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Activitat 9: Téecniques immunologiques de tipus secundari

Activitat

Heu d’entregar un document amb el recull d'informaci6 de les técniques

secundaries enumerades a sota. En cada una de les técniques que teniu marcades

en negreta s’ha d’explicar el seglent:

1. Per a que serveix la técnica.

2. Quan utilitzem aquesta técnica.
3.
4

. Heu de afegiruna imatge com exemple i explicar quins son els resultats

Quin és funcionament la técnica

d’aquella técnica.

-De cada de bloc de técniques ha d’haver una introduccio.

-A part heu de triar una técnica (aglutinacio, precipitacio i fixacio) i escriure

un protocol de d’aquesta.

Julia
Marina

Gemma
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Técniques secundaries:  son aquelles técniques on la reaccié
antigen i anticos primaria condueix a una reaccié secundaria que es caracteritza per
I'aparicié d’'un fenomen visible. Aquestes técniques ens donaran un resultat de
forma qualitativa, quantitativa o semiquantitativa.

1. Tecniques d'aglutinacid: és una técnica d'immunologia que consisteix
en la capacitat que tenen els antigens amb diferents epitops per unir-se als
seus anticossos complementaris donen lloc a immunocomplexes visibles a
simple vista. Sabem que [l'aglutinacié és un aglomeracio de cel-lules o
particules a causa d'una formacié entrellagada. ElI fonament de I'aglutinacié
€s una reaccid immunoquimica que produeix l'agregacié de particules o
cél-lules recobertes d'antigen o anticos.

a. Tecniques d’aglutinacio directe: és una técnica que consisteix en qué
un antigen cel-lular o de particules insolubles s’aglutini directament per
I'anticds.Quan la suspensié antigénica es presentada als anticossos
especifics aquests formen uns agregats insolubles que es veuen a
simple vista.

Prova rapida d’aglutinacié en placa: és una prova d’aglutinacio
directe per diagnosticar malalties infeccioses on es detecta de forma
qualitativa anticossos infecciosos a la sang, sérum i plasma.

1. Hemaglutinacié directe :
Es una técnica d’aglutinacié directe es produeix en base dels eritrocits en els quals
s'utilitza per determinar el grup sanguini del sistema ABO i Rh.
Aquesta técnica es basa en una reaccio entre I'antigen i 'anticos de manera que el
nostre sérum que conté anticossos contra antigens A i B fa que els eritrocits que
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tenen aquests antigens a la seva superficie aglutinin). Aquesta aglutinacié es pot
veure a simple vista.

a. Antigens ABO

Es una técnica d’aglutinacié directe basada amb els antigens i anticossos dels
eritrocits.
Aquesta técnica s'utilitza per descobrir el grup sanguini dels humans. Es una prova
senzilla de realitzar ja que consisteix en treure unes gotes de sang mitjangant
llencetes i col-locar-les en el portaobjectes, posteriorment afegir unes gotes de
sérum Anti-A, a un altre Anti-B i per ultim una barreja dels sérum Anti-A i Anti-B.
Previement, cal saber les reaccions antigen-anticos per poder determinar quin grup
sanguini és cada pacient. Per tant, cal tenir clar:
- Persones amb grup A — contenen eritrocits amb antigen A, i s’aglutinen en
els grups A i AB.
- Persones amb grup B — contenen eritrocits amb antigen B, i s’aglutinen en
els grups B i AB.
- Persones amb grup AB — contenen eritrocits amb antigen A i antigen B, i
s’aglutinen en els grups A, B i AB.
- Persones grup O — contenen eritrocits amb antigen O, i no s’aglutinen en

cap grup.

En aquesta imatge podem extreure el

‘ ; = seguent resultat. Com podem observar hi

: ‘ @ ‘ ha aglutinacié en Anti-AB i Anti-B, per tant
' . : aixo ens determina que aquesta mostra és

An'ti A Anti-AB Anti-B un pacient del grup sanguini B.

Aquesta técnica és d’aglutinacio directa es basa en una reaccio antigen-anticos.
Aix0 és degut a la preséncia/abséncia de I'antigen denominat Rh (proteina de
membrana) o antigen D (dominant) a la membrana dels hematies i s’utilitza per
determinar a quin grup Rh pertany una persona. Es una técnica complementaria a la
tecnica d’aglutinacio de grup sanguini ABO.

Referent al sistema Rh hi ha dos tipus de grups sanguinis:
- Rh+: els eritrocits posseeixen I'antigen Rh
- Rh-: els eritrocits no posseeixen el genotip Rh
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Per realitzar aquesta prova es posa una gota de mostra sanguinia sobre un
portaobjectes. Tot seguit es posa una gota de reactiu anti-Rh (conté anticossos
anti-Rh) i es barreja amb l'ajuda d’un capil-lar. Els resultats que obtindrem sén en
forma d’aglutinacié, és a dir després de realitzar aquesta técnica la mostra
aglutinara (o no).

LY
Els resultats obtinguts poden ser: /e
- Persona Rh+: hi ha aglutinacié f’ -
I m—

- Persona Rh-: no hi ha aglutinacio

L’aglutinacié es produeix degut a que la unié entre I'anticos i I'antigen forma un
complex antigen-anticos que es pot veure a simple vista. Aquesta és una técnica
directa perqué la reaccié antigen-anticos no necessita la preséncia de cap altra
particula per produir-se. A més és secundaria ja que la reaccio es veu a simple vista
i €s qualificativa perqué els resultats sén positius o negatius.

b. Tecniques d’aglutinacio indirecte: Tecnica de diagnostic clinic
in vitro que utilitza eritrocits com a particules marcadores.

1. Aglutinacioé de latex en placa

Es una técnica d’aglutinacié indirecte secundaria ja que la unié antigen-anticos és
transformada i es pot observar la reaccié a simple vista.

Aquesta técnica consisteix en examinar la presencia de fluids corporals com ara
I'orina, saliva i sang, mitjangant la unié dels antigens i anticossos en la mostra per
mitja de les interaccions hidrofobiques quedant sensibilitzades.

També cal remarcar que és una técnica qualitativa ja que ens ajuda a determinar si
hi ha aglutinacié o no en diferents antigens i anticossos, per altra banda també pot
ser semiqualitativa si les solucions se'n fan dilucions per determinar concentracions.
S'utilitza per determinar malalties infeccioses o viriques i per realitzar estudis
epidemiologics.

Com podem observar en aquesta
imatge es veu clarament que en la
primera hi ha una aglutinacié és a dir
unié entre antigens i anticossos, en
canvi en la seguent no hi ha unié.
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Aquesta és un teécnica indirecta i per realitzar-la s’utilitzen globuls vermells com a
suport. Al ser una técnica indirecta no es treballa amb els antigens dels globuls
vermells, sind que se li uneixen en la membrana cel-lular antigens de diferent
procedéncia.

Unes de les principals finalitats de la tecnica d’hemaglutinacio indirecta (HAI) és
detectar malalties a través de la deteccié d’anticossos en una mostra de sérum del
pacient. El que es busca és detectar la preséncia de immunoglobulines G (Ig G) en
el serum sanguini. Una de les malalties que es diagnostiquen per HAI és la malaltia
de Chagas.

Aquesta técnica es realitza en una placa amb multiples pous. Es realitza una
dissolucio seriada de la mostra sérum i a cada un d’aquests pous es posa una
concentracio de mostra diferent. Per realitzar la HAI s'ha de realitzar sempre un
control negatiu per comprovar que no hi hagi hemaglutinina perqué la preséncia
d'aquesta proteina provoca aglutinacio i el resultats seria un fals positiu.

Per interpretar aquesta prova hem de saber que
I'aparicioé d’'un vel rosaci-groguenc en els pouets
suposa una prova positiva, en

canvi, 'observacio d’'un “botd” vermell indica un

resultat negatiu ja que els hematies no aglutinen
(ja que no hi ha anticossos especifics) o encara

no passat suficient temps per a que els eritrocits
sedimentin.

La técnica d’inhibicié de la hemaglutinacié (IHA) serveix per detectar I'abséncia

d'anticossos especifics en el sérum del pacient. La deteccid/aglutinacié de la mostra
es deu a la capacitat d'alguns microorganismes com els virus d'unir-se als receptors
de membrana presents als eritrocits. Aquesta capacitat d’unié s’aprofita per detectar
els anticossos especifics que actuen sobre els antigens d’aquests. La IHA també es
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realitza sobre una placa amb multiples pous com la AHI i les dues técniques soén
molt semblants.

En aquest cas, I'abséncia dels anticossos en el séerum problema, provocara
I'aglutinacio dels eritrocits de la mostra i es formara un vel al pouet (resultat negatiu),
pero si no hi ha aglutinacio aixo vol dir que el resultat obtingut és positiu. Aixo és
degut al fet que els anticossos neutralitzen
I'antigen (virus) i inhibeixen la capacitat
d'aglutinacié dels hematies.

L1
A I'hora de interpretar els resultats obtinguts s’ha
d’anar en compte ja que en aquest cas la ® s
. o o ® o
interpretacio és la contraria a I'HAI. -

Es un examen sanguini utilitzat en hematologia i immunologia. Aquest analisi permet
detectar la presencia d'anticossos en sérum que reaccionaran amb antigens
presents a la superficie dels globuls vermells. S'utilitza en el diagnostic de

reaccions adverses després de transfusions sanguinies (quan hi pot haver
anticossos propis reconeixement antigens dels eritrocits que s’han transfés i fent
que es destrueixin per part del sistema immunitari)

Existeixen dos tipus de prova:
a) Prova de coombs directe

Es una técnica d’aglutinacié per detectar anticossos que estiguin units a eritrocits.

A través d'una extraccié sanguinia i un posterior rentat cel-lular, s'afegeix el reactiu
de Coombs. Els anticossos del reactiu s'uneixen a les IgGs, IgMs o al complement
qgue es troba unit a la membrana dels globuls vermells i I'aglutinacié d'aquests dona
un resultat positiu.

Aquesta técnica ens serveix per detectar patologies com anemies hemolitiques
induida per farmacs, aneémies hemolitiques autoimmunes, reaccions transfusionals o
mononucleosis infecciosa.
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Prueba de Coombs directa
>

. Resultado positivo

b) Prova de coombs indirecte

Es una técnica d’aglutinacié indirecte que serveix per detectar anticossos Anti-Rh.
Aquesta consisteix en incubar el serum de la mostra problema amb eritrocits amb
RH positiu, sabem que si hi ha preséncia d'immunoglobulines G Anti-Rh, s'unira a
aquests eritrocits i a afegirem el reactiu de Coombs, es produira aglutinacio dels
globuls vermells. En cas de que la persona receptora o la mare no continguin
Anti-Rh, no hi haura aglutinacio i,per tant, es podra fer la realitzaci6 de la transfusio
sanguinia i en cas de I'embaras el fetus no patira cap dany intern.

Com a consequéncia d’aixo pot aparéixer una hipersensibilitat de tipus II.

Es realitza aquesta técnica per prevenir danys abans d’una transfusié sanguinia,
durant 'embaras i en el moment del part.

Prueba de Coombs indirecta
~ N

Resultado positive

En aquesta imatge podem veure el
procés i el resultat final positiu.

Per tant, si es realitza una transfusio,
pot danyar ja que hi conté Anti-Rh.

La unié especifica entre antigen-anticos fa que es crein complexos que precipiten i
que es poden observar a ull nu. Aquests complexos es poden crear en medi solid,
en gel i en medi liquid. Aquestes técniques son generalment utilitzades per
identificar i quantificar proteines plasmatiques.
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a. Tecniques de precipitacié en medi liquid:
La reaccio antigen-anticos té lloc en un medi liquid, una solucié aquosa.
Els complexos antigen-anticos queden en suspensié i donen a la solucié un aspecte
térbol.
Les técniques es basen en el fenomen de dispersioé de la llum
que té lloc quan un feix de llum travessa un medi liquid
transparent que conté particules en suspensio (en aquest cas,
immunocomplexos

1. Immunoturbidimetria

Aquesta técnica és una tecnica de quimica analitica quantitativa basada en la
dispersié de la llum de les nostres mostres.

Aquesta técnica l'utilitzem per mostres amb grans quantitats de particules
dispersants, per mostres amb concentracions grans.

També s’aplica per la determinacié quantitativa de IgA, IgG i IgM utilitzen els
antiserums corresponents. Aixo produeix immunocomplexos que genera la terbolesa
mesurable per la fotometria a 365nm, per tant la quantitat de immunocomplexos és
proporcional a la concentracio de Ig presents a la mostra.

Es util per la dispersié de llum no uniforme.

Fan passar un feix de raigs lluminosos a través d’'una suspensio, I'energia radiant
incident es dispersa en totes direccions, la qual cosa déna un aspecte térbol a la
mescla.
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Antigen

Light absorption ﬁ

Imatge 1: Podem observar els
immunocomplexos i com la
llum travessa a 180°.
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2. Immunofelometria (nefelometria)

Aquesta técnica analitza la llum que és dispersada en un angle concret (normalment
entre 15°i 90°). El que ens permet detectar sdn concentracions molt baixes de
particules per mesurar concentracions de colonies en dispersio lluminosa a
diferencia de la turbidimetria.

S’utilitza per mostres amb dispersié de llum uniforme o amb poca dispersié.

= Imatge 2: observem com la
: llum travessa en diferents
angles.

Les técniques de precipitacié en gel son més frequents ja que s'utilitza més el suport
semisolid, que no pas el medi liquid. El suport en aquest cas és un gel d’agar o
agarosa. | trobem diferents tipus de técniques.

1. Doble difusié o reaccié de Ouchterlony:

Es una técnica de precipitacié en medi solid on tenim dues mostres que poden
contenir diferents epitops, es pot detectar per immunodifusié doble utilitzant una
mescla de diferents anticossos contra els diferents epitops.

Aquesta técnica es realitza amb gel d’agarosa on s’hi fan dos pouets i es diposita
'anticds a un pou i 'antigen a I'altre (una de les dues és la mostra problema i I'altra
és el reactiu conegut). Tant I'antigen com I'anticos difonen de manera passiva i
radial al voltant del pou, de manera que com més lluny del pou menys concentracié
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d’antigen o anticos hi ha. En el lloc on la concentracié d’antigen i d’anticos
corresponen a la zona d’equivaléncia, es forma la linia de precipitacio.

INMUNODIFUSION RADIAL DOBLE
(IDRD)

En este metodo el AC y el AG se siembran en pocillos separados realizado
en el agar. El Ac y el Ag difunden por el agar y cuando encuentra su zona
de equivalencia forman una linea de precipitacidn.

Well containing Line of precipitation Well containing
antigen molecules antibodies against
the antigen

+*

4
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s ','\_?)\\ '_—&,!.)~\
v

Agar |

P
Zone of Zone of Zone of

(a) excess precipitation excess

Este método se utiliza para evidenciar la presencia de un antigeno en una
muestra o para analizar el grado de relacion entre antigenos

2. Immunodifusio radial o técnica de Mancini

Serveix per detectar una quantitat de Ac IgG, IgM i IgA que hi ha al sérum d’un
individu. Aquesta técnica és lenta i poc sensible ja que es necessita molta quantitat
d’anticossos (o antigens) per a que es formin els complexos.

Mitjangant les mostres patré amb concentracié coneguda, s’elabora una recta de

calibraciéo amb el diametre. Amb aquesta recta i la seva equacio es pot trobar els
valors de concentracioé de les mostres problema.

Es fa a partir del medi, on tu afegeixes els anticossos. Aixo fa que la placa estigui
plena d’anticossos. Se li fan 5 forats on a cada un se li posa una mostra patré
diferent. Al pouet del mig sera on posem la nostre mostra problema. Si la nostre
mostra és positiva es creara un halo al voltant. La concentracié de antigens i el halo
son proporcionals.

Imatge 2: podem observar
que el pou de dalt té més
halo; per tant té més
concentracié d'antigen. Si té

menys, en tindra menys.
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La immunoelectroforesis és una técnica que s’utilitza per a separar proteines
plasmatiques en base al seu comportament electroforétic i a les seves propietats
immunologiques.

Per realitzar la immunoelectroforesi s’utilitza un gel d’agarosa amb pous i canals.Es
col-loquen les mostres diferents en els pous i es fa una electroforesi per tal de
separar les proteines.Després de I'electroforesi es diposita I'anticos al canal i es
deixa el gel en una cambra humida per tal que difonguin, tant els antigens com els
anticossos i es puguin formar les linies de precipitacio. En el lloc on la concentracio
d’antigen i d’anticods corresponen a la zona d’equivaléncia, es forma la linia de
precipitacio. Permet fer una analisi qualitativa, comparant un plasma de pacient amb
un plasma control.

L’Us principal de la immunoelectroforesi és detectar anomalies en el patro
d’expressio de diferents proteines plasmatiques.
(Sobretot usat per casos de mieloma)

4. Immunofixacio

S'utilitzen gels d’agarosa amb pous allargats.

L’us principal és detectar anomalies en el patré d’expressié de diferents proteines
plasmatiques.

Es una técnica més rapida i més facil d’interpretar.

Es col-loquen les mostres en els pous i s€’ls hi fa una electroforesi per separar les
diferents proteines segons la mida i la carrega que tenen. Després es diposita a
sobre de cada carril els diferents anticossos per detectar les diferents proteines. Per



“ JESUITES
Escola del Clot

ultim es renta el gel per eliminar les proteines que no han precipitat i es tenyeixen
amb un colorant de proteines per poder-les veure.

Es posa la mateixa mostra del pacient en tots els pous i a cada carril es mirara una
proteina diferent.

HYDRAGEL IF Penta 6/12 sebia
=BE - Imatge4: podem observar
els diferents carrils amb les
diferents proteines.
-— — - - = -—- -
5. Contrainmunoelectroforesis:

La contrainmunoelectroforesis (CIEF) és una técnica qualitativa que s’utilitza per la
deteccio rapida de la presencia en una mostra d’'un determinat tipus d’antigen o
anticos.

S'utilitza frequentment per al diagnostic precog¢ d’'infeccions bacterianes greus com
la meningitis.

Les mostres que normalment s’utilitzen son liquid cefalorraquidi u orina. Aquest
analisi pot ser util quan un frotis o un cultiu tenyit per Gram no ha sigut eficient, pero
€s una prova presumptiva i no ha de substituir la tincié de Gram i el cultiu. A més,
les proves negatives no descarten la possibilitat d'una infeccié amb un organisme el
qual I'antigen no s'ha detectat.

El funcionament d’aquesta técnica consisteix en col-locar els antigens i anticossos
en extrems oposats en un gel d’agarosa. A continuacio s’aplica un corrent eléctric i
'antigen i I'anticds es desplacen un cap a I'altre. La prova es positiva si es forma en
alguna part de la zona equatorial del gel una linia de precipitacio ja que aixo significa
que la mostra conté I'antigen o anticos en questio. Aquesta prova és de gran utilitat
per al diagnostic clinic ja

que els resultats s’obtenen després d’'una hora.
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6. Electroimmunodifusio

Es una técnica utilitzada per identificar i quantificar qualsevol tipus d’lg o altres
proteines basat en la formacié d’un precipitat visible degut a la reacci6 ag-ac.

El funcionament d’aquesta técnica s’aplica a la mostra problema, amb I'antigen o proteines
d’interés, en pous perforats d’un gel d’agar que conté I'antiserum especific corresponent.

Es realitza una electroforesi i es forma un precipitat en forma de coet degut a la interaccié
antigen (mostra)-anticos (gel d’agar). La quantificacio es basa en mesurar |'altura del pic de
precipitat ja que aquest és proporcional a la concentracio d’antigen, tot i que també s’ha de
tenir en compte la durada de I'electroforesi.

El métode és per al mesurament d'lg en petites mostres de fluids bioldgics diluits i no
concentrats.

Imatge 6: Es mostren els forats del
gel d’agarosa i podem veure que el
de la dreta és el que més té.

3. Técniques de fixacio del complement

Es fa servir per determinar la preséncia o abséncia d’anticossos en sérum, quan sén
anticossos que no es poden detectar per altres técniques perqué no mostren
reaccions visibles.

Consisteix en determinar la capacitat que tenen les proteines del complement per
unir-se a complexos antigen/anticds o unir-se a anticossos units a cél-lules i
llisar-les.
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Normalment s'utilitza per el diagnostic serologic de la Brucelosis, la Coccidiomicosis
i la histoplasmosis.
Es una técnica qualitativa.

a. El sistema del complement (explicacio del sistema del complement per
entendre la prova)

El sistema del complement és una cascada bioquimica que contribueix a eliminar els
patdgens d'un organisme. Es una part del sistema immunitari inespecific és a dir que
no és adaptable i que no canvia al llarg de la vida d'un individu; per tant, pertany al
sistema immunitari innat. Tanmateix, pot ser reclutat i portat a I'accié pel sistema
immunitari adaptatiu.

Es un conjunt de proteines plasmatiques que sén part de la resposta immunitaria
inespecifica.

Fan les funcions de cobrir els patdgens, neutralitzacié de virus, lisar patdogens i
cél-lules infectades a partir de la formacio de porus en les seves membranes, iniciar
respostes inflamatories i promoure reclutament de cél-lules immunitaries.

S'han descrit tres vies d'activacio del sistema del complement: la via classica,
I'alternativa, i la de les lectines, que es diferencien tant en el mecanisme
desencadenant de l'activacié com en els seus components inicials. En general, els
integrants d'aquest sistema s'anomenen amb una C seguida d'un nombre que indica
I'ordre de participacio a la cascada (de I'1 a I'9). Les tres vies tenen un esdeveniment
comu que consisteix en la formacié de la C3 convertasa, enzim capag¢ de convertir
C3en C3biC3a.

La via classica s'activa fonamentalment per complexos antigen-anticds. Es un
procés espontani, que ocorre continuament en la circulacio i és controlat pel
principal regulador d'aquesta via, l'inhibidor de C1, una proteina altament glicosilada
que actua com un inhibidor de diferents proteases que pertanyen als diferents
sistemes d'activacié. La via de les lectines s'activa per la preséncia de certs sucres
que apareixen a la superficie dels bacteris. La via alternativa no necessita
anticossos per activar-se, pel que és un mecanisme innat de defensa molt important
en els estadis inicials d'una infeccio.

Quan l'activacié arriba fins al final té lloc la lisi cel-lular (destruccié de la cél-lula),
procés en el qual intervenen els components de C5 fins C9. Aquesta fase final de la
cascada té com a resultat la formacio de grans porus a la membrana, alterant
I'equilibri osmotic i destruint I'agent patogen o la cél-lula afectada.
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Tota I'activacio del sistema del complement esta regulada de forma molt precisa. A
més de l'inhibidor de C1 intervenen també altres reguladors, com diversos factors
(H, I, MCP).

Vias de activacion del sistema del complemento

| Via de union a Ieclinas| [Via alternativa |
l‘ ........... Inhibidor de C1 208 .1 l
Clq,Cir, C1 MBL, MASP-1 MASP-2,

i w C3 convertasa
-

ot J

70> l< ------------ Factor H, Factor I, MCP
g X
»Q' {

b. Reaccio de fixacié del complement

S’elimina el sistema de complement del serum del pacient. Un cop tenim el sérum
“sol”, afegim I'antigen amb un sistema de complement. Si hi ha preséncia es creara
una triple unié entre Ac-Ag-S.C.. Si no hi ha, cadascun estara separat, al seu aire.
Aquesta part de la técnica no la podem veure a primera vista, per aixd s’ha de fer un
segon pas: li afegirem eritrocits amb Ac que reconeixen l'eritrocit. Al afegir-ho, el que
veurem en el negatiu sera el color vermell, ja que al tenir el S.C. lliure per alla,
s’afegira en aquesta unio i veurem el vermell de 'hemoglobina i en canvi en el
positiu no canviara de color ja que el S.C. no s’unira als eritrocits perqué ja estan
units a la triple unié.
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Protocol técnica d’aglutinacié RH

1. Posar-se la bata, recollir-se el cabell i rentar-se les mans.

2. Col-locar-se els guants.

3. Netejar la zona de treball i col-locar un paper de filtre.

4. Agafar un portaobjectes i rotular-lo.

5. Amb una micropipeta/capil-lar col-locar 1 o 2 gotes del tub de sang.

6. Afegir 1 o 2 gotes d'Anti-serum D (Rh) a les gotes de sang.

7. Esperar 1 minut. Utilitzant un capil-lar, barrejar les gotes de sang amb les de
Anti-sérum D durant 20 segons.

8. Examinar les mescles, si es formen granuls, I'aglutinacié ha tingut lloc. Si per
contra la barreja és homogeénia, no hi ha aglutinacid.

La reaccio d'aglutinacié Rh + és diferent a la que observem en els grups Ai B, es
formen grumolls perd es manté el color vermell en tota la barreja que pot portar a
error.

Els resultats obtinguts poden ser:
- Persona Rh+: hi ha aglutinacié
- Persona Rh-: no hi ha aglutinacio

Imatge: podem observar que el
de l'esquerra ha aglutinat i per
tant sabem que és positiu. El
de la dreta és negatiu.




