SEDIMENTACE CERVENYCH
KRVINEK (SUSPENZNI STABILITA

5 KRVE)

Klicova slova

Sedimentace, suspenzni stabilita krve, suspenze, Helmholtzova elektrickd dvojvrstva, FW, SE, Sikma

sedimentace, faktory ovliviiujici sedimentaci, nesrazliva krev.
Pracovni Cast

Potreby
Stojan se sedimentacnimi pipetami, sada pro urceni sedimentace (pInd lidska krev, lidska krev — plazma
nahrazena fyziologickym roztokem), plnd hovézi krev, pIna koriska krev, koriska krev — nahrazena plazma

fyziologickym roztokem).

Postup prace

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

1. Pomoci kapatka doplnime do zkumavka pfiblizné 2 ml krve (po ¢ernou rysku); kazdy vzorek ma svoji

zkumavku i svoje kapatko.
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Obrazek 12-1 Je velice daleZité promichat kaidou krev tésné pfed pouZitim. Zvlasté korska krev
sedimentuje velice rychle, a proto pfi nedostatecném zamichani by dochazelo k hodnoceni v podstaté
pouze plazmy. Krev michejte pomalymi krouzivymi pohyby, v opacném pripadé dojde ke vzniku smési

krve a vzduchu, ktera ovlivni pribéh pokusu.

Levou rukou uchopime naplnénou zkumavku a pravou rukou pipetku mirnym tlakem zasuneme kolmo
dovnitf zkumavky (kaliSku)s krvi. Vytvoti se tak poditlak.

Pfi spravném postupu sloupec krve postupné vystoupa po znacku 0. Zkumavku ,zacvakneme” do
pfislusného stojanu.

V Casovych intervalech odecitame v milimetrech rychlost sedimentace krevniho sloupce erytrocyt,

zapiSeme do grafu v protokolu.

(1) ™
=== =]
0
]

Obrazek 12-2 Spravné nasati krve do Westergrenovy pipety.

Komentaf: Automatickou pipetu pfitla¢éime ke kaliSku se vzorkem tak, aby vznikl v kalisku pretlak. PFi
plnénikalisku je potfeba vénovat pozornost zvlasté vhodnému mnoistvi krve. P¥i pfeplnénikaliSku mize

dojit po vsunuti pipety k vyliti vzorku.
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Hodnoceni a vysledky

Tabulka 12-1 Zapiste typy hodnocené krve a sedimentaci v mm po uplynuti dané doby.

15 minut

30 minut

45 minut

60 minut

Tabulka 12-2 Fyziologické hodnoty sedimentaci po odectu nejméné 1 h.

Sedimentace

Muzi: 2-8mm/h

Zeny: 7-12 mm/h
Novorozenci: 2 mm/h

Kojenci: 4 -8 mm/h
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Zaver

Popiste rozdilné prabéhy sedimentaci a zdGvodnéte pfricinu.
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OSMOTICKA REZISTENCE
ERYTROCYTU

Klicgvd slova

Osmoticky tlak, izotonicita, hypotonicita, hypertonicita, hemolyza.
Pracovni ¢ast

Potreby
stojan s 13 zkumavkami, nesrazliva krev, destilovana voda, fyziologicky roztok, 1 % roztok NaCl, 0,9 % NacCl,

kapatko, 2 pipety, emitni miska.

Postup prace

1. Do 12 zkumavek napipetujte 1 % roztok NaCl v nasledujicich mnozstvich: 6,3; 6,0; 5,7; 5,4; 5,1; 4,8; 4,5;
4,2:3,9; 3,6; 3,3; 3,0 ml.

Doplnite zkumavky destilovanou vodou do celkového objemu 10 ml.

Do 13. zkumavky napipetujte 10 ml fyziologického roztoku (0,9 %NacCl).

Zkumavky s roztoky mirné zamichejte.

vk N

Krev v lahvi¢ce opatrné promichejte a pomoci kapatka do kazdé zkumavky kdpnéte 2 kapky krve.
Zkumavky palcem v rukavici uzavrete, pomalu preklopte a vratte do ptvodni polohy (opravdu pomalu,
nechceme vytvofit fyzilkalni hemolyzu). Nechejte minimalné 30 minut reagovat.

6. Po daném case subjektivné stanovte pritomnost hemolyzy. Jako kontrolu pouzijte zkumavku

s fyziologickym roztokem.

Hodnoceni a vysledky

Zakreslete do zkumavek stav hemolyzy - Tabulka 13-1).

e Nepfitomnost hemolyzy: Nehemolyzované erytrocyty tvofi neprihlednou suspenzi. Nad touto

suspenzi v disledku sedimentac¢niho efektu se nachazi tenka cird do Zluta zbarvena vrstva Cisté
plazmy

o (Caste¢nd hemolyza: Hemolyzované erytrocyty méni barvu vrstvy plazmyze 7luté na jemné

rGzovou. Jeji intenzita zavisi od Urovné hemolyzy v roztoku

e Uplnd hemolyza: Zkumavka obsahuje prihledny, rovnomérné rdzové zabarveny roztok. Neni

patrna zadny zakal na dné zkumavky.
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Obrazek 13-1 Stav hemolyzy ve zkumavkach.

Komentar: Vlevo nepfitomna hemolyza. Uprostied ¢astecna hemolyza. Vpravo tiplnd hemolyza. Tip:
Polozte za zkumavky list s textem a sledujte, zda lze pres zkumavku text cist. Pokud ano, znamena

to, Ze v této zkumavce jiz probiha hemolyza (nejcitelnéjsi text je ve zkumavce s Gplnou hemolyzou,

Zadné membrany odolnych erytrocytd nebrani viditelnosti textu).

Urcéeni minimalni, maximalni rezistence a rezistentni Sire

Minimalni osmoticka rezistence: Odecita se na prvni zkumavce s nacervenalym zbarvenim plazmy

nad neprlihlednym sedimentem. V této zkumavce dochazi k hemolyze nejméné odolnych
erytrocytQ.

Maximalni osmoticka rezistence: Odecita se na posledni zkumavce se zdkalem u dna. Ten je tvoren

nejvice odolnymi erytrocyty.

Osmoticka rezistentni Site: Jednd se o rozmezi mezi hodnotou minimalni a maximalni osmotické

rezistence.
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Tabulka 13-1 Zaneste do tabulky pfitomnost hemolyzy v jednotlivych zkumavkach

Koncentrace
Roztoku NaCl
[%]

0,63

H

0,54

0,51

—
| —
———

0,48

0,45

0,42

—
———
| —
~——

0,39

M|

10

0,39

11

0,33

12

0,3

[]

13

0,9

Pfitomnost
hemolyzy

[ANO/NE]
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Zaver
Shriite vSechny namérené vysledky a strucné popiste fyziologické jevy, které se s nimi poji. Popiste, zda

namérené hodnoty byly ve fyziologickém rozmezi. Jaké nemoci jsou spojeny se zvysenymi nebo snizenymi

hodnotami osmotické rezistence?
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STANOVEN{ POCTU ERYTROCYTU

Klicova slova

rytrocyty, leukocyty, trombocyty, diferencialni pocet, retikulocyty, anémie, erytrocytopenie, polyglobulie,

hematokrit, icterus neonatorum.

Pracovni Cast

Potreby

Burkerova komdurka, kryci sklicko, mikroskop, banicka se zatkou, davkovaci mikropipety, kapatko s jemnym

hrotem, Hayem{Uv roztok, emitni miska.

Postup prace

Nasadte si rukavice a odmérte mikropipetou 4950 pul Hayemova roztoku. Roztok aplikujte do pfipravené
barky. PouZitou Spicku z mikropipety odstrante do emitni misky. Uzaviete Hayemav roztok a odloZte.
KrouZivymi pohyby opatrné promichejte nadobu s krvi tak, aby se erytrocyty v kapaliné rovhomérné
rozlozili. Pomoci druhé mikropipety preneste 25 ul krve do bariky s Hayemovym roztokem. PouZitou
Spicku z mikropipety odstrarnte do emitni misky, uzaviete nddobu s krvi a odloZte.

Bariku s Hayemovym roztokem a krvi uzavrete a krouZivymi pohyby promichejte jeji obsah (ddvodem
je snaha predejit vzniku bublin). Dbejte na to, aby se roztok nedostal do kontaktu se zatkou bariky.
Nachystejte si Blirkerovu komarku. Ta obsahuje pohybliva ramena a aretacni Sroubky, pomoci kterych
upevnite kryci sklicko na stfed komurky. Pohledem proti svétlu se ujistéte, Ze komurka a skli¢ko jsou
Cisté. V pripadé potieby je pretiete bunicitou vatou.

Kapatko s jemnym hrotem umistéte ke hrané kryciho skli¢cka. Maly tlakem na mikropipetu aplikujte krev
mezi dno Biirkerovy komurky a sklicko. Vizudlné ovérte, Ze kapalina vyplnila celou ¢ast mezi sklickem a

komurkou (Obrazek 14-1).
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Obrazek 14-1 Nazorna ukazka aplikace vzorku krve na Biirkerovu komurku.

6. Komlrku se vzorkem umistéte na vyhrazené misto na mikroskopu, nastavte okuldr na maximalni
zvétseni (100x) a zacnéte ostrit. Davejte si pozor, abyste sklicko nepromackli. Na obrazovce pocitace by

se mély objevit erytrocyty a hrany vyrytych ¢tvercd pocitaci mrizky (Obrazek 14-2).

1/400 mm?

Obrazek 14-2 Ukazka mfizky Biirkerovy komtrky s udanou plochou malého étverce.

7. Erytrocyty pocitejte na 40 malych ctvereccich. Vysledek z kazdého ctverce zaneste do tabulky ve

vysledcich.
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1.a Udaje potiebné pro vypocet

Celkovy pocet napocitanych erytrocytt:

Primérny pocet erytrocytd v jednom ctverecku:

Obsah c¢tverce:

1/400 mm?2
Hloubka komtirky (prostor mezi komtirkou a
sklickem): 0,1 mm
Koefici fedéni:
oeficient zfedéni 1:200

Uddavana chyb tody:
avana chyba metody +/- 200 000 erytrocytd v 1 mm3

1.b Vypocet

Celkovy pocet erytrocytii
Pocet Ctverecku
Obsah ¢tverecku - Hloubka mezi sklickem a komiirkou * koeficient ziedéni

Pocet erytrocytiinal =

- prepocet na 1 lit

. 106
0,0025-0,1-0,005 10

Poclet erytrocytiinal =

Misto pro vypocet:
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Vysledny pocet erytrocytu:

ST =14 V7|

8. Pocitani provadéjte podle pravidla horni/pravy nebo dolni/levy — tj. budete pocitat ty erytrocyty, které
se nachazi uvnitf ¢tverce a dotykaji se zvenku horni a pravé hrany ¢tverce nebo ty, které se zvenku

dotykaji dolni a levé hrany ¢tverce (Obrazek 14-3).

Obrazek 14-3 Ukazka pocitani erytrocytd, kdy kromé erytrocytd uvnitf ¢tverecku uvazujeme také ty, které
se dotykaji zvenku horni a pravé hrany.

9. Stanovte primérny pocet erytrocytl v jednom ctverecku a prepocitejte ho na objem 1 litr.
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Hodnoceni a vysledky

1.Vypocet poctu erytrocytl pfimou metodou

Zaznamenavejte napocitané erytrocyty z kazdého ¢tverecku z Burkerovy komarky.

1.a Udaje potiebné pro vypocet

Celkovy pocet napocitanych erytrocytt:

Primérny pocet erytrocytd v jednom ctverecku:

Obsah ctverce:

1/400 mm?
Hloubka komtirky (prostor mezi komtrkou a
sklickem): 0,1 mm
Koefici fedéni:
oeficient zfedén 1:200

Udavana chyba metody:
y v +/- 200 000 erytrocytd v 1 mm?

1.b Vypocet

Celkovy pocet erytrocyti
Pocet ¢tverecki
Obsah ¢tverecku - Hloubka mezi sklickem a komirkou * koeficient zredéni

Pocet erytrocytiinal = - prepocet na 1 lit
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40 .
0,0025-0,1-0,005 10

Pocet erytrocytinal =

Misto pro vypocet:

Vysledny pocet erytrocytu:

SSOPRRRPRO =1 Y7 |

Impedancni metoda

Srovnejte vasi vypoctenou hodnotu s hodnotou z impedanéniho méreni.

2. Vypocet poctu erytrocytll impedancni metodou

Zaneste vysledky ziskané z automatického analyzatoru a porovnejte je s vasSimi namérenymi vysledky.

Impedanéni méreni [ery/l] Pfima metoda poditani [ery/I]

Jaké mohou byt divody rozdilu mezi vasimi vysledky a namérenymi vysledky z automatu?
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Zaver
Shriite vSechny namérené vysledky a stru¢né popiste fyziologické jevy, které se s nimi poji. Pokud jste

naméfili jiné nez fyziologické hodnoty, zamyslete se nad moznymi ptic¢inami. Jaka je pficina rozdilu poctu

erytrocytQ u Zen a muz(?
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.= URCEN{ KREVNI SKUPINY
SKLICKOVOU METODOU

Klicova slova

Antigen, protilatka, aglutinogen, aglutinin, aglutinace, Rh faktor, fetalni erytroblastdza.
Pracovni Cast

Potreby
Standardni séra skupiny anti A, anti B a anti AB, nesrdzlivd krev, emitni miska, miska s dezinfekénim

roztokem.

Postup prace

Striktni zédsada pro praci s krvi:

Pracujte pouze ve vyhrazeném prostoru. S krvi se manipuluje pouze v gumovych rukavicich.

1. Pred zacatkem prace zkontrolujte banky se séry (datum vyroby, prihlednost, souhlasné oznaceni a

barvy sér).
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Na podloZni sklicko aplikujte jednotlivd séra. Kaidé sérum je rozlisitelné podle svého barevného
oznaceni (modra — anti A sérum, zluta — anti B sérum, prlihledna — anti AB sérum). Ujistéte se, Ze na
sklicku nedochazi k miseni sér (Obrazek 15-1 vpravo).

Krev v lahvicce opatrné promichejte a pomoci kapatka aplikujte 1-2 kapky krve na dalsi separatni sklicko

(Obrazek 15-1). Uzavrete lahvicku s krvi a odlozZte.

@@ ® e

Obrazek 15-1 Pocatecni priprava krve a sér na oddélena sklicka. Dejte pozor, aby na sklicku s jednotlivymi

séry nedoslo k jejich vzajemnému promichani.

Pfipravte si dalsi podlozni skli¢ko pro prenos krve do sér. Do kapky krve namocte roh podloZzniho sklicka
a preneste jej na prvni sérum. Krouzivym pohybem obé kapaliny smichejte. Poté pootocte sklicko a
dalsim Cistym rozkem preneste krev na dalsi sérum (Obrazek 15-1, Obrazek 15-2). Mnozstvi krve a séra

by mélo byt v poméru asi 1:10.

Vzdy poutzijte Cisty rozek tak, aby nedoslo ke smichani sér.

Obrazek 15-2 Pro michani séra a krve pouzijte vidy jiny rozek tak, aby nedochazelo k promichani

jednotlivych sér.
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5. Pozorujte reakci na jednotlivych sérech a vysledky pfekreslete do pripravenych obrazkd.
Hodnoceni a vysledky
Prekreslete vysledky pokusu a urcéete typ testované krevni skupiny. Popiste probihajici déje.

Pokus A

Zakreslete vysledky reakce na sérech.

Sérum Anti A Sérum Anti B Sérum Anti AB

Vysledek pokusu:

(Reakce/bez reakce)

Krevni skupina:

Jakou krevni skupinu mohli mit rodice majitele této krevni skupiny:

Pokus B

Zakreslete vysledky reakce na sérech.

Sérum Anti A Sérum Anti B Sérum Anti AB

Vysledek pokusu:

(Reakce/bez reakce)
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Krevni skupina:

Jakou krevni skupinu mohli mit rodi¢e majitele této krevni skupiny:

Zaver:

Shrite vSsechny namérené vysledky a stru¢né popiste fyziologické jevy, které se s nimi poji.
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STANOVENI KONCENTRACE
HEMOGLOBINU

Klf§gya slova

Hemoglobin, hypochromie, hyperchromie, karbaminohemoglobin, karboxyhemoglobin, methemoglobin,

pritokova cytometrie, spektrofotometrie.
Prakticka ¢ast

Potreby
Transformacni roztok, zkumavka, kapatko, podlozni sklicko, mikropipeta 5000 pl, mikropipeta 20 pl, emitni

miska, bunicita vata.

Obsah kyanidu draselného v transformacénim roztoku z néj déla vysoce toxickou latku pfi vdechovani,

styku s kliZi a pfi poziti! Méjte proto predméty které byste mohli potfisnit a posléze se jich dotykat bez

rukavic mimo pracovni misto (napfiklad sesity, tuzky, mobil).

Pred zapocetim prace si osoby provadeéjici cviceni pozorné proctedu pravidla pro zachazeni s touto

latkou.

Postup prace — spektrofotometrie

1. Zkontrolujte zapnuti pristroje Spekol 11.

2. Do pristroje zasurite kyvetu se standardem (destilovana voda) a zmacknéte C (vystupem pfistroje tak
bude hodnota koncentrace v jednotkach mmol/I). Kyvetu vidy uchopujte z jeji matné (neprihledné)
strany. Prahledné ¢asti kyvety udrzujte v maximalni Cistoté.

3. Stiskem tlacitka FAKT a nasledné POS a INC nastavte do paméti pristroje faktor pro prepocet absorbance
na latkovou koncentraci hemoglobinu (molarni absorpcni koeficient methemoglobinkyanidu je 22,8
I'molt-cm™). Hodnota koeficientu je jiz upravena sohledem na olekdvané nafedéni krve
transformacnim roztokem v poméru 1:250 (20 pl krve a 5 ml transformacniho roztoku).

4. Stiskem R vynulujte pfistroj.

5. Do zkumavky odmérte 5 ml transformacniho roztoku (mikropipeta se zlutym znacenim).

Upozornéni: Student pracujici s trasnformacénim roztokem pracuje v modrych rukavicich se stitem

pred oblicejem.

6. Odmeérte 20 pl krve (mikropipeta s modrym znacenim).
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7. Obsah mikropipety vyprazdnéte do zkumavky s transformaénim roztokem, opatrné promichejte a
Cekejte, az dojde k hemolyze erytrocytt (priblizné 5 minut).

8. Kyvetu naplnite pomoci kapatka prislusSnym roztokem a zasunte ji do pfistroje. Po ustaleni hodnot na
displeji odectéte vyslednou hodnotu molarni koncentrace hemoglobinu (mmol/l). Hodnotu pfepoététe
na hmotnostni koncentraci [g/l] vynasobenim hodnoty molarni koncentrace koeficientem 16,11.
Koeficient je odvozen z molekularni hmotnosti hemoglobinu (Mu, = 64 440 g/mol). Fyziologicky ma
hemoglobin tetramerni strukturu. Po reakci stransformacnim roztokem vsak vznikd stabilni
methemoglobinkyanid, kterého koncentraci redlné naméfime. Struktura této slouceniny je v3ak
monomerni, proto uvazujeme pouze 1/4 molekularni hmotnosti tetramerniho hemoglobinu (Mppk =
16 110 g/mol). Matematicka operace pro prevod koncentrace z jednotek mmol/l na mol/l je evidentni,

¢imZ se dostavame ke zminénému koeficientu 16,11.

Postup prace —impedancni cytometrie

Méreni na hematologickém analyzatoru Mythic 18 provadi vyucujici. Vystupem analyzy je tiSténa zprava (

Obrazek 16-1). Pristroj je kalibrovany na hodnoceni cervené krevni fady (viz ramecek).

Result Flags Unit Normal limits
wec 9.0 10°3p | 4.0 - 12.0
LYM 3.6 107°37p 1 1.0 7 5.0
MON 1.6 H 18073-p | 8.1 7 1.0
GRA 4.2 10737 | 2.0 7 8.0
LYMZ 40.5 % 25.0 - 50.9
MONX 13.0 H % 2.0 7 10.0
GRAZ 46.5 l % 0.8 - 80.0
RBC 5.30 10%67p | 4.00 - 6.20
HGB 14.8 gsdl 11,8 - 17.0
HCT 45.0 4 35,0 - 55.0
Mcu 88.0 pm3 80.0 - 100.0
MCH 33.0 (=2} 26.0 7 34.0
MCHC 32.0 gsdl 31.p - 35.5
RDW 12.1 % 10.9 - 16.0
PLT 350 19°37p | 1560 -~ 480
HPU 8.6 PR 3 7.6 - 11.0
PCT 8.328 % 9.200 - 0.500
POW 12.2 % 10.8| ~ 18.0

Obrazek 16-1 Vystupni zprava z analyzatoru Mythic 18. RBC — erytrocyty (red blood cells), HBG — hemoglobin,
HCT — hematokrit, MCV - stfedni objem erytrocytti (mean cell volume), MCH - stfedni mnoZstvi hemoglobinu
obsaZené v jedné Cervené krvince erytrocytu (mean corpuscular hemoglobin) , MCHC - stfedni koncentrace Hb
v erytrocytech (mean corpuscular hemoglobin concentration), RDW - anizocytéza erytrocyti (red cell

distribution width).
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Hodnoceni a vysledky

Hodnoceni vysledkd

Provedte spektrofotometrické i impedancni méreni koncentrace. Vysledky méreni srovnejte.

Namérena hodnota Namérena hodnota Fyzikalni
Metoda méreni

(cislo) (fyzikalni jednotka) Velicina

Spektrofotometrie

Impedancni cytometrie

Zaveér
Porovnejte hodnoty namérené a spocitané pomoci spektrofotometrické metody a impedanéni cytometrie.

Jde o fyziologické hodnoty, pokud ne, na jaké onemocnéni mohou poukazovat?
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