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Cile cviceni

O student si zopakuje/nauci se zakladni informace o
krevnim systému ABO

O student prakticky provede stanoveni antigeni
krevniho systému ABO na biologickém materialu a
urci status sekretora

O studenti zhodnoti vyskyt sekretorti (vylucovatelti)
a nesekretorll (nevylucovatelll) ve skupiné
studenti




Teorie

Antigeny systému ABO (H) se v lidském organismu vyskytuji ve

dvou formach:

a) Ag jsou vazany na membrany temer vsech bunek tela, vcetne
erytrocytu;

b) tvori metabolicky produkt prvni skupiny: ve vodé (télnich

kutinach) rozpustné Ag pritomné priblizné u 77% lidské

opulace.

a

abolicka premeéna je rizena geny Se/se, zcela nezavislymi na
genech ABO urcujicich prislusnost ke krevni skupine.

Kombinace alel sese zajisti dokonaly rozklad vazanych Ag a tedy
nepritomnosti Ag v télnich tekutinach. Tito jedinci se oznacuji jako
- _nevylucovatele (nonsekretori).

iy s dominantni alelou Se v genotypu maji fitomny

ich tekutinach a oznacuji se vyluCovatelé (sekre



Metodika adsorpcne inhibiécni metoda (AI)

O zalozena na inhibice hemaglutinace

O vysyceni vazebnych mist na Ag ve slinach pridanim Ab/diagnostika
vhodného titru a nasledné stanoveni mnozstvi nenavazanych Ab
pridanim suspenze odpovidajicich erytrocytd. Intenzita aglutinace je
neprimo umérna mnozstvi skupinovych substanci ve slinach.

ma 2 faze:

e 1. absorpce: k vysetrovanému vzorku (antigenu) se doda znamé
nozstvi Ab, do-jde k vazbé Ab-Ag.

e 2, aglutinace: v této fazi je zjistovana kvantita nenavazanych

Ab poklesem jejich titru. Pokles se projevi inhibici aglutinace

pridanym naplavem znamych krvinek o znamém objemu a
koncentraci.

e pouziti: hemaglutinadné inhibi¢niho testu se hojné uziva k prikazu
slabych A a B aglutino-genu a pfi zjistovani ABO antigetiav bakach
idskych tkani (i napr. u historického kostniho materialu
spermiich, na leuko-cytech, trombocytech a v krevnich

ch.



Adsorpcné inhibicni metoda: principem je
inhibice hemaglutinace
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Material, postup

monoklonalni diagnostika (EXBIO Olomouc): anti-A (IgM, 1:8), anti-B
(IgM, 1:32), anti H (IgM, 1:20)

5% suspenze diagnostickych erytrocytu A,B,O ve FR; v pfipadé stanoveni
KS 0 upravenych bromelinem
FR 0,85% (0,15 mmol/l) NaCl

vodn| lazen na 100 °C, centrifuga, zkumavky (typu EPPENDORF_= EPP,
agtutinacni = AGLU), rukawceI destlcky pro odeéitani vysledkd, .

o
(o)
o
o

racovani slin:

. Sliny ve sklenene zkumavce (asj 2 ml) zahrejeme 10 minut ve vodni
azn| pri 100 °C (inaktivace enzymu aby nedoslo k natraveni, a tim
snizeni mnozstvi skupinovych substanci, Varem ztrati sliny svou vazkost,
stavaji se tekutéjsimi a lépe se zpracovavaji)

2. Centrifugace slin pri_ 2000 ot./min po dobu 5 minut (tim se odstrani
koag-ulovany hlen a bunécny detrit, EPP).

A4
.

(EBP).

3 tekutina se ze supernatantu pipetuje do zkuma




4. Sliny naredime fyziologickym roztokem 1:100 (EPP).
5. Pripravime 3 rady AGLU zkumavek (A, B, H) po 4 zkumavkach.

6. Do prvni a druhé zkumavky v kazdé radé dame po 30 pl
naredénych slin.

7. Do vSech zku-mavek kromé prvnich (tzn. do 2., 3. a 4.)
nipetujeme 30 pl FR.

rade A provedeme titraci 30 ul s redicim koeficientem 2:
a) obsah 2. zkumavky promichame, preneseme 30 pl do 3.
umavky, promichame,

b) preneseme 30 ul do 4. zkumavky, promichame
a odebereme 30 pl iz této posledni zkumavky.

"\ 9. Totéz provedeme pro rady B a H. Vysledna redeéni slin ve

zkumavkach jsou 1:100, 1:200, 1:400 a 1:800.




10.

11. Do 4 zkumavek rady A pridame l:>o 20 pl diagnostika anti-A 1:8,
do zkumavek rady B po 20 diagnostika anti-B 1:32, do
zkumavek rady H po 20 |J| dlagnostlka antl H 1:20.

12. Promichat a ponechat pri laboratorni teploté po dobu 20 minut.

Poté pridame 20 pl 5% suspenze erytrocytu vzdy prislusnych
anému diagnostiku, tzn. do zkumavek rady A erytrocyty
kupiny A atd.

14. Zkumavky jemné promichame a nechame 10 minut odstat pri
laboratorni teploté.

~ 15, Centrifugace vSech zkumavek pri 1000 ot./min. po dobu 1
> minuty. Protrepat a centrifugaci opakovat.

0 centrifugaci jsou zkumavky pripraveny k hodno
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Schéma vysetreni: pro kazdy antigen 4 redeni slin
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30 pl slin 1:100 30 ul slin 1:200 30 pl slin 1:400 30 ul slin 1:800
20 pl antiA 1:8 20 pl antiA 1:8 20 pl antiA 1:8 20 pl antiA 1:8

20 plery A5%

20 plery A5%

20 plery A5%

20 plery A5%

30 pl slin 1:100
20p! antiB 1:32
20ul ery B 5%

30 ul slin 1:200
20 pl antiB 1:32
20l ery B 5%

30 pl slin 1:400
20 pl antiB 1:32
20 pl ery B5%

30 ul slin 1:800
20 pl antiB 1:32
20 pl ery B 5%

30 pl slin 1:100
20 pl antiH 1:2
20 pl ery 0 5%

30 ul slin 1:200
20 pl antiH 1:2
20 plery 0 5%

30 pl slin 1:400
20 pl antiH 1:2
20 pl ery 0 5%

30 ul slin 1:800
2 Ol antiH 1:2
20 pl %




Hodnoceni vysledki

O Vyhodou Al testu je, ze negativni vysledek je dan pritomnosti
aglutinace, a tudiz mame kontrolu, ze jsme umistili do zkumavek
serum a erytrocyty stejne specificnosti.

O Je-li- ve vysetfovanych slinach vysetfovany antigen a pridané
erytrocyty se neshlukuji, znaci to, ze antigen slin vysytil
diagnosticky titr aglutininu — jde o sliny vylucovatele.

de-li o sliny nevylucovatele, pridane krvinky jsou di-agnostikem
aglutinovany.

Pri vizualnim hodnoceni se zaznamena pro kazdou zkumavku
stupen aglutinace podle nasledujicich pravidel:

e +++4+4+ kompletné shlukly kompaktni sediment

e +++ sedimentované erytrocyty se po jemném poklepani na dno
zkumavky rozdeli na 2-4 nepravidelné hrudky

e ++ sediment se rozpadne na vic drobnych casti
e + sediment zUstane po poklepani na dno zkumavky ve tvaru jemné
rniteho pisku

S negativnj reakce, sedimentované erytrocyty se
fyziologickem roztoku
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