1 SEDIMENTACE CERVENYCH KRVINEK
(SUSPENZNI STABILITA 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 (pIna 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 1-1 Je velice duleZité promichat kaidou krev tésné pred pouZitim. Zvlasté koriska krev
sedimentuje velice rychle, a proto pfi nedostatecném zamichani by dochazelo k hodnoceni v podstaté
pouze plazmy. Krev michejte pomalymi krouzZivymi 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
dovnitr zkumavky (kalisku)s krvi. Vytvofi se tak podltlak.

PFi spravném postupu sloupec krve postupné vystoupd po znacku 0. Zkumavku ,zacvakneme” do
prislusného stojanu.

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

zapiSeme do grafu v protokolu.
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Obrazek 1-2 Spravné nasati krve do Westergrenovy pipety.

Komentaf: Automatickou pipetu pfitlacéime ke kaliSku se vzorkem tak, aby vznikl v kalisku pretlak. PFi
plnénikalisku je potfeba vénovat pozornost zvlasté vhodnému mnoistvi krve. PFi pfeplnénikaliSku muiize

dojit po vsunuti pipety k vyliti vzorku.



Hodnoceni a vysledky

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

15 minut

30 minut

45 minut

60 minut

Tabulka 1-2 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

Zaver

Popiste rozdilné pribéhy sedimentaci a zdGvodnéte pficinu.




2 OSMOTICKA REZISTENCE
ERYTROCYTU

Klicova 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 W

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 2-1.

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

suspenzi v disledku sedimentacniho efektu se nachazi tenka cira do Zluta zbarvena vrstva Cisté
plazmy

o (Casteénd 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 2-1 Stav hemolyzy ve zkumavkach.

Komentar: Vlevo nepfitomna hemolyza. Uprostied castecna hemolyza. Vpravo uplna hemolyza. Tip:

PolozZte za zkumavky list s textem a sledujte, zda lze pres zkumavku text ¢ist. Pokud ano, znamena

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

Zadné membrany odolnych erytrocytt nebrani viditelnosti textu).

Uréeni minimalni, maximalni rezistence a rezistentni Site

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

nad neprliihlednym 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.

Vv

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

rezistence.



Tabulka 2-1 Zaneste do tabulky pfitomnost hemolyzy v jednotlivych zkumavkach

Koncentrace

Roztoku NaCl | 0,63 | 0,6 | 0,57 | 0,54 | 0,51 | 0,48 | 0,45 | 0,42 | 0,39
[%]

0,39

0,33

Pfitomnost
hemolyzy

[ANO/NE]

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?



3 URCENI 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, nesrazliva krev, emitni miska, miska s dezinfekénim

roztokem.

Postup prace

Striktni zasada 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).

2. Na podlozni sklicko aplikujte jednotliva séra. Kazdé sérum je rozliSitelné podle svého barevného
oznaceni (modra — anti A sérum, Zlutd — anti B sérum, prlihledna — anti AB sérum). Ujistéte se, Ze na
sklicku nedochazi k miseni sér (Obrazek 3-1 vpravo).

3. Krevyv lahvic¢ce opatrné promichejte a pomoci kapatka aplikujte 1-2 kapky krve na dalsi separatni sklicko

(Obrazek 3-1). Uzavrete lahvicku s krvi a odlozte.
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Obrazek 3-1 Pocatecni priprava krve a sér na oddélena sklicka. Dejte pozor, aby na sklicku s jednotlivymi

séry nedoslo k jejich vzajemnému promichani.



4. Pfipravte si dalsi podloZni sklicko pro prenos krve do sér. Do kapky krve namocte roh podloZniho 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 3-1, Obrazek 3-2). MnoZstvi krve a séra by

mélo byt v poméru asi 1:10.

5. Pozorujte reakci na jednotlivych sérech a vysledky prekreslete do pfipravenych obrazkd.

Hodnoceni a vysledky

Obrazek 3-2 Pro michani séra a krve pouzijte vidy jiny rozek tak, aby nedochazelo k promichani

jednotlivych sér.

Prekreslete vysledky pokusu a urcete typ testované krevni skupiny. Popiste probihajici déje.

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:

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:

Zaver:

Shriite vSéechny namérené vysledky a stru¢né popiste fyziologické jevy, které se s nimi poji.



