskularni antigen musi na svém povrchu nést vet$i poc€et antigennich determinant. Mize to byt
napf. bakteridlni bufka nebo erytrocyt. Pfi aglutinaci dochazi vlastné k provazani antigennich
determinant a tim i antigennich ¢astic pfes F,, fragmenty protilatek. Nejlépe aglutinuji protilatky IgM
vytvarejici pentamery. Ddulezitou roli ma vzajemny pomér reagujicich slozek. V pfebytku antigenu
aglutinat nevznika, protoze neni dostatek protilatek na provazani molekul antigenu. Stejné tak
nevznika aglutinat pfi prebytku protilatky, protoze hodné vazebnych mist na protilatkach zlstava
volnych a nemuze dojit k provazani molekul antigenu.

RozliSuje se aglutinace prFima (vySe popsany proces) a nepiima, kdy se reakce ucastni
tzv. inkompletni protilatky. Tyto protilatky sice obsadi vazebna mista na antigenu, ale nedojde
tzv. CoombsUyv test: inkompletni protilatky navazané na povrchu antigennich &astic (napf. erytrocyt()
se prokazuji pomoci antiglobulinového séra, tedy protilatek proti protilatkam. PFidavek tohoto
antiglobulinového séra zpusobi aglutinaci, pouze pokud jsou ve vzorku inkompletni protilatky pfitomny.
Coombsuv test je dulezita metoda, nebot mezi inkompletni protilatky patfi napf. nékteré typy protilatek
proti erytrocytim s jinym povrchovym antigenem, které mohou zpUsobovat komplikace pfi transflzich.
Nékdy se pfi aglutinaci pouzivaji latexové ¢astice, na jejichz povrch se vaze puvodné solubilni antigen
a vysledna aglutinace je potom dobie pozorovatelna.

Dalsi modifikaci je tzv. hemaglutinace, kdy korpuskularnim antigenem jsou erytrocyty. Vysledny shluk
erytrocytt je dobfe pozorovatelny pouhym okem a je dostateéné pevny pfi standardnim zpusobu
trepani. Nevyhodou hemaglutinace je nizka citlivost a omezena Zivotnost erytrocyt(.

Aglutinaéni reakce se obvykle hodnoti vizualné tzv. na &tyfi kfizky a jsou to metody jednoduché a
levné, ale také malo citlivé. Pouzivaji se hlavné pro prikaz antigend erytrocytd a celé fady
bakterialnich antigenda.

Podobny princip jako pfi aglutinaci se uplatiuje také pfi precipitaci. Rozdil mezi aglutinaci a
precipitaci spoCiva v tom, Ze pfi precipitaci neni antigen korpuskularni ale solubilni a vysledkem je

vznik precipitdtu tedy zdkalu. Stejné jako pfi aglutinaci vznika precipitdt pouze pfi optimalnim
vzajemném poméru reagujicich slozek.

ULOHA 6: Stanoveni antigent krevnich skupin za pouziti bromelinu
Princip

Antigeny krevniho systému ABO jsou molekuly glykoproteind vazané v membranach Cervenych
krvinek.

krevni skupina antigen v membrané erytrocytu
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Podstatou sérologického stanoveni téchto antigentl je aglutinace — shlukovani erytrocytl, kdy
reaguje antigen v membrané erytrocytu s pfisluSnou protilatkou ozna¢ovanou jako anti A, anti B nebo
lektin v pfipadé antigenu H. Vysledkem vzajemné reakce erytrocytarniho antigenu a pfislusné
protilatky je aglutinat. Reakci hodnotime jako pozitivni, kdyZ je shluk krvinek pevny a nelze ho
roztfepat. Casto se zde setkdme s terminy jako aglutinogen & aglutinin. Jako aglutinogen se
oznacuje antigen a jako aglutinin protilatka, ktera se vaze na povrch erytrocytd pfes aglutinogen.



Bromelin je proteolyticky enzym zananasu pouzivany pro oSetfeni erytrocytd pred pouzitim
protilatek. Negativni naboj na povrchu erytrocytd vede ke vzajemnému elektrickému odpuzovani
erytrocytl a zabranéni aglutinace protilatkami. Enzymy, jako napf. bromelin, redukuji tento negativni
naboj a navic odstépuiji urcité polypeptidové fetézce, které vycnivaji z membrany erytrocytl. Oba tyto
procesy vedou ke vzajemnému pfiblizeni erytrocytd, coz usnadriuje aglutinaci prostfednictvim
protilatek. Aglutinace by se tedy méla projevovat i pfi vétSim zfedéni protilatek nez u krvinek
neoSetfenych bromelinem.

Pomiicky

Pracujeme v rukavicich!!l Dbame na peclivé znaceni v8ech zkumavek — oznalime krevni skupinu
i Cislo zkumavky (Fedéni). Pro potfeby inkubace je nutno zkumavky navic popisovat také znackou své
pracovni skupiny.

= 3% suspenze erytrocytl krevnich skupin A, B, 0 ve fyziologickém roztoku
» fyziologicky roztok pro ¢ervené krvinky — 0,85% NacCl
= 0,5% bromelin

= zasobni roztok protilatky anti A, anti B (budou pfipraveny v fedéni 1:16) a lektinu (anti H; bude
pfipraven v fedéni 1:2)

= polystyrenové zkumavky

Postup

1. Pfipravime si 3% suspenze erytrocytl hydrolyzovanych (natravenych) bromelinem.

e do tfi eppendorfek s 20 ul 0,5% bromelinu pfidame 180 pl zasobni erytrocytarni suspenze
krevni skupiny A, Ba 0

e inkubujeme 10 — 15 minut pfi 37 °C.

¢ centrifugujeme pfi 1000 rpm cca 30 s

e opatrné odsajeme supernatant a k sedimentu erytrocytd na dné eppendorfky pfidame 180 pl
fyziologického roztoku

e opét centrifugujeme a odsajeme — celkem 3x, ¢imz ze suspenze erytrocytd dukladné
vymyjeme bromelin

e po poslednim promyti pfidame 180 pl fyziologického roztoku a timto mame pfipravenou
3% suspenzi natravenych erytrocytu.

2. Pripravime si zkumavky s protilatkami, ve kterych budeme provadét aglutinaci. Protilatky anti A
a anti B fedime geometrickou radou 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256; lektin fedime 1.2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32. Celkem si tedy pfipravime 2 sady (jedna bez a jedna s bromelinem) po 15 aglutinacnich
zkumavkéch:

anti A (5 zkumavek), anti B (5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky bez bromelinu
anti A (5 zkumavek), anti B (5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky s bromelinem

Zkumavky znaCime vidy A 1azA 5 B 1—-B 5, H1- H5. Zasobni roztoky pro anti A, anti B i lektin
(anti H) jsou jiz pfipraveny. ZpGsob fedéni protilatek pro krvinky s bromelinem i bez bromelinu je
stejny:

Anti A 1 2 3 4 5
Redéni 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 pl 200 l 200 l 200 l 200 l
Zas. r. Zas. r. r.2 r.3 r.4
+ + + +

200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
fyz.r. fyz.r. fyz.r. fyz.r.
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Lektin
Redéni
Pipetovat

Z paté zkumavky vzdy odebereme 200 ul, aby objem byl ve v§ech zkumavkach stejny a to 200 pl,

3. Do nafedénych protilatek pfidame vzdy po 20 ul pfisluSné erytrocytarni suspenze. Davame
erytrocyty A do anti A, B do anti B, 0 do lektinu (anti H). Do prvnich tfi rad (A, B, 0) pfidavame
erytrocyty bez bromelinu, do druhych tfi (A, B, 0) s bromelinem. Poradné promichat!!!

4. Zkumavky inkubujeme 10 min pfi 37 °C a poté centrifugujeme 30 s pfi 1000 rmp. Po lehkém
protfepani odelitame aglutinaci. Zde tfepat velmi citlivé a hlavné stejné ve v8ech zkumavkach.
Zajima nas, zda aglutinace ,drzi* &i nikoli.

Hodnoceni

Vyhodnotime citlivost reakce, tj. uvedeme, pfi kterém fedéni byla reakce jesté pozitivni. Pouzivame

hodnoceni na Ctyfi kfizky:

1
1:16
200 pl
zas. r.

1
1:2
200 pl
zas. r.

++++ (100% aglutinace)

+++ (75 %)

++ (50 %)

+ (25 %)

0 (bez aglutinace)
Vystup

Zhodnotte vliv bromelinu na citlivost reakce srovnanim miry aglutinace erytrocytd oSetfenych
bromelinem s aglutinaci neovlivnénych erytrocyta.
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aglutinat se po protfepani viibec nerozpada

Ize snadno roztfepat az na plivodni erytrocytarni suspenzi



