PFF MU

1 Obecné laboratorni postupy

1.1 AUTOMATICKE PIPETY A ZASADY SPRAVNEHO POUZIiVANI

Pist (barva odpovida objemu a Spicce)

Tlacgitko k pohodinému odhozeni $picky jednou rukou (bez kontaktu)

Displej pro nastaveni obejmu

| Jednorazova épic":ka

Automaticka pipeta slouzi k manipulaci s fadové mikrolitrovymi objemy zpravidla zfedénych roztoki
(hustota pfiblizné okolo hustoty vody). Vzdalené pfipomina injekéni stfikacku upravenou k manipulaci
s velmi malymi objemy. Pouziti téchto pipet je mozné jen s tzv. jednorazovymi Spic¢kami, které slouzi
ke kontaktu s roztokem. Samotna pipeta by se NIKDY neméla dostat do pfimého kontaktu
s pracovnim roztokem. Automatické pipety jsou kalibrované na vyliti, coz znamena, Ze v pipeté
muZzZe zustat minimalni objem kapaliny. Nesnazte se jej za kazdou cenu z pipety dostat, hovofi se o
tzv. mrtvém objemu.

V praxi se bé&Zné pouzivaji automatické pipety s rozsahem od 0,1 pl po 5 000 pl; v zavislosti na
pracovnim rozsahu se pak pipety oznacuji riznymi barvami:

- 0,1-10 pl se znaci bilym pruhem

- 5-200 pl Zlutym pruhem

- 100 -1000 pl modrym pruhem
Toto barevné oznaceni usnadnuje také vybér Spi¢ek (jsou dostupné ve vice objemech) a vétSina
Spicek odpovida svou barvou barevnému oznacdeni pipety. Pfi praci si musime zvolit pipetu
s adekvatnim rozsahem a S$pi¢ku, ktera odpovida rozsahu pipety a ktera je schopna pojmout
maximalni objem dané pipety.

Automaticka pipeta se ovlada pomoci tladitka pistu. Pro pfesnou praci s automatickymi pipetami je
tfeba dodrzovat nasledujici zasady:
- automatické pipety se pouzivaji jen, pokud je nasazena adekvatni plastova Spicka
- je-li ve Spi¢ce néjaka kapalina, drzte pipetu svisle, nepokladejte ji na stdl (kapalina by mohla
natéci dovnitf pipety a znehodnotila by ji)
- pohyb pistu musi byt plynuly a pomaly, zvlasté pfi praci s viskdznimi roztoky (s vétsi hustotou)




- pfi pipetovani roztokl s vysokou viskozitou nebo povrchovym napétim nizS§im nez ma voda se
na vnitfni sténé Spicky vytvori vrstva roztoku. Pfi vypousténi tekutiny ze Spicky tato vrstva
ulpiva na jeji vnitfni sténé, a tak by mohla vzniknout chyba. ProtoZze mnozZstvi roztoku, ktery
ulpi ve SpiCce, je pfi opakovaném pipetovani viceméné konstantni, je mozné této chybé
zabranit tim, Ze se vrstva roztoku vytvofi jesté pfed vliastnim pipetovanim: do Spicky se nasaje
roztok a vypusti se zpét do plvodni nadoby. Poté zaéneme vlastni pipetovani. VSechna
nasledujici pipetovani pak budou mit stejnou pfesnost a reproducibilitu

- pracovni roztoky je nutno vytemperovat na pokojovou teplotu. Pfi odméfovani roztokd, jejichz
teplota se liSi od teploty mistnosti, se pfed vlastnim pipetovanim doporu€uje Spicku
opakované proplachnout roztokem (3-5x).

- $picku nasadte na pipetu a dobfe ji utésnéte mirnym pootocenim.

- $picku ponofte do pfenaseného roztoku vzdy jen na 2-3 mm a vyndavejte ji tazenim po sténé
zkumavky, aby neadherovala nadbyte¢na kapalina.

- roztok vypoustéjte po sténé zkumavky, nejlépe nékolik milimetrd nad hladinou

Pozn. Smoceni Spicky pipetovanou kapalinou pfed vlastnim pipetovanim zvySuje pfesnost pipetovani,
ov8em vétsinou se vynechava kvuli ispofe casu.

Vyvarujte se
- NIKDY nenasavejte tekutinu do pipety bez odpovidajici Spicky
- kapalina NESMI vtéci do pipety
- NIKDY neotacejte pipetu Spickou vzhiru
- NIKDY nepokladejte na stlil pipetu se Spic¢kou, ve které je kapalina nebo jeji zbytek

Postupy pfi pipetovani

Vybér konkrétni pipetovaci techniky zavisi na typu prace a metody, pro kterou ji vybirdme. Napfiklad
pro viskézni a pénici roztoky nebo pfi praci s velmi malymi objemy se pouZziva technika obraceného
pipetovani, nebot v téchto pfipadech vyznamné zvySuje presnost.

A) Prima technika (forward pippeting)
Prima technika je klasicky a nejastéji pouZivany zpdsob pipetovani. UmozZriuje rychlé a pfesné
odmérovani zfedénych roztoku.

1. Stlacte pist pipety k prvni zarazce.

2. Ponoftte Spicku tésné pod hladinu (2 — 3 mm) odméfovaného roztoku a POMALU uvolnéte
pist. Spicka se napini kapalinou. Pogkejte asi jednu vtefinu a pak vytahnéte $picku z roztoku.
Bunic¢inou nebo tamponem otfete kapiCky roztoku, které ulpély na zevni sténé Spicky; pfi tom
se NESMITE DOTKNOUT usti $picky.

3. Pod uhlem 10 — 45° pfilozte Spicku ke sténé zkumavky, do které chcete pfenést méreny
roztok. Jemné stlacte tlaCitko pipety na prvni zardZku. Poc¢kejte jednu vtefinu. Poté tladte pist
pipety na doraz, ¢imz dosahnete UpIného vyprazdnéni Spicky (blow off). Za stalého drzeni
pistu vytahnéte Spi¢ku z roztoku.

4. Uvolnéte tlaCitko do vychozi polohy. Pokud je to nutn€, vyménte SpiCku a pokracujte v dalSim
pipetovani.

Vychozi pozice

1. zarazka

2. zarazka

Znazornéni postupu primé techniky pipetovani.




B) Obracena technika (Reverse pippeting)
Tato technika je vhodna pro pipetovani roztok( s vysokou viskozitou nebo roztokd, které snadno tvori
pénu. Dale se tato technika doporucuje pro pipetovani velmi malych objemd.

1. Stlacte pist az na druhy doraz.

2. Spicku ponorte t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tlagitko. Spicka se
naplni tekutinou.

3. Pomalu stlaéte pist na prvni doraz a tim vypustte pfesny objem roztoku ze 3picky. Zbytek
roztoku zlstava ve $picce, ten ale neni soucasti méfeného objemu, vyhodi se se $pickou,
pfipadné se vrati zpét do plvodni nadoby.

Vychozi pozice 1. 2.

3.
- l
. 1. zaradzka |
2. zarazka

®
£

Znazornéni postupu obracené techniky pipetovani.

C) Opakovaci technika (Repeat pippeting)
Jedna se o rychly a jednoduchy zplsob opakovaného odmérovani stejného objemu téhoz roztoku.

1. Stlacte pist az na druhy doraz.

2. Spi¢ku ponotte t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tladitko. Spicka se
naplini tekutinou. Tuto tekutinu vypustte a $pi¢ku naplfite znovu — timto dojde ke smaceni stén
vnitfniho povrchu Spi¢ky a vSechna dalSi pipetovani budou mit stejnou chybu.

3. Pomalu stlacte pist na prvni doraz a tim vypustte pfesny objem roztoku ze Spicky. Drzte pist
stale na prvnim dorazu. Ve $pi¢ce zlistava zbytek roztoku, ten ale neni soucasti méreného
objemu.

4. Znovu ponofte Spicku tésné pod hladinu puvodniho roztoku a pomalu uvolnéte tlacitko do
vychozi polohy. Spitka se opét naplni roztokem.

5. Pokracujte v pipetovani tak, Ze opakujete postup uvedeny v bodech 3 a 4.

Vychozi pozice

1. 2. 3. 4.
1. zarazka |

2. zarazka

Znazornéni postupu opakovaci techniky pipetovani.

D) Pipetovani piné krve

Piné krev je velmi viskézni kapalina. Pri jejim pipetovani je lepSi vyuZit obracenou techniku pipetovani.
Pipetujeme-li plnou krev, nesmacime 3$picku pfed viastnim pipetovanim a pro nabér krve pouzivame
vZdy cistou Spicku. PFi pipetovani krve je nutné dbat opatrnosti a pipetovat pomalu, abychom se
vyhnuli mechanické hemolyze.

Obracenou technikou

1. Stlacte pist az na druhy doraz, ponofte Spi¢ku pod hladinu roztoku a pomalu uvolnéte tlagitko
do vychozi pozice. VyCkejte 1 s, nez se hladina krve ve Spi€ce ustali.

2. Bunicinou nebo tamponem otfete kapicky krve, které ulpély na zevni sténé Spicky; pfi tom se
nesmite dotknout usti Spicky.

3. Prilozte konec 3picky na vnitini sténu zkumavky nad hladinu pfitomné kapaliny, zmacknéte
tlagitko na prvni doraz, pockejte jednu vtefinu a uvolnéte tlagitko do vychozi pozice.

4. Vyhodte pouzitou Spicku.




Pfimou technikou

1. Stladte pist na prvni doraz, ponorte Spi¢ku pod hladinu a pomalu uvolnéte tla¢itko do vychozi
pozice.

2. Bunicinou nebo tamponem otfete kapicky krve, které ulpély na zevni sténé Spicky; pfi tom se
nesmite dotknout usti Spicky.

3. Stejné jako pfi pouziti pfimé techniky vypustte krev do zkumavky s reakéni smési (pfilozte
konec 3pi¢ky na vnitfni sténu zkumavky, zmacknéte tlacitko na prvni doraz, pockejte jednu
vtefinu a pak zcela vyprazdnéte Spicku zmacknutim tladitka az na druhy doraz). Uvolnéte
tla€itko do vychozi pozice.

4. Nejméné tfikrat proplachnéte Spicku reakéni smési: stlacte tlagitko na prvni doraz a ponoite
Spicku do reakéni smési s pfidanou krvi. Drzte tladitko na prvnim dorazu a zkontrolujte, zda je
$pictka skuteéné& pod hladinou. Pomalu uvolnéte tlagitko do vychozi pozice. Spitku nechejte
nadale ponofenou v reakéni smeési s pfidanou krvi. Opét stlacte tlaCitko na prvni doraz a
pomalu je uvolnéte. Tento postup opakujte, dokud vnitfni st€na Spicky neni zcela Cista.

5. Nakonec zmacknéte tlaCitko az na druhy doraz a tim Spic¢ku Uplné vyprazdnéte.

6. Vyhodte pouzitou Spicku.

1.2 REDICi RADA

V praxi se Casto setkame se situaci, kdy potfebujeme vychozi vzorek zfedit. NejCastéji se
pouziva dvojnasobna Fedici fada, pfi které snizujeme v dalSim kroku obsah rozpusténé latky na
polovinu. Vysledkem byva sada nékolika zkumavek, kdy kazda dalSi zkumavka v fadé obsahuje roztok
o piesné polovi¢ni koncentraci rozpusténé latky nez zkumavka predchazejici. Abychom Vam ulehili
manipulaci a vypocet takové fedici fady, ukaZzeme Vam jednoduchy postup, jak dosahnout fedici fady
s dvojnasobnym fedénim. NiZe uvedeny postup se hodi napfiklad pro pfipravu kalibraéni kfivky, jako
je fedéni standardu.

Postup pripravy fedici fady (pfiklad na obrazku):

1) Pfipravime si dostateCny pocet zkumavek, podle toho, kolik fedéni budeme provadét.

2) Zjistime, jaky vysledny objem kazdého fedéni budeme potfebovat a kolik Fediciho roztoku
budeme pfidavat (do vSech zkumavek stejné — kromé prvni, kde bude dvakrat tolik).

3) Prvni zkumavka bude obsahovat dvojnasobny objem nez ten, ktery budeme potfebovat.
Musime pocitat s tim, Ze urcity objem budeme pfenaSet do druhé zkumavky. Budeme-li tedy
potiebovat 1 ml kazdého fedéni, pfipravime 2 ml prvniho fedéni.

4) Pfidame fedici roztok do vSech zkumavek.

5) Do prvni zkumavky v fadé pfidame vypocteny objem fedéného roztoku.

6) Dukladné promichame.

7) Z prvni zkumavky odebereme stejny objem, jaky mame fediciho roztoku v jiz pfipravenych
zkumavkach a pfeneseme jej do druhé zkumavky.

8) Dukladné protfepeme.

9) Pokracujeme od bodu 7, a opakujeme do posledni zkumavky v fadé. V posledni zkumavce
budeme mit nakonec dvojnasobny objem, nez ve vS8ech predchozich.

2ml 1 mi 1 ml 1 mi 1 mi
fedény zkumavky s redicim roztokem (vétSinou destilovana voda nebo fyziologicky roztok)
roztok
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Castym problémem je chybna interpretace fedéni. Nejéastgji se fed&ni udava ve 2 formach: podilové
a nasobné. Podilova formulace pfedstavuje pocet dild rozpusténé latky ku celkovému podctu dild
roztoku (tedy napf. 1:100). Nasobna se pak uvadi jako nékolikanasobné zifedéni (napf. 10x —
desetinasobné).

Podilové fedéni

Mame-li zadano fedéni 1: 100, pak novy roztok bude mit celkem 100 dilG, pficemz 1 dil (tedy 1
setina) bude pfedstavovat plvodni zasobni roztok. Mate-li tedy zfedit sérum 1 : 100, pak vezmete
napfiklad 1 ul séra a pfidate 99 pl fyziologického roztoku. MnoZstvi zasobniho roztoku zalezi na Vami
poZzadovaném vysledném objemu. Potfebujete-li tedy 500 ul zfedéného séra (1 : 100) pak vezmete
5 pl séra a pridate 495 i fyziologického roztoku.

Nésobné fedéni

Uvadi-li se v zadani, ze zasobni roztok zfedite 10x, pak vysledkem je koncentrace, ktera musi byt 10x
niz§i nez zasobniho roztoku. Napfiklad mate k dispozici 1 ml zasobniho roztoku NaCl o koncentraci
10 g/ml a mate jej zfedit 10x. Vezmete tedy napfiklad 100 pl zasobniho roztoku a pfidate 900 ul vody.
Ve 100 pl zadsobniho roztoku byl rozpustén 1 g NaCl a tim, Ze jste roztok doplnili na 1 ml, ziskali jste

manipulace s plazmou a sérem. Obé tekutiny jsou oproti plné krvi méné viskdzni, navic odpadaiji
problémy se srazenim krve. Zakladnim rozdilem mezi krevnim sérem a krevni plazmou je pfitomnost
fibrinogenu v plazmé. Proto je tfeba v plazmé zabranit pfeméné fibrinogenu na fibrin pfidanim
antikoagulacnich pfipravkl (napf. heparin, hirudin, EDTA, citrat sodny aj.). Pouzivana antikoagulacni
¢inidla jsou:

Heparin

Heparin se vaze na antitrombin, ¢imz dochazi k jeho aktivaci. Antitrombin pak nasledné inaktivuje
trombin a dalSi protedzy zuCastnéné ve srazeni krve. Heparin se pouziva na pfipravu plazmy a pfi
stanoveni biochemickych a imunologickych parametri. Vzorek je nutno zpracovat do 2 hodin po
odbéru. Pouzivaji se derivaty jako heparinat lithny (-Li), sodny (-Na) nebo amonny (-NHy,).

Heparin se pouziva v koncentraci 10 U/ml krve (mame-li zasobni roztok s 1000 U/ml davame 10 pl
heparinu do 1 ml krve).

Jeho pouziti se nedoporucuje napf. pfi stanoveni oxidativniho vzplanuti (zhasi chemiluminiscenci) a
pfi DNA studiich, kdy nemUize byt vzorek zpracovan do 6 hodin (inhibuje PCR).

EDTA (EthyleneDiamine TetraAcetic acid — etylentetraoctova kyselina)

Patfi do rodiny chelatd a trvale vaze 2 a 3mocné ionty (napf. ca”, Mg”). Bez vapenatych iontl
nemUZe probihat koagula¢ni kaskada. Pouziva se k diagnostice hematologickych parametr(, jakym je
napt. krevni obraz. Vzorek je nutno zpracovat do 3 hodin po odbéru. V moderni mediciné se pouzivaji
latky jako K3-EDTA, Ko-EDTA.

Pouziva se v koncentraci 14,4 mg na 10 ml krve.

Citrat sodny

Plsobi podobné jako EDTA - vaze vapenaté ionty, i kdyZ ne tak silné. Pouziva se k diagnostice
hematologickych a koagulaénich parametr(i. Vzorky je nutno zpracovat do 2 hodin po odbéru.
Pouzivaji se 2 koncentrace citratu sodného: 3,2% (0,109 mol/l) a 3,8% (0,129 mol/l). S krvi se micha
v poméru 1 dil citratu a 9 dild krve. Je potfeba velmi pfesné davkovat.

V praxi odpovida barevné znacCeni odbérovych zkumavek konkrétnimu typu pouZité antikoagulacni
Cinidla. KazZdy vyrobce v8ak pouziva viastni barevné znaceni.

1.3.1  Odbér periferni krve

Dezinfekce mista vpichu. Po dezinfekci je nutné kiizi nechat oschnout jednak pro prevenci hemolyzy
vzorku, jednak pro odstranéni pocitu paleni v misté odbéru. Po dezinfekci je dalsi kontakt s mistem




odbéru nepfijatelny! Odbér se provadi do zavienych (vakuovanych) nebo otevienych zkumavek. Dle
méreného parametru pfedem zvolime typ pouzitého antikoagula¢niho prostfedku.

Je dobré predejit hemolyze vzorku, ktera vadi vétS§iné biochemickych i hematologickych vySetfeni,
protoZe fada latek se dostava z erytrocytl do séra nebo plazmy. Nékdy také zabarveni interferuje
s vystupem nékterych stanoveni a znemoziiuje pfesny odecet mérené veliciny.

Hemolyzu mize zpUsobit:

. ZneCisténi jehly nebo pokoZky stopami jeté tekutého dezinfek&niho roztoku.
. Pouziti nevhodného priméru jehly a nasledna nasilna aspirace krve.

. Odbér je proveden z okoli hematomu, zanétu nebo otoku.

. Prudkeé vystfikovani krve ze stfikacky do zkumavky.

. Prudké tfepani krve ve zkumavce nebo neSetrné zachazeni.

. Zmrznuti vzorku krve.

. Prodlouzeni doby mezi odbérem a diagnostikou.

. Pouziti nespravné koncentrace protisrazlivého ¢inidla.

ONO AR WN =

1.3.2 Priprava krevniho séra

Periferni krev opatrné odebereme do zkumavky, pficemz pracujeme dostatecné rychle, aby se nam
krev nesrazela jiz pfi manipulaci. Odbérovou zkumavku nechame vysrazet 2 hodiny pfi pokojové
teploté nebo pfes noc v lednici. Na zavér centrifugujeme (2500 g; 15 — 30 minut), abychom oddélili
krevni srazeninu od krevniho séra.

1.3.3 Priprava krevni plazmy

Krev odebirame do zkumavek jiz obsahujicich protisraZlivou latku. Ihned po odbéru je nutno
opakovanym jemnym pfevracenim smés ve zkumavce promichat, aby se krev fadné promisila
s antikoagulans a nedoslo k jejimu srazeni. Netfepeme, doslo by k hemolyze. Na zaveér centrifugujeme
(2500 g; 15 — 30 minut), abychom oddélili buné&nou slozku od krevni plazmy.

1.3.4 Odbér kapilarni krve

Jedna se o odbér velmi malého mnozstvi krve z periferie. Pro odbér zvolime dobfe prokrvené misto
vpichu (bfiSko prstu, usni boltec, ocasek). Pfi odbéru z prstu vpich vedeme z boku bfiSka prstu, kde je
nejlépe prokrven. V pfipadé Spatného prokrveni odbé&rové misto prohnéteme, zahfejeme tfenim nebo
ponofime do teplé vody. Provedeme dezinfekci mista vpichu. Po dezinfekci je nutné kuzi nechat
oschnout kvuli prevenci hemolyzy vzorku. Provedeme vpich, prvni kapku otfeme a dale provadime
vlastni odbér. Krev musi samovolné vytékat do zvolenych odbérovych nadobek a nesmi se nasilné
vymackavat. Vzorek je tfeba po odbéru dobfe promichat jemnym poklepanim. Provedeme dezinfekci
mista vpichu a pfipadné prelepime naplasti s polStarkem.

Je tfeba brat ohled na mozné ovlivnéni méfenych parametrd. Po neotfeni prvni kapky krve dochazi k
nafedéni vzorku a ovlivnéni vysledkl. Pfi Spatném prokrveni krev z mista vpichu samovolné nevytéka
a jeji ziskavani nadmérnym tlakem zhorsuje kvalitu vzorku (pfimés tkariového moku).

1.3.5 Priprava krevniho natéru

Krevni natéry se bézné provadi z periferni krve. Ke zhotoveni krevniho natéru je tfeba pouzit
chemicky Cista a dokonale odmasténa podlozni sklicka. Chemicky se Cisti napfiklad ponofenim do
chromsirové smési (1 dil 10% vodného roztoku dichromanu draselného a 1 dil koncentrované kyseliny
sirové) nebo detergencniho prostfedku. Po diikladném oplachnuti tekouci vodou se skli¢ka ponofi do
96% ethanolu nebo smési ethanol-ether. Sklicka se osusi na vzduchu nebo v termostatu. OCisténa
skla bereme zasadné za hrany, nikoliv za plochy.

Dezinfekci oSetfime odebirany prst a sterilni jehlou provedeme mélky vpich. Prvni kapku krve, ktera
se objevi po vpichu do bfidka prstu, setfeme sterilnim tamponem. Druhou kapku jiZ pfeneseme na
jeden konec podlozniho skla. Druhym podloznim sklem provedeme natér dle obrazku. Druhé podlozni
sklo drzime pod uhlem 45 ° a snazime se o rovnomérny plynuly pohyb ke druhému konci podlozniho
skla (snadnéji dosazitelné s podloznim sklem se zabrousenym okrajem).




F

Frost, John

Obr. 1.1: Zhotoveni krevniho roztéru.

Zhotoveny natér musi byt rovhomérny, homogenni a pfiméfené tenky. Musi mit dlouhé okraje rovné a
na konci pfechazet do "ztracena", nejlépe 1 - 2 cm pfed koncem sklicka, pfi¢emz se obvykle vytvori
nékolik cip(.

Hotovy natér se necha na vzduchu dobfe zaschnout. Poté se barvi vétSinou komerénimi soupravami
(kity) napfiklad Leukodif (Lachema a.s.).

1.3.6 Barveni krevnich roztért
(Panoptické barveni podle Pappenheima)

1. Cely roztér ve vodorovné poloze na 3 minuty pfevrstvit May-Griinwaldovym barvivem. Po tfech
minutach pfidame destilovanou vodu tak, aby se pavodni barvivo nesmylo a nafedéné cca 1: 2
dale pusobilo jednu minutu.

2. Barvivo slit a roztér oplachnout vodou.

3. Roztér prevrstvit Giemsa-Romanowského barvivem. Toto barvivo musi byt pfed barvenim Cerstvé
naredéné pfiblizné 1:9 (na 10 ml destilované vody 10 - 15 kapek barviva). Nechat pUsobit
pfiblizné 15 minut.

4. Barvivo slit a dikladné oplachnout pod tekouci vodou.

Nékdy je vhodné pfed vlastnim barvenim provést fixaci, tedy Setrné usmrceni bunék, pfi kterém bunky
pevné pfilnou ke sklicku. Fixace se obvykle provadi ponofenim suchého roztéru do metanolu na
nékolik sekund. Fixaéni ¢inidlo je v8ak obsaZeno i v pouzitych barvivech, proto Ize tento krok
vynechat.

Popsany postup je nejvice pouzivanym zplsobem barveni krevnich roztérd. Dava velice dobré
vysledky, co se ty€e obarveni granul a jader krevnich bunék. V posledni dobé je na trhu nékolik typ(
tzv. souprav pro rychlé baveni, které jsou sice mnohem pohodInéjSi z hlediska vlastni manipulace i
Casové uspory, vysledky barveni vSak jsou zpravidla o néco horSi (napf. granula nejsou tolik vyrazna,
celkovy odstin je nasedly apod.) Mlze tak snaze dojit k zaméné napf. neutrofilu za eozinofil apod. Ve
cviCenich budeme pouzivat sadu pro rychlé barveni Leukodif (Pliva Lachema a.s.). Barveni sestava
ze 4 krok(l a kazdy krok je tvofen sérii (v tabulce uvedena v zavorce) nékolika ponofeni do patficného
roztoku. Natér vzdy ponofime jen na dobu 1 sekundy do patficného roztoku podle nasledujiciho
predpisu:

1. Fixace v methanolu (5 x 1s)

2. Kyselé barveni v Eosinu'Y (3 x 1s)




3. Zasadité barveni v Azuru Il (5 x 1s)
4. Oplachnuti ve stabilizacnim pufru (PBS)

Poté nechame ususit a hodnotime.

Nejcastéisi chyby pfi pripravé krevnich natéru jsou:

- pfili§ mnoho krve > tlusty natér

- pfili§ malo krve > kratky natér

- prilis dlouhé vyckavani od odbéru > srazeni krve a vytvoreni podélnych pruhd
- Spatné odmasténa skla > skvrnity natér

- tfesouci se ruka > vroubkovany natér

1.4 POCITANIi V BURKEROVE KOMURCE

Mnohdy se setkame se stanovenim koncentrace bunék, které udava pocet bunék na danou
objemovou jednotku. V dnesni dobé Ize k pocitani bunék vyuzit drahé pfistroje zvané country (napf.
Coulter Counter) nebo pritokovy cytometr, které jsou plné automatické. Ov§em pofizovaci cena téchto
pFistroji je velmi vysoka, a tak je manualni pocitani bunék v pocitaci komdrce stale jesté docela
rozsifené.

1.4.1 Popis Biirkerovy komurky

Princip manualniho stanoveni po¢tu bunék spociva v mikroskopickém pozorovani specialni komurky,
na kterou byla nanesena bunécéna suspenze. Komurka slouzi k ustaleni objemu, ve kterém burky
pozorujeme. Nejvice rozSifena je tzv. Birkerova komdurka, ktera predstavuje specialné upravené
podlozni sklo se dvéma podcitacimi ploSkami, oddélenych zafezem. V kazdé pocitaci plosce je
mikromfiZka o pfesné definovanych rozmérech:

Hloubka: 0,1 mm
Plocha malého &tverce: 1/400 mm? = 0,0025 mm?
Plocha velkého é&tverce: 1/25 mm? = 0,04 mm?

_ plastowvy nebo
! sklenény zaklad

- - — kryei sklicko

i suspenze bunék
1.32. mrizka ¥

odtakowvi
Zlabek tvaru H

" hloubka 0,1 mm

Obr. 1.2: Zobrazeni Biirkerovy komurky s detailem pocitaci mrfizky (okraje jsou tvofeny tremi Earami,
aby byl zfetelny konec mfiZky).




1.4.2 Postup pocitani v Biirkerové komtirce

1. Na dgistou a suchou Blirkerovu komurku polozte kryci sklicko tak, aby tésné pfiléhalo k ploSkam

po stranach (vyuZijte navlh&eni styénych ploch).

Pfipravenou suspenzi bunék dobfe protfepejte.

Naneste cca 10 pl bunééné suspenze ze strany na hranu kryciho skla (do obou pocitacich

mFizek. Snazte se vyvarovat tvorbé bublin.

4. Sledujte ve svételném mikroskopu. Pouziva se stfednim zvétSeni (100x) s pficlonénym
kondenzorem (pfiviena aperturni clona kondenzoru). Postupujte vzdy &tverec po Ctverci smérem
Zleva doprava a zhora dol(.

5. Po ukonceni pocitani obé ¢asti komurky oddélte, opatrné oplachnéte vodou a vytfete dosucha.

wn

1.4.3 Hodnoceni

n

Pocet bunék v 1 mm® (ul) suspenze Ize uréit vzorcem: b = *—*h * z
cTv
b...poCet bunék v 1 mm?
n...celkovy pocet napocitanych bunék
c...pocet Ctvercll ve kterych se pocitalo (nejcastgji 25 nebo 50)
v...plocha pouzitého &tverce (maly nebo velky)
h...hloubka komurky
Z...pouzité fedéni suspenze (uvadi se kolikrat byla suspenze fedéna napt. 20x, tedy 20)

Hodnoty v a h jsou konstanty dohromady udavajici objem C&tverce, ve kterém se pocitalo.

Pro kazdy vzorek spoditejte nejméné 25 ¢tvercu v kazdé z pocitacich mrizek (celkem tedy 50
velkych étverct).

Poznamky:

— aby se nepocitaly bunky lezici na rozhrani sousednich ¢tverct dvakrat, pocitame jen ty, které lezi
nebo se dotykaji pouze 2 vybranych sousednich stran ¢tverce (napf. horni a levé, zevnitf i zvenci).

— pfili§ hustou suspenzi je tfeba dodate¢né zfedit, tak aby v jednom ¢&tverci nebylo vice nez 10 bunék.

— leukocyty se poditaji ve velkych &tvercich.

— pfi pocitani leukocytll se pouziva Turklv roztok (10 ul krve + 190 ul Tiirkova roztoku)

O
D)
@
®
L]
| ®
Obr. 1.3: Postup vybirani ¢tvercd. Obr. 1.4: Vybér bunék uvnitf jednoho étverce

(Cerné oznacené buriky se pocitaji, bilé ne).

1.5 CENTRIFUGACE

Centrifugace je metoda slouzici k oddéleni latek, které maji odliSnou hustotu. Princip této metody
spociva v odstfedivé sile a ve vysledku dochazi k rozdéleni homogenni smési v zasadé na 2 frakce:
supernatant (vrchni kapalna frakce) a pelet (neboli sediment, coz je spodni frakce nerozpustnych
¢astic). Vimunologii se centrifugace pouziva napf. pfi pfipravé krevni plazmy nebo séra, oddéleni
aglutindtu od ostatnich sloZek, praci s bunéénymi suspenzemi apod. Jinou moznosti pouZiti je tzv.
frakéni centrifugace, kdy se slozky smési rozdéluji na zakladé velikosti a hustoty, napf. separace
bunécénych organel.




Exituji 2 zakladni typy centrifug: nizkorychlostni centrifugy, které patfi mezi bézné vybaveni a pracuji
do 6 000 otacek za minutu a centrifugy nad 10 000 otacek oznaCované jako ultracentrifugy, které jsou
standardné vybaveny chlazenim. V praxi se v béznych laboratofich setkame s tzv. mikrocentrifugami,
coz jsou nizkootackové centrifugy, které jsou schopny meénit rychlost otaceni velmi rychle.

Parametry centrifugace jsou:

- pocet otaCek za minutu (rpm — revolutions per minute; rounds per minute)

- odstfediva sila (g) kterd se vyjadfuje jako relativni odstfedivé zrychleni RCF (relative centrifugal
force) a udava, kolikrat je zrychleni centrifugy vetsi nez tihové zrychleni g = 9.81 m/s.

Vztah pro pfepocCet téchto jednotek je
g =0,0001118 x r x rpm?

kde r je polomér rotoru v cm. Grafickou pomuicku pro pfepoCet RCF na rpm a zpét najdete na dalSi
strané (Obr. 1.5).

RCF je vhodnéjsi pro popis parametrli centrifugace. Pokud bychom uvedli pouze pocet otacek,
musime mit i idaj o poloméru rotoru. Stejny pocet otacek v centifugach o rtizném poloméru
rotoru nedava stejnou odstiedivou silu!

Priklad: Centrifugace vzorku pfi 3 000 rpom v centrifuze o poloméru rotoru 20 cm, odpovida 2012 g.

V popisech laboratornich metodik se ¢asto setkavame s tim, Zze Udaje o centrifugaci nejsou dany zcela
pfesné, napf. je uvedeno: vzorky centrifugujeme 3 minuty pfi vysokych otackach. V nékterych
pfipadech tyto Udaje staci, napf. kdyz chceme oddélit zakal zroztoku, neni na zavadu, kdyz
centrifugujeme o nékolik minut déle. Naopak pfi manipulacich s burfikami musime odstfedivou silu i
Casy presné dodrzovat, aby se burfky neposkodily a byly Zivotaschopné (200 — 400 g). To plati i pfi
praci s krvi, pfi pfipravé séra nebo plasmy, kdy se pohybujeme v rozmezi RCF 1000 — 3000 g.

PFi praci s centrifugami dbame pfedevsim na vyvazeni rotoru. Znamena to, Ze do protilehlych objimek
rotoru vlozime stejné zkumavky o stejné hmotnosti. Centrifugujeme-li lichy pocet vzorkud, na vyvazeni
pouzijeme napf. zkumavku s destilovanou vodou o stejném objemu jako protilehla zkumavka.

! Rotor centrifugy musi byt pred zacatkem separace vyvazen !

Centrifugace Ize vyuzit také v pfipadé drahych nebo vzacnych vzorkl, kdy se snazime zuZzitkovat
kazdy mikrolitr roztoku. Jakmile odebereme veSkery obsah zkumavky, zcentrifugujeme ji na par
sekund tfeba i pfi nizkych otackach, ¢imz se dostane zbyly roztok ze stén zkumavek na jeji dno a
ziskame tak dalSich par mikrolitr(i navic.
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Radius RCF RPM

X
(cm) (xg) 5000 —— 50,000
30 I 1
7000 — 700.000 1 45.000
. 6000 -J- 600,000 Yl p- 450
A 4000 |- 400,000 1
_ 3000 - 300,000 3500 —- 35,000
20 — T ]
39 2000 —{- 200,000 3000 — 30,000
18 — 51
g 1500 4 150,000 1
16 — 2500 — 25,000
15 — 1000 —- 100,000 1
$d ! 800 — 80,000 3
700 —+ 70,000 1
13 600 —+ 60,000 2000 —— 20,000
12 500 — 50,000 1
¥ +
§iad 400 - 40,000 1
10 — 300 4+ 30,000 4
1 + 1500 —- 15,000
9 200 —{— 20,000 1400 -} 14,000
-
ool 15 4 o0 1300 - 13,000
y 1200 - 12,000
1= 100 —— 10,000 1100 - 11,000
-+ 8,000
. %’8 i %000 1000 —- 10,000
6 — 60 4 6,000 T
| 50— 5,000 800 1 9,000
5| 40 T 4,000 800 —{— 8,000
30 - 3,000
= -+ 700 -1 7,000
) 20 4 2,000 1+
15 1 1,500 e
! ]
W=k 1,500 500 —L- 5,000
3_~._

Obr. 1.5: Normogram pro pfepocet parametr( centrifugace.

1.6 OBECNE PRINCIPY SPEKTROFOTOMETRIE

Kazdy prvek ¢i molekula ma schopnost pohlcovat (absorbovat) svétlo (elektromagnetické zareni).
Absorpci uréitého kvanta zafeni o urcité vinové délce a intenzité pfivede Castici do tzv. excitovaného
stavu. Tento stav je charakteristicky nestabilitou a ¢astice maiji tendenci vracet se do plvodniho stavu
vyzarenim nadbytecné energie opét v podobé elektromagnetického zareni.

Ruzné castice jsou schopny absorbovat zafeni jen o uréitych vinovych délkach. Vzdalenosti
energetickych hladin pfed a po absorbovani energie pfimo uréuje vinovou délku elektromagnetického
zareni, které je Castice schopna pohltit. Energeticky nejnaro¢néjsi jsou pfechody elektrond mezi
energetickymi hladinami a jsou vyvolany absorbci urc€itého kvanta ultrafialového (UV: 190 — 380 nm)
nebo viditelného svétla (VIS: 380 — 780 nm). S latkami, které vniméme jako viditelné svétlo, se
setkavame kazdy den — jsou to v8echny latky, které vnimame jako barevné. Sluneéni zafeni se sklada
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ze vSech vinovych délek viditeIného svétla a pfi absorpci nékteré z nich dochazi k rozkladu barev, coz
my vnimame jako barvu (Obr. 1.6).

VInova délka

590 az 625 nm
565 az 590 nm
520 az 565 nm
500 az 520 nm
430 az 500 nm
380 az 430 nm

Obr. 1.6: Vinové délky viditelného svétla a vnimana barevnost.

Ke kvantifikaci pohlceného zareni slouzi pfistroje zvané absorpéni spektrometry (spektrofotometry).
Tyto pristroje zjiStuji zménu v intenzité elektromagnetického zafeni (svétla), ke které doslo pfi
prichodu vzorkem. Jako vzorek se pouziva roztok obsahujici rozpusténou latku, ktera je schopna
absorbovat zareni urCité vinové délky. Procentualni vyjadfeni pohlceného zéfeni oznacujeme jako
absorbanci (A). V praxi to pak vypada tak, Ze v roztoku rozpustime méfenou latku, jejiz pfitomnosti
nebo aktivitou dochazi ke zméné absorpCnich vlastnosti celého roztoku. Pomoci spektrometru
zméfime mnozstvi svétla, které tento vzorek pohltil, a zaroven zméfime mnozstvi pohlceného svétla
Cistym rozpoustédlem. Porovnanim téchto hodnot jsme schopni ur€it vlastni absorbci rozpusténé latky
ve vzorku.

Absorbance pfi urcité vinové délce zavisi na koncentraci (¢) a na mohutnosti vrstvy (/) méfeného
vzorku. Vztah mezi vy$e uvedenymi veli€inami Ize vyjadfit pomoci Lambert-Beerova zakona

AA = €AIC

kde ¢, (molarni absorbéni koeficient) pfedstavuje konstantu rozpoustédla. Lambert-Beertv zakon plati
pouze pro roztoky o nizkych koncentracich (10'2 mol/l) a neda se pouzit u latek, které vykazuji
specifické interakce s prostfedim (fluorescence, luminiscence apod.). V naprosté vétsiné pfipadl vSak
tento zakon mlzeme pouzit a predstavuje zakladni postup pro zjisténi koncentrace latky v roztoku.

Zakladnim ovéfenim platnosti Lambert-Beerova zakona a zaroven metodologickym zakladem je
sestaveni grafické zavislosti absorbance roztoku na jeho koncentraci. Tato zavislost by méla byt
linearni a méla by nam poskytovat nastroj pro stanoveni neznamé koncentrace naseho vzorku
(zname-li jeho absorbanci dosadime ji do grafu a odecteme koncentraci).

1.6.1 Schéma absorpc¢niho spektrofotometru

Zakladni prvky absorp&niho spektrofotometru jsou:

- zdroj zareni

- monochromator
- meéfici komurka

- detekéni systém

Zdroj svétla ve spektrofotometru musi mit vysokou intenzitu svétla na v3ech vinovych délkach ve
viditelném spektru. Duvod je ten, Ze do detektoru se dostane jen zlomek z energie vyzarené
svételnym zdrojem. Cim je intenzita svételného zdroje vy$si, tim vice uZiteéného signalu dopadé na
detektor a uzite€nou informaci Ize l1épe oddélit od Sumu. Jako zdroj elektromagnetického zafeni pro
viditelnou oblast se u levnych pfistroju vyuziva wolframova nebo halogenova zarovka, u drahych
potom pulzni xenonova vybojka.

Monochromator je soustava prvkl (hranol, reflexni mfizka apod.), které maji za ukol vytvofit na
vystupu monochromaticky paprsek. Jinymi slovy v ném dochazi k vybéru elektromagnetického zareni
o presné definované vinové délce (napf. 550 nm).

Mérici komurka je prostor, do kterého se umistuje méfeny vzorek. Star§i pfistroje vyuzivaly tzv.
kyvety, coz byly specialni zkumavky &tvercového priifezu s objemem cca 1 — 1,5 ml. Souéasny trend
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sméfuje k minimalizaci objemu vzorku a kyvety byly nahrazeny mikrodestickami. Dnes jsou k dispozici
desticky s 96, 384 az tfeba 9600 jamkami (nejpouzivanéjsi jsou 96ti jamkové).

Detekéni systém sestava z vlastniho detektoru elektromagnetického zareni a dalSich zafizeni na

postdetekéni zpracovani signélu. Detektor prevadi zéfivy tok na elektricky signal, ktery je dale
postdetekéné zesilen fotonasobici a nakonec zobrazen na displeji.

Zdroj Eyveta
sTovnavaci

Vstupni i
gtérbi !
stérhina ! Q

i I Zesilovat

____O___ Y 1 - <
Mitka ~ I Detkis Displej
/ Kyveta e r
Vystupni merna
§térhina

Obr. 1.7: Schéma absorpéniho spektrofotometru.

1.7 HODNOCENI LABORATORNiCH METOD ZHLEDISKA PRESNOSTI,
CITLIVOSTI A SPRAVNOSTI

PFi hodnoceni laboratornich metod v jakémkoli specifickém oboru se Casto hovofi o jejich citlivosti,
presnosti a spravnosti. Pro pochopeni téchto pojmu si znazornime nékolik moznych variant vysledku

meéfeni na nasledujicich obrazcich. Ve stfedu osového kfize lezi spravna hodnota mérené veliiny,
Jjednotliva X pfedstavuji realné namérené hodnoty této veliciny.

o
N
5T
S

T T
AR

1 - metoda je spravna, ale nepfesna

2 - metoda je nespravna ale pfesna
3 - metoda je spravna a presna

4 - metoda je nespravna a nepfesna
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O presnosti metody nas informuje smérodatna odchylka (s, SD — standard deviation).

Zda je pouzita metoda spravna mizeme posoudit jediné porovnanim se znamymi standardy nebo
srovnanim vysledku ziskanych nékolika rdznymi metodami. Prvni zpUsob je pouzitelny u metod
certifikovanych, kde pravidelna kontrola a srovnavani se standardy je soucasti spravné laboratorni
praxe. Druhy zplsob je Casové i finan¢né nakladny a pouziva se spiSe ve vyzkumu napf. pfi
modifikacich metodik nebo zavadéni novych postupd. Srovnavani vysledkG mezi jednotlivymi
laboratofemi je v imunologii nékdy problematické, zejména v oblasti vyzkumu. Vysledky totiZz Easto
pochazeji z rliznych typl vysoce specializovanych pfistroji, metodiky se mohou nepatrné lisit
v nékteré pouzité chemikalii, zplsobu ziskavani vzorkd, technickych parametr(i metodik napf. ¢asech
inkubace, teploté¢ apod. Nékdy se pouzivaji tzv. vnitfni standardy, které si kazda laboratof
vypracovava pro sv(j konkrétni sledovany parametr a pouzity pfistroj.

Dal$i ¢asto uvadény parametr - citlivost vyjadfuje, jaké nejmensi mnozstvi analyzované latky je
metoda schopna zachytit. Citlivost se obvykle uvadi jako pomér, tedy udaj 1 : 1 000 znamena, ze 1 g
sledované latky nafedény 999 g fediciho roztoku bude jesté davat pozitivni (detekovatelnou) reakci na
daném typu pfistroje. V tomto pfipadé ma metoda citlivost 102,

1.8 ZASADY SPRAVNE LABORATORNI PRAXE VE CVICENI Z IMUNOLOGIE

1) Pfed samotnym zapoc€etim prace si prostudujte navod a nachystejte potfebné véci (napf.
zkumavky do stojankl apod.).

2) VSechny potfebné roztoky temperujte na pracovni teplotu. Neni-li uvedeno jinak, vytemperujte
na laboratorni teplotu 20 — 25 °C.

3) Sreagenciemi, zvlasté pak s biologickym materialem (napf. krev) pracujte zasadné na
filtraCnim papife, abyste méli pfehled o znecisténi okoli. Na tento papir naopak
NEPOKLADEJTE sesity, tuzky a jiné véci podobného charakteru.

4) Automatické pipety nikdy NEPOKLADEJTE na stl, vzdy do stojanku. Mohlo by dojit
k nateceni zbytku kapaliny dovnitf pipety a znecisténi naslednych pipetovanych roztokd.

5) Po pfidani reagencie do zkumavky s n&jakym obsahem VZDY obsah promichejte, bud na
elektrické tfepatce nebo pomoci pipety, kterou jste pravé pouzili (opakovanym nasatim a
vypusténim promichaného obsahu zkumavky).

6) Pri pipetovani fady vzork( stejného sloZeni, ale rlizné koncentrace Ize pouzit stejnou Spicku
(pokud se jeji povrch nesmoci, coz poznate podle kapiek, které zlstavaji uvnitf ¢i na
povrchu). V tom pfipadé zacnéte pipetovat nejméné koncentrovany vzorek a postupné
pfechazejte k vy8Sim koncentracim. Po napipetovani vzorku do zkumavky se vzdy
presvédcte, zda vam Cast pipetovaného objemu nezustala ve Spicce. V tom pfipadé pouzijte
novou Spicku.

7) Pouzité a jiz nepotfebné Spicky na pipety Ci plastové zkumavky odkladejte do specialnich
kontejnera uréenych pro biologicky odpad. NEVYHAZUJTE je do koSe na odpadky.

1.9 PRACE S POTENCIALNE NEBEZPECNYM BIOLOGICKYM MATERIALEM
Préaci s potencionalné nebezpecnym biologickym materialem upravuje zakon ¢. 258/2000 Sbh.

Rizika

Krev i jiné druhy biologického materialu mohou byt vehikulem pfenosu vyznamnych, potencialné Zivot
ohrozujicich infek€énich nemoci jako napf. virova hepatitida B a C nebo HIV infekce. Po kontaminaci
mista naruSeného koZniho krytu nebo sliznice biologickym materiadlem je nutno postizené osoby
sledovat a kontrolovat vyskyt pfiznak rizikového onemocnéni.

Po rizikovém kontaktu s osobou nakazenou virovou hepatididou A je tfeba monitorovat napf. hladinu
anti-HAV ohrozené osoby po dobu 2 mésiclt nebo IgM po dobu 6 mésicu. PFi kontaktu s HIV se sleduiji
hladiny anti-HIV 1, 2 v obdobi 43 — 56 dni.

V prevenci profesionalni nakazy je po kontaminaci biologickym materialem, v zavislosti na mife rizika
infekce, mozna postexpozi¢ni aplikace normalniho lidského imunoglobulinu v pfipadé virové hepatitidy
A a specifického imunoglobulinu (Hepatec) proti virové hepatitidé B. U obou téchto nemoci je mozna i
prevence aktivni imunizaci. V pfipadé kontaminace biologickym materidlem s obsahem viru HIV se
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doporuCuje co nejrychlejSi zahajeni postexpoziéni chemoprofylaxe uzivanim kombinace
antiretrovirovych léka.

UpIné prvnim krokem pfi kontaminaci biologickym materialem, at’ uz s poranénim nebo bez
ného, je misto dobie umyt vodou a mydlem a aplikovat antisepticky virucidni prostiedek (napf.
roztok Braunolu, Softaseptu, Cutaseptu apod.).

Zachazeni s biologickym materialem

K odbéru biologického materialu se pouzivaji pouze sterilni nastroje, sterilni pomucky a jednorazové
rukavice a to vzdy pro kazdou oSetfovanou osobu. Rukavice musi splfiovat technické poZadavky na
osobni ochranné prostfedky, prostupnost musi odpovidat jejich pouZiti a mife rizika biologickych
¢initeld, jejich sila nesmi vyrazné omezit citlivost rukou. Spravny odbér biologického materialu musi
byt proveden ,lege artis® a za aseptickych podminek. Odbéry Ize provadét pouze na plose vyclenéné
pro odbér. Po odbéru je tfeba fadné oSetfit misto odbéru. Odbérova nadoba musi byt jednoznaéné
oznaCena tak, aby nemohlo dojit k jeji zaméné, a musi byt zajiSténa tak, aby nemohlo dojit ke
kontaminaci obsahu z okoli a ani okoli obsahem.

S biologickym materialem je pfi transportu nutno nakladat jako s infekénim materialem! Vzorky musi

byt dokonale zabalené, vétSinou ve dvojitych obalech (ochranny a dekontaminovatelny transportni
obal), aby nedoslo k poSkozeni nebo rozbiti.
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