1.1 Stanoveni poctu erytrocytii

Potieby: banicka, Hayemuv roztok, mikropipety 25 ul a 4 975 ul, kapatka, podlozni sklicko,
Biirkerova komurka, krev, emetni miska, ¢tverecky bunicité vaty.

Postup prace:

Striktni zasada pro praci s krvi: pracujeme pouze v gumovych rukavicich!

1. Do bani¢ky odmétfime velkou zluté znacenou mikropipetou 4950 pul Hayemova roztoku.

2. Lahvicku s krvi krouzivym pohybem zlehka promichdme, otevieme a postavime do emetni
misky.

3. Na men$i, modfe znacenou pipetu nasadime Spicku. Vnotime ji do lahvicky s krvi a
nebereme 25 pl krve.

4. Spicku mikropipety s krvi zevné otfeme tamponem a zméacéknutim vyprazdnime do banicky
s Hayemovym roztokem.

5. Pomalym krouzivym pohybem obsah banicky promichame.

6. Nachystame si Biirkerovu komtirku a pfekryjeme ji krycim sklickem.

7. Cistym kapatkem kapneme 1 kapku piipraveného roztoku z baiiky pod kryci skli¢ko
Biirkerovy komurky.

9. Vlozime pod mikroskop a zacneme odecitat pocet erytrocyti v jednotlivych Ctvercich
podle pravidla: poc¢itame pouze erytrocyty uvniti ¢tverce a ty, které se dotykaji horni a pravé
bocni strany Ctverce a to 1 z vnéjsi strany (tmavé krouzky). Nezapocitavame ty elementy,
které se dotykaji ¢tverce na levé a spodni stran¢ - svétlé krouzky (viz obr. €. 1.2.). Udévana

chyba tohoto vySetfeni pfi tomto typu urceni poctu erytrocytit je =200 000/ul (ul = mm3).

Obrazek ¢. 1.2 Biirkerova komiirka a zasady odectu erytrocyta
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1.2 Stanoveni koncentrace hemoglobinu
Potireby: transformacni roztok, odmérny valec, kapatko, podlozni sklicko, trychtyf,
mikropipeta 20 pl, emetni miska, tampon
Postup prace:
1. Zkontrolujeme zapnuti ptistroje pro odecet ¢ Hb — Spekolu.

2. Vlozime do paméti ptistroje faktor pro pfepocet absorbance na latkovou koncentraci
Hb (1Fe), vynulujeme oproti destilované vodé¢.



Do zkumavky zluté zna¢enou mikropipetou odméefime 5 ml transformacéniho roztoku. .

Modrou mikropipetou odmétime 20 pl krve (obdobné dle navodu pro stanoveni poctu
erytrocytl).

Obsah mikropipety vyprdzdnime do zkumavky s transforma¢nim roztokem,
promisime a ¢ekame 5 minut na hemolyzu erytrocytu.

Pomoci kapatka piipravenym roztokem naplnime kyvetu pro Spekol. Zasuneme ji do
pristroje (kyveta je zde prosvicena svétlem o vinové délce 540 nm) a na displeji
odecitame vysledek koncentrace Hb (1Fe) v mmol/l, (piepoCet g/l = mmol/l x
16.115).

1.3 Stanoveni krevni skupiny sklickovou metodou

Potreby: kapatko, podlozni sklicka, standardni séra, emetni miska, tampon
Postup prace:

1. Na podlozni sklicko kapneme jednotliva krevni séra.

2.
3.

Na dalsi podlozni sklicko kapneme z lahvicky testovany vzorek krve.

Do kapky krve namocime roh dalSiho ¢istého podlozniho sklicka a toto malé mnozstvi
krve pteneseme do prvni kapky testovaciho séra. Druhy — ¢isty roh t€hoz sklicka opét
namoc¢ime do kapky vySetfované krve a pieneseme do druhého testovaciho séra v
poradi. Postup opakujeme i u vzorku tfetiho testovaného séra. Nikdy bychom neméli
zapomenout dobfe promichat vySetfovanou krev v séru.

Krev se séry promichdvame opatrnym kolébanim podlozniho sklicka na vSechny
strany, ¢imz urychlime pfipadnou aglutinaci. Vyslednou reakci odecitame, pfi
nejasnostech lze pouzit i mikroskop. Aglutinace se projevi vytvofenim vlocek v
testovacim séru (viz tabulka ¢. 1.2).

1.4 Sedimentace erytrocytu

Potieby: kapatko, stojan se sedimentacnimi kapilarami a gumovymi kalisky, vzorky
zkoumané krve (plna krev skotu, plna krev koiiska, krev lidska a krev konska, ve kterych byla
plazma nahrazena fyziologickym roztokem).

Postup prace:

1.

2.

3.

Do kazdého z gumovych kaliskli nalijeme po pfedchozim jemném promichani asi 2 ml
krve (kazdy vzorek ma sviij vlastni kaliSek).

Levou rukou uchopime sedimentacni pipetu, kterd sméifuje do stfedu gumového
kaliS8ku s krvi. Gumovy vélecek zmackneme, zmacknuty nasadime na horni konec
sedimentacni pipety a pomalym povolovanim stisku valecku tak nasdvame krev do
sedimentacni pipety az po rysku s oznacenim 0. Po dosazeni rysky levou rukou
pfitiskneme sedimentacni pipetu proti stfedu spodiny gumového kaliSku, oddélame
nasavaci valecek a polohu pipety zafixujeme (utdhneme Sroubem).

Pti spravném postupu sloupec krve neklesa.

V casovych intervalech odec¢itdime v milimetrech rychlost sedimentace krevniho sloupce
erytrocytl



1.5 Osmoticka rezistence erytrocyti

Potieby: kapatko, krev, sada 13 sklenénych zkumavek, destilovana voda a 1 % roztok NaCl,
fyziologicky roztok NaCl (0,9%).

Postup prace:

1. Do 12 zkumavek odméfime podle rozpisu (viz tabulka 1.5.1) 1% roztok NaCl a
destilovanou vodu, do 13 odmétime 10 ml 0,9% fyziologického roztoku (tabulka 1.5.1)

Tabulka 1.5.1

NaCl1% ml) | 63| 6,0 57| 54| 51| 48| 45| 42| 39| 36| 33| 3,0
H,0 (ml) 3,7/ 40| 43| 46| 49| 52| 55| 58| 61| 64| 6,7 7,0
% NaCl 0,63| 0,60| 0,57| 0,54] 0,51| 0,48| 0,45] 0,42 0,39| 0,36| 0,33 0,30

2. Promisime.

3. Do kazdé ze zkumavek ptidame 2 kapky krve.

4. Opatrn€ promisime.

5. Nejméné¢ po pul hoding stani odecitame vysledek.



