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Aglutinacni metody

Aglutinace = shlukovani

» Serologické

» Reakce protilatky s korpuskularnim antigenem (x precipitace)
 Hemaglutinace

» Dulezitou roli ma vzajemny pomér reagujicich slozek

* Hodnoceni vizualnée tzv. na Ctyri krizky

» Prukaz antigenu erytrocytu a celé fady bakterialnich antigenu



VII. Uloha — Stanoveni
antigenu krevnich skupin za
pouziti bromelinu



Princip

» Antigeny krevniho systému ABO jsou molekuly glykoproteinu
vazané v membranach erytrocytu

» Podstatou sérologického stanoveni téchto antigenu je
aglutinace — shlukovani erytrocytu

» Bromelin je proteolyticky enzym z ananasu pouzivany pro
usnadnéni aglutinace erytrocytu

> redukuje negativni naboj na povrchu erytrocytl a odstépuje
urcité polypeptidove retezce, které vycCnivaji z membrany
erytrocytu



Chemikalie a roztoky

» 3% suspenze erytrocytu krevnich skupin A, B, 0 ve
fyziologickém roztoku

 fyziologicky roztok pro Cervené krvinky — 0,85% NaCl
e 0,5% bromelin

» zasobni roztok protilatky anti A, anti B (budou pripraveny v
fedeni 1:16) a lektinu (anti H; bude pripraven v redéni 1:2)



Postup

1.

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

do tfi eppendorfek s 20 pl 0,5% bromelinu pfidame
180 pl zasobni erytrocytarni suspenze krevni skupiny
A,Bao0

inkubujeme 10 — 15 minut pri 37 °C
centrifugujeme pfi 1000 rpom cca 30 s

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

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

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



Postup

2. Pripravime si zkumavky s protilatkami, ve kterych
budeme provadét aglutinaci. Protilatky anti A a anti B
redime geometrickou radou 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:.256; lektin redime 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 zkumavkach:

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

* to samé pro krvinky s bromelinem

o Zkumavky zna¢ime vzidy A1azA S5, B1-B 5, H1-HS;
Jjednotlivé sady bez a s bromelinem pak -/+.



Postup

Anti A/B 1 2 3 B 5
Redéni 1:16 152 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 pl 200 pl 200 ul 200 pl 200 pl
zas. . zas. . 2 3 r. 4
~ - - -

200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
fyz.r. fyz. r. fyz. r. fyz. r.

Lektin 1 2 3 4 5
Redéni 12 1:4 1:8 1:16 132
Pipetovat 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
zas.r. zas.r. 2 r.3 r. 4
+ + + +

200 pl 200 pl 200 pl 200 ul
fyz. r. fyz. r. fyz. r. fyz. r.

Z pate zkumavky vzdy odebereme 200 ul, aby objem byl
ve vSech zkumavkach stejny a to 200 pl.



Postup

3. Do naredénych protilatek pfidame vzdy po 20 pl prislusné
erytrocytarni suspenze. Davame erytrocyty A do anti A,
B do anti B, 0 do lektinu (anti H). Do prvnich tri rad (A,
B, 0) pridavame erytrocyty bez bromelinu, do druhych tri
(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 protrepani
odecCitame aglutinaci. Zde trepat velmi citlive a hlavne
stejné ve vsech zkumavkach. Zajima nas, zda aglutinace
,arzi* ¢i nikoll,



Hodnoceni

Vyhodnotime citlivost reakce, tj. uvedeme, pri kterém redeni
byla reakce jesté pozitivni. Pouzivame hodnoceni na Ctyri

wrw

KFizky:

++++ (100% aglutinace) aglutinat se po protiepani vubec nerozpada
+++ (75 %)
++ (50 %)
+ (25 %)

0 (bez aglutinace) |ze snadno roztiepat az na puvodni erytrocytarni suspenzi



Vystup

Tabulka hodnoceni na Ctyri krfizky pro jednotlivé skupiny
a reakce s a bez bromelinu.

Zhodnotte vliv bromelinu na citlivost reakce srovnanim miry
aglutinace erytrocytu oSetfenych bromelinem s aglutinaci
neovlivnénych erytrocytu.



