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1. pouZirf
Poditaci komirky M E O P T A s délenim poéitacich siti
podle Birkera se pouZiva k poditani éervenych a bilych krvie

nek a k poéitani krevnich desticCek,

2, TECHNICKE (DAJE

VySka politaciho prostoru (hloubka komirky) .., 0,10 +0,002 mm
Podet' poéitacich sitf '{.oseseseesssonnsonnssse 2
Plocha jedné pocitaci Sité escecevcssssscccscocs 9 mm

Plocha pro poéitani éervenych krvinek

A 2 1 2
(maly €tverec) scscesccsvescoss 0,0025 mm“ = T
Obsah prostoru nad malym
BLVEFCEM vevvnseeessacssssass 0,00025 mmS = 4_0%3“'“‘3
Plocha pro poéitani &ervenych
krvinek (obdélnik = 4 malé
Etverce) i igioaditls Lills b il e 0,01 om® = T%U-mm2

3 1

Obsah prostoru nad obdélnikem 0,001 mn~ = 1000 mm
Plocha pro pocéitani bilych
krvinek (velky Ctverec=16 ma-
lych 8tvercl) ' ceecoesesenssnses 0,04 mm® = 5%— mm?
Obsah prostoru nad velkym
CLVErcem seieescssnssessscsnceee 0,004 mm3 = -Q—éamms
Vzajemny pomér malého &tverce,
obdélniku a velkého &tverce oee 1:4:16

3
Sila ryti poéitacich siti eee.o 0,003 mm
Ne jvy$$i numerickéd apertura
objektivu mikroskopu pro poéi=
tani krvinek seccecccccsscscoce 0,65
Vhodné celkové zvétSeni mikroskopu
pro poé¢itani krvinek eeseccecece - 300 x az 400 x

A




Celkové zvétSeni o primér zorného pole mikroskopu (v mm)
s optikou MEOPTA:

Okular H 6x H 8x H 10x 0 10x 0 15x 0 20x
Achromat .
ob jektiv ¢.vyr.| 1-0702| 1-0703 |1-0704 | 1-0740| 1-0741 | 1-0742
10x0,30 1-1022 60x | 80x 100x 100x 150x 200x
1,8 1,6 1,3 1,6 13 0,8
20x0,45 1-1023 | 120x 160x 200x 200x 300x 400x
0,9 0,8 0,6 0,8 0,6 0,4
45x0, 65 1-1030] 270x 360x 450x 450x 675x 900x
0,4 0,35 0,3 0,35 0,3 0,2

Jl» Velky &tverec

5‘3 mm2
(bilé krvinky)

Maly &tverec

E&B mm2

(Eervené
krvinky)

Obdéinik

- ﬁ?ﬁgzﬁr 7 i

Imm

o5 ™2
(Zervené
krvinky)

" Plocha 1 mm2 (bilé kevinky)

POCITACI SitT KOMURKY
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2.1 Sl1lo0ozeni komuariky

Poditaci komirka M E O P T A (podle Blirkera)ma tyto &asti:

a) zédkladni sklenéna deska s dvéma poditacimi sit&mi

b) kryci sklo (soulasné se dodava jedno nahradni kryci sklo)

c) dva drzéky kryciho skla
d) pouzdro na poCitaci komirku

3,POTREBNE POMUCKY

K pozorovani a pocéitani krvinek dile potfebujeme:

a)

b)

c)

Jakykoliv dobry pfesny mikroskop s kifiZovym vodiéem pre-
pardtu, Vyhodny je mikroskop s binokularni hlavici, jeZto
umoZnu je mikroskopické pozorovani a poé¢itani krvinek sou=
¢asné obdma oCima.

Pro pofitani krvinek lze pouzit vdech typi mikroskopi
MEOPTA, jeZ se popifip, doplni kfiZovym vodiem preparatu
MEOPTA (&é.vyr. 1-0947) pokud neni mikroskop vybaven kiiZoe
vym kulatym nebo ¢tvercovym stolem s vodifem preparatu.

Vhodné jsou ze jména tyto typy:

D 716 SV (&.vyrobku 1-0158)

DN 716 Bi {&.vyrobku 1~0170)

D 712 SV (&.vyrobku 1-0156) po doplnéni kriZovym vodilem
DN 712 Bi (&é.vyrobku 1-0168) prepardtu MEOPTA (&.v.1-0947)

Pro poéitani krvinek se doporucuje toto optické vybaveni:

achromaticky objektiv MEOPTA 20x0,45 (¢.vyr.1~0605)

okular ortoskopickj O 10x (&.v§r. 1-0740)

okular ortoskopicky O 15x (&.vyr, 1-0741)

Misici pipety pro &crvené a bilé krvinky nebo misici banky

s odmérnymi pipetami.

Roztoky ziedovani krve:

ca) Hayemwiv roztok k zifedovani krve pro poéitani Servenych
krvinek tohoto sloZeni:
SUbLImMAL ) | Lllid e alads e dialslaabe alern bin'siuione aine 0y &

sEran, SOANY o eeisiesdasvisinivionssssssasess D302
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d)

chlorid SOdn}” 9000260000000 0OBEDO00RS 0 1,0g
doplnéno destilovanou vodou
na 200 cm3

cb)Turkdv roztok k zfedovani krve pro pocitani bilych krvie
nek tohoto sloZeni

ledovd kyselina 0GtovVA |siusesssssnensie '3 cm3

1%ni vodni roztok gentianové violeti 3 cm
; 3
doplnéno destilovanou vodou na 300 cm .
Pinsety,zkumavky,hodinkova sklifka a jiné.

4 ,PRIPRAVNE PRACE

a) PredevSim si obvyklym zplisobem pifipravime mikroskop podle

b)

c)

d)

ndvodu,plriloZeného k mikroskopu. Do vyménné objektivové hla=-
vice zaSroubujeme potrfebné objektivy a do okuldrového tubusu
vlioZime vhodny okulér,

Vétsinou pozorujeme a pocitame &ervené krvinky achromatickym
objektivem MEOPTA 25x0,45 a ortoskopickym okularem MEOPTA

0 10x nebo 0 15x.

MiZeme pouzit i Huygensovych okuldrd,s nimiZ md mikroskop po=
nékud mensi zorné pole. Zorné pole ortoskopickych okulard je
asi o trfetinu vétS$i neZ okuldri Huygensovych,

Bilé krvinky obvykle pozorujeme a poéitame achromatickym objek~

tivem MEOPTA 20xC,45 a ortoskopickym okuladrem MEOPTA O 10x new

bo 0 15x.

Na dokonale ¢istou poditaci komirku poloZime kryci sklo, jei
opatrné silné ji pritladime na postranni vyvySené opérné plochy,
aZz vzniknou Newtonovy barevné pruhy.kryci sklo pfidrZzime dvéw~
ma pérovymi drzéky.

V pirislu$nych misicich pipetdch nebo misicich bankich pfesné
zfedime odebranou krev a to

pro poitdni ¢ervenych krvinek Hayemovym roztokem v poméru
1:200 (pri chudokrevnosti vyjimeéné v poméru 1:100);

pro po&itdni bilych krvinek Tiirkovym roztokem v poméru 1:20,

Misici pipetou nebo bankou dobie protfepadvame po dobu dvou aZ
tfi minut, aby nastalo dokonalé promiseni krve se zfeaujici

i il

tekutinou. V pipetach vSak nesm{ poklesnout vyska hladiny

krve,

e) Z misici pipety (z kapilary) odstrikneme trochu tekutiny,

jeZ neobsahuje krev,

£) Kapiéku smési vytlatime mirnym fouknutim z pipety a nechéme
ji volnd ulp&t na hrotu pipety; pipetu priloZime ze strany
ke skuliné mezi plochou poéitaci sité a kryciho skla komirky.

PrenaSend kapka nesmi byt prili$ velka, aby nebylo zaplaveno
téz druhé pocCitaci pole za stredni ryhou,

g) Napiln&nou poéitaci komiurku nechdme ve vodorovné poloze asi
tifi minuty v klidu, aby se mohly krvinky usadit,

h) Poditaci komirku polozime na stdl mikroskopu mezi raménka
vodiée. Otevieme tiplné aperturni clonu kondenzoru a osvétlime
zespodu poéitaci pole komiirky. Pohledem ze strany pouhjym
okem pozorujeme zakaleni naplnéné komirky.Ne jevi-li poéita-
ci pole ste jnomérné zakaleni, vyéistime poéitaci komirku

a provedeme znovu jeji naplnéni.

5.VLASTNT pozorovint a poliTint

a) Pozorovani krvinek mikroskopem,
Aperturni clonu kondenzoru pondkud privieme a zaostrime
mikroskopem na krvinky, pfidemz podle potieby kondenzor sni-
Zzime tak, aby byly zfetelné krvinky i ryti sité.

b) Cervené krvinky poc1tame v malych &tvercich ( 450 mm ) nebo
v obdélnicich( 100 mmg), a to celkem v 80 malych &tvercich

2

nebo ve 20 obdélnicich, tedy na ploSe —%'mm °

Pro presnéj§i uréeni poétu Cervenych krvinek v krvi naplnime
obé poéitaci pole komirky piislusné zredénou krvi a v kaZzdém
po¢itacicm poli spoCitdme krvinky v 80 malych étvercich, tj.
celkem v obou poéitacich polich ve 160 malych &tvercich,
ZjiStény pocet krvinek délime dvéma, abychom dostali primér-
ny polet krvinek v 80 maljych Etvercich,potrebny pro vlastni

vypotet krvinek.,




c)

d)

Bilézkrvinky pofitédme ve 125 velkych &tvercich,tj.na plose
5 mm®,

Bilé krvinky miZeme politat téZ na ploSe 6 nebo 9 mm2,
a to tak, Ze séitdme krvinky v 6 nebo 9 velkych Eétver~
covych plochich, ohraniéenych trojitymi farami. (Kazda
tato plocha ma vyméru 1 mm2, pfi éemz jako hraniéni Earu
povaZujeme stfedni ze tifi pirimek.)

Pozorovani a poéitani krvinek v jednotlivych étvercich
(obdélnicich) provadime postupné pomoci kfiZového vodide

v

preparadtu (nebo kFiZového stolu s vodiem preparatu):

ca) Po spoéteni krvinek v jednom ¢tverci (obdélniku) posu-
neme podélnym posuvem vodide pocéitaci komirku tak, aby
dal&i &tverec (obdélnik) byl ve stiedu zorného pole
mikroskopu. Tento postup opakujeme, aZ spoéitame
krvinky v jedné Fadé poéitaciho pole komirky.

cb) Priénym posuvem vodiée (nebo priénym posuvem horni
desky stolu) najedeme na dalsi radu, v niZz opét postup-
né prohliZime a politame krvinky zpisobem uvedenym
vySe pod a), avSak posouvame podélnym posuvem opaé-
nfm smérem.

cc) Po spoéitani krvinek v celé radé piiénym posuvem po-
suneme komirku na dalsi fadu a cely postup opakujeme,
a% spoéitame krvinky v potfebném poltu &tverci (obdél-
nikd).

e)Pro potitani krvinek plati toto pravidlo (podle Birkera):

Krvinky,které se dotykaji nebo leZzi na hraniénich Carach
étvercli nebo obdélniki, se pocéitaji pouze tehdy, jde~li

o horni pravou stranu ¢tverce (obdélnikii), kdeZto krvinky,
které lezi nebo se dotykaji dolni nebo levé strany, se ne-
poditaji. Krvinka se vSak nepoditd, leii-li sice na herni
strané, ale souéasné se dotykd levé hraniéni Cary. Rovnéz
se nepo¢ita krvinka, ktera sice lezi na pravé hraniéni
&afe, ale dotyka se soulasné dolni strany,

6,

Vzorovy propocet krvinek

f) Krvinky se uchycuji téZ na spodni strand kryciho skla komirky
a proto pri poc¢itani krvinek pohkybujeme nepatrné mikrometric-
kym posuvem mikroskopu (ne jdfive sniZujeme a potom zvySu-
jeme tubus), abychom neprehlédli Zadnou krvinku,

viPOCET KRVINEK

Pro stanoveni poétu krvinek v 1 mm3 neziedéné krve plati tento

obecny vzorec:
poV.h.Z
y

kde: celkovy pocet krvinek v 1 mm3 krve

)
1

p = pocet spocitanych krvinek

v :‘pfevrétné hodnota plochy jednoho poliéka, v némi
jsou poéitany krvinky

h = pfevratna hodnota hloubky komirky

z = ziedéni krve

y = poéet policek, v nichZ jsou poéitany krvinky.

Cervené krvinky v 1 mm°  nezfeddné krve vypoditame pri ziredéni
krve v pomdru 1:200 a spoitdni &ervenych krvinek v 80 maljch
étvercich (nebo ve 20 obdélnicich) tak,Ze polet zjiSténych fer=-
venych krvinek nasobime &¢islem 10.000 (pri zfedéni krve 1:100

nasobime éislem 5.000).




Bilé krvinky v 1 mm3 neziredéné krve vypocitame pri zredént
krve v poméru 1:20 a spoéitani bilych krvinek ve 125 velkych
étvercich tak, Ze polet zjisténych bilych krvinek nasobime
éislem 40 (pii 2fedéni 1:10 néisobime &islem 20).

6.1 Chyby v poédtu krvinefk

Pri poéitani krvinek provadime vSechny tdkony peélivé a
presné, zvlastni peélivost vénujeme ze jména témto dkonim:

1. spravnemu a presnému ziedéni krve,

2, dokonalému promiseni krve ziedujici tekutinou,

3. bezvadnému priloieni kryciho skla,

4, zjiSténi rovnomérného rozdéleni krvinek v komirce,

5, spravnému seéteni krvinek v predepsaném poétu Etvercd
nebo obdélnikid,

Pri méné peélivém provadéni téchto ukond se miZe stat, Ze
totiz z4kladni poéet krvinek v komirce neodpovidad skutec=
nosti. Tato chyba se znacné zvétsuje pri propoétu krvi-

nek v nezred&né krvi vynasobenim prislusnym koeficientem,

V diilezitych pripadech omezime celkovou chybu v poétu krvi-
nek téz tim, Ze séitdme krvinky ve vétsim poltu éEtverci,
pripadné spoéitéme krvinky téZi v druhém poditacim poli

a z obou podtd krvinek zjistime pramérnou hodnotu, které
pouzi jeme pro dals$i vypodéet krvinek v nezredéné krvi,

Pii poéitani Cervenych krvinek je podle E, Pondera (viz
knihu NetouSek: Nauka o krvi) moZno omezit chyby,zavinéné
ziedovanim krve a podéitdnim bunék v poéitaci komirce aZ

na +1 %.

Chybu zpiisobenou neste jnomérnym rozd&lenim fervenych krvinek
v komirce lze obtiiné vyloudit, ~tredni hodnota (J) této
chyby je podle E, Pondera dana vzorcem,

S = VE; . 100 (v %)

v némZ "p" znamend polet krvinek napoéteny v komirce,

- 10 -

Pfi spo¢itdni 1000 krvinek je stifedni chyba +3,2 %, pri
spoéiténiv2000 krvinek je stredni chyba +2,3 % - tedy

chyba je tim vétSi, ¢im secteme méné krvinek. Spoéita-
me-1i pouze 500 krvinek, je stfedni chyba +4,5 %, a pfi-
poéteme-1li k tomu chybu, jei je zpisobovana zredovanim

a poéitanim bunék v komirce a kterou jen peé¢livou praci
sniZzime na +1 %, Cini celkova chyba asi +6 %, tedy cel~
kem 12 % €éili 600000 &ervenych krvinek pii uhrnném pog-
tu 5,000,000 éervenych krvinek,

Chybu pri poéitani bilych krvinek odhaduje prof. Netousek
pri seéteni 100 velkych &tvercd (tj. plochy 4 nma)na + 500
bilych krvinek, tedy celkem 1000 biljch krvinek. Vzhledem

k tomu se doporuduje v dileZitych pripadech spolitat krvine
ky na plose 6 mm2 nebo dokonce na plose 9 mmz, tj. na plose
celé politaci sité komirky.

6,2 Po¢itani krevnich destid¢e¢ek

V poéitaci komiirce MEOPTA s délenim podle Bilirkera je moZno
poé¢itat téz krevni destidky. Krev pro tento udel se misi

v poméru 1:200 s 3,6procentnim roztokem citronanu sodného
(Beranek). Krevni destiéky se séitaji v 50 velkych &tvercich,
Pro stanoveni poétu krevnich destiéek v 1 mm8 krve se zjiSté-~
ny pocet krevnich destiek nasobi tisicem.

7. CisTENT pocfitact koMORnY

Po¢itaci komirku s krycim sklem po pouziti ihned olistime, a to
nejprve vodou,potom lihem a nakonec éterem,

RovnéZ vSechny prislusné potieby,zvl1asStd pipety,udrZujeme v bez-
vadné é&istoté. Po kazdém pouZiti ihned radné ofistime vodou,li-
hem a éterem. Zaschne-1i nahodou krev v pipetach, odstranime

ji tim zpusobem, Ze pipetu ponofime na nékolik hodin do louhu
nebo &pavku. Kapildru pipet vycistime protaZenim konskou Zini,
Nikdy nesmime pouZivat dratku nebo injekénich jehel,

B P




ODBORNA LITERATURA

0 poéitani krvinek pojednavaji zejména tyto knihy:

Wolf, Mikroskopicka technika
Jirovec, Zoologickéd technika
Netousek, Nauka o krvi
Foltyn, Laboratorni metody

Popis a vyobrazeni v tomto ndvodu jsou nezivazné a vy-
robni zdvod si vyhrazuje v duchu technického rozvoje

a v zajmu uzZivatelu pristrojii provaddt zmény slouzici
zlepseni funkce a vzhledu piistroje. Z toho davodu se

nemusi vSechny ddaje v textu a vSechna vyobrazeni vidy
zcela shodovat s doddvanym piistrojem.




