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Zadani samostatného cviceni:

2. Hemolyza
Klicové pojmy:

Hemolyza, erytrocyty, ultrazvuk, mechanické ucinky ultrazvuku, kavitace, Blrkerova
kom{rka, opticky mikroskop, objektiv, okular, kondenzor

Prakticky vyznam:

V této uloze demonstrujeme biologické destruktivni Ucinky ultrazvuku demonstrujici
predevsim jeho vyufZiti pfi Cisténi nastrojud, ¢i zubnim lékarstvi. Nicméné vlastni Gloha je vice
zamérena na manualni dovednosti, a to praci s automatickou pipetou a svételnym
mikroskopem, které jsou rutinni zaleZitosti v naprosté vétsiné biologickych laboratofi. Vlastni
ruéni pocitani krvinek v zorném poli mikroskopu je nedilnou sou¢asti hematologické praxe.
Doplnikem je moZno demonstrovat i jiné destruktivni ucinky na vzorek krve, a tim simulovat
situace, které mohou vést ke znehodnoceni odebraného biologického materialu.

2.1 Hemolyza erytrocytu ultrazvukem

(@)

il:
Ovérit ucinek ultrazvuku na erytrocyty z hlediska délky jeho plisobeni

Pomdcky:

Ultrazvukovy generator BTL-07, mikroskop s pfipojenim k pocitaci, Birkerova komurka,
stojanek se zkumavkami, pipety, zkumavka s plochym dnem na ozvuceni, suspenze
erytrocyt(, fyziologicky roztok, bunicita vata, kontaktni medium (parafinovy olej).

Postup:

1) V kadince je pfipravena suspenze erytrocytl (2% koriska krev). Tuto suspenzi po
dostatecném promichani prelijte do sklenéné zkumavky s plochym dnem, staci cca 3 ml, coz
je asi polovina zkumavky. Déle pracujte jen s touto suspenzi.

2) Nejprve si spocitejte pocet krvinek v této jeSté neozvucené (kontrolni) suspenzi. Suspenzi
je tfeba naredit 10krat, to je 0,1 ml suspenze + 0,9 ml fyziologického roztoku. Pfed jakoukoli
manipulaci je tfeba suspenzi promichat.

3) Naplnte Biirkerovu komurku a spocitejte krvinky minimalné ve 20 malych ¢tvercich.
Spocitejte mnozstvi neozvucenych krvinek v 1 ml suspenze.

4) Zapnéte ultrazvukovy generator. Hlavici upevnénou ve stojanu potrete parafinovym
olejem, abyste docilili dobrého kontaktu hlavice se zkumavkou.
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5) Pted vlastnim provedenim hemolyzy nastavte cas - stac¢i 30 sekund. Sepnéte start a
postupné zvysujte intenzitu ultrazvuku. Na hlavici v parafinovém oleji muizZete sledovat
kavitaéni bubliny. Casovy spina¢ se automaticky vypne.

6) Nyni zkumavku s plochym dnem poloZte na hlavici. Nastavte intenzitu 0,1W/cm2 a dobu
ozvuceni 30 sekund. Sepnéte START a po dané dobé ozvuceni pfistroj automaticky vypne. Z
ozvucené suspenze po promichani odeberte 0,1ml naredte pridanim 0,9ml fyziologického
roztoku a spocitejte erytrocyty.

7) Suspenzi v kadince s plochym dnem znovu ozvucte opét po dobu 30s. Po ozvuceni dale
postupujte dle bodu €.6. V ptipadé, Ze priimérny pocet krvinek v jedné kom{(rce klesne pod 5
nefedte jiz suspenzi a Burkerovu komUrku plrite nefedénou suspenzi!

8) Celkem provedete 6 ozvucovani, pouze pokud by k pIlné hemolyze doslo dfive (napfiklad
po Ctvrtém tricetisekundovém ozvucovani) pokus ukondite.

9) Do tabulky zaneste pocet krvinek pfepocitany na 1ml pIné krve a stupen hemolyzy v
zavislosti na dobé ozvuceni, do grafu vyneste zavislost stupné hemolyzy na dobé ozvuceni

Vystup:
Graf zavislosti stupné hemolyzy na dobé ozvuceni

Diskuze:

UvaZujte v nad hlavnimi rozdily mezi zde pouZitym ultrazvukovym vinénim a ultrazvukovym
vinénim vyuzivanym v diagnostice, aneb pro¢ povazujeme diagnosticky ultrazvuk za jednu
z nejbezpelnéjsich modalit.

2.2 Volitelné: Hemolyza erytrocytt mechanickymi vlivy

Ozvucovani vzorku nahradte mechanickym protfepavanim. Uzavienou zkumavku opétovné
po dobu jedné minuty usilovné protiepavejte. Pripadné opakovany natahovanim a
vypousténim do injekéni strikacky, napf. série po 10 cyklech. Vystupem opét graf zavislosti
stupné hemolyzy na doby protfepdavani/poctu natazeni do strikacky.

2.3 Volitelné: Stanoveni absorpcni krivky hemolyzované krve

Dle ndvodu z dlohy 1.1 provedte stanoveni absorpéni kfivky a absorpéniho maxima
zhemolyzované krve.
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Priloha:

1) Technika pipetovani:

Prevzato z:
https://andyjconnelly.wordp
ress.com/2017/02/12/practi
cal-pipetting-a-guide/
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2) Schéma rastru Blirkerovy komarky:

Pfevzato z:
https://cz.vwr.com/store/pr
oduct/7120539/pocitacky-
bunek-burker-blaubrand
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3) Technika pipetovani do Birkerovy komurky: Prevzato z-

https://laboratoryinfo.com/
manual-cell-counting-
neubauer-chamber/
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4) Absorpcni krivky riznych typt hemoglobinu

25 Pfevzato z:
— HHb https://acutecaretesting.org/en/articles/
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