Poéitani bun ék

Potfeba spocitat mnozstvi bunék vznika pfi feSeni mnoha biologickych otdzek. Mnohé z nich mivaji
také klinicky vyznam (zejména v hematologii je zjiStovani poctu krvinek kazdodennim rutinnim vySetfenim).
Podle Gcelu a charakteru bunék mohou byt ke spocitani mnozstvi bunék pouzity rizné metody. Bunky byvaji
pocitany pfimo nebo nepfimo.

Nepfimo byvaji pocitany méfenim charakteristik, které na poctu bunék zaviseji. O poctu bunék
svéd¢i jejich hmotnost, kterou lze zjistit vAZzenim. Mnozstvi bunék muze byt méfeno jako zakal suspenze
nefelometricky (napf. u bakteridlni suspenze), nebo jako podil objemu vSech bunék ve vzorku (napf.
hematokrit pro €ervené krvinky). Na mnozstvi bunék lze usuzovat také dle intenzity metabolické ¢innosti
bunék (napf. u mikrobialnich kultur), nebo podle mnozstvi nékteré slozky bunék (napf. mnozstvi
hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach). Nékdy se podobnym zpisobem naméfené hodnoty prepocitavaji podle
kalibracni kfivky na pocet bunék (napf. pfi nefelometrickém stanoveni), jindy se naméfené hodnoty
neprepoditavaji (napf. hematokrit, ktery se udava jako pomérové ¢&islo). V mikrobiologii je béZnou metodou
zjisténi poctu bunék ve vzorku téz metoda kultivaéni. Ta spocivd ve vhodném narfedéni analyzovaného
vzorku, nasledné kultivaci suspenze na vhodné pudé a spocitani mnozstvi narostlych kolonii.

Pfimo Ize bunky pocitat vrizné upravenych preparatech pod mikroskopem, nebo pomoci
automatickych pfistroja. Pod mikroskopem Ize pouzit pocitaci komdrky a suspenzi bunék umistit do ni, nebo
trvaly preparat (napf. hematologicky, histologicky). Trvaly preparat pro pocitani bunék lze zhotovit ze
znamého objemu suspenze, ktery rozetfeme na definovanou plochu a po vysuseni, fixaci a barveni buriky
spocitame. Automatické pfistroje se dnes pouzivaji v klinickych laboratofich pro pocitani krevnich bunék.
Tyto pfistroje registruji pocet elektrickych pulsu, které vznikaji pfi prichodu krvinek malym otvorem
opatfenych po stranach platinovymi elektrodami, na které je pfivadén elektricky proud. Vzhledem k relativné
malé vodivosti krvinek klesne kazdym priichodem krvinky vodivost mezi elektrodami a tento pokles je jako
puls automaticky zaznamendn. Pro pfimé pocitani v komdrce se nej¢astéji pouziva Birkerova komarka - 0,5
cm silné zabrouSené sklo, délky 7 cm a Sitky 3 cm. Horni plocha je rozdélena dvéma silnymi pfiénymi ryhami
a jednou podélnou. Stfedni ¢ast je snizena o 0,1 mm proti okoli. Pfikrytim stfedni ¢asti vznika komarka vysky
0,1 mm, spodni plocha je rozdélena jemnymi vrypy na sit znamych rozmérd. V Birkerové komurce Ize
kromé Cervenych a bilych krvinek pocitat i rdzné jednobunécné organismy, napf. fasy, kvasinky, prvoky,
spory hub, do komurky sta¢i kapnout vodnou suspenzi a pocitat tyto organismy i neobarvené.

MFizka Burkerovy kom uarky:

A / é 0,04 mm?

t

a ) 0,0025 mm” b)

Obr.1
a) celkovy pohled na mfizku
b) detail ¢asti mfizky
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1. Pogéitani erytrocyt G

Stanoveni poctu erytrocytd patfi mezi zakladni hematologicka vySetfeni. Fyziologicky pocet
erytrocyttl se pohybuje v rozmezi 4,3 — 5,3 x 10" v 1l krve u muzd a 3,8 — 4,7 x 10* v 1l krve u Zeny. P¥i
nékterych patologickych stavech dochazi ke zvySeni poctu erytrocyta (polycytémie), nebo naopak k jejich
snizeni (anémie). Na poctu erytrocytl a tim i obsahu hemoglobinu zavisi schopnost krve pfenaset kyslik.

Vzhledem k vysokému poctu erytrocytl, neni mozno pocitani provadét v nativni krvi, ale v krvi
pfiméfené zfedéné. Redéni provadime Hayemovym (&ti ejemovym) roztokem, ve kterém se erytrocyty
zvyrazni a ostatni elementy rozrusi, takze neztézuji pocitani. Hayem dv roztok obsahuje prudky jed chlorid
rtutnaty, takze je nutné s nim pracovat opatrné.

Pom tcky:

Birkerova komuarka, krev, Hayemuv roztok ( 0,25 g HgCl,, 0,5 g NaCl, 2,5 g Na,SO,, destilovana
voda do 100 ml), sklenéné pipety, pipetovaci nastavce, mikropipety, Spicky, zkumavky, mikroskop.

Postup:

Do zkumavky napipetujeme 4 ml fediciho roztoku, k nému pfidame 20 ul krve (tj. fedéni 200x).
Spicka s krvi se musi nejdfive offit a poté nékolikrat proplachnout v roztoku, aby se viechna krev dostala do
zkumavky. Zkumavku se zfedénou krvi zavieme gumovou zatkou a diikladné promichame, aby z erytrocytl
vznikla rovnomérnéa suspenze. Tu pak nabereme Pasteurovou pipetou a naplnime pocitaci komurku, tak aby
bylo rovnomérné prikryto celé pocitaci pole. Tekutina nesmi pretéct na horni plochu sklicka ani do délici ryhy

mezi poli s mfizkami.

Po naplnéni pocitaciho prostoru prfeneseme komirku na stolek mikroskopu a vyckame nékolik
minut, aby doSlo k sedimentaci erytrocytd do jedné optické roviny. Erytrocyty pocitame pod objektivem
zvétdujicim 20x, nebo 40x. Erytrocyty spoéitame ve dvaceti obdélnicich (0,01 = 1/100 mm?) napfig
komirkou, tak abychom néktera pole nepodcitali opakované. V kazdém obdélni¢ku pocitame vSechny krvinky
lezici uvnitf a ty, které se dotykaji vné i zevnitf dvou stran. Zvolime bud horni a pravou, nebo dolni a levou.
U zbylych dvou stran nepocitame ani krvinky, které se jich dotykaji zevnitf. Napocitané erytrocyty
zaznamenavame do tabulky.

Tab.1.
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Vypo €et:

Celkovy pocet erytrocytll ve 20 obdélni¢cich vydélime 20 a tak dostaneme priimérny pocet v objemu
1/1000 mm® (plocha obdélnicku 1/100 mm? vyka komurky 1/10 mm). Vysledek nasobime 1000 a tim
dostaneme mnozstvi krvinek v 1 mm?® ziedéné krve. Pfi 200 nasobném fedéni, nasobime jeété 200 a tak
ziskame skuteény pocet erytrocytt v 1 mm? krve:
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sou cet
X = — *1000 * 200

20

PFi pocitani Ize ve vzorci krétit a soucet erytrocyt ve 20 obdélniccich nasobit 10 000. Vysledné ¢islo
vyjadfime v poctu erytrocytu na 1l krve.

( Vzhledem k Fedéni a objemu kom drky ve 20 obdélnicich, Ize ziskat kone ¢ény vysledek i tak, Ze
sou éet erytrocyt & z téchto 20 obdélnik ¢ vyd élime 100, é&mz vyjde hodnota v 10 /1)

Vysledek :
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2. Pogéitani leukocyt G

Mnozstvi bilych krvinek je dulezitym ukazatelem obranyschopnosti organismu a jeho
imunobiologického stavu. Pocet leukocytl kolisd v zavislosti na fadé vlivi podstatné vice nez pocet
erytrocytdl. Fyziologické hodnoty jsou v rozmezi 4 — 9 x 10° v 11 krve. Hodnoty vy$3i nazyvame leukocytéza,
nizSi leukopenie.

Leukocyty se mohou pocitat podobné jako erytrocyty, pfi pocitani v B. komurce se jako fedici roztok
pouziva Turk av roztok (1 ml kyseliny octové, 1 ml 1% roztoku gentianové violeti, do 100 ml destilovana
voda). Ledova kyselina octova rozrusi erytrocyty a trombocyty, neporusi vSak leukocyty. Gentianova violet
obarvi jadra leukocyt(, které jsou pak vyrazné a daji se snadno spocitat.

Pom tcky:

Birkerova komurka, krev, Turkav roztok, zkumavky, mikropipety, Spi¢ky, mikroskop

Postup:

Do zkumavky napipetujeme 380 pl Tirkova roztoku a pfidame 20 pl krve (tj. Fedéni 20x). Spi¢ku od
krve nékolikrat proplachneme fedicim roztokem. Zkumavku uzavieme gumovou zatkou a dokonale
promichame, aby vznikla rovnomérna suspenze leukocytl. Preparat pfipravime obdobnym zpiasobem jako u
erytrocyttl. Po&itame pod objektivem zvétsujici 20x, nebo 40x v 50 velkych (0,04 = 1/25 mm?) &tvercich
pocitaci mfizky pfi zachovani stejnych zasad, pfi kterych jsme pocitali erytrocyty.

Tab.2.
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Vypo et:

Celkovy pocet leukocytd v 50 ¢tvercich délime 50 a tak ziskame pramérny pocet leukocytd v objemu
1/250 mm® (plocha obdéInicku 1/25 mm? vyska komtrky 1/10 mm). Pfevedeme objem na 1 mm® a
vynasobime fedénim.

sou éet
X= — *250*20
50

PFi pocitani v 50 ¢tvercich a fedéni 20x mGzeme ve vypoctu kratit, pak staci soucet v 50 ¢tvercich nasobit
100. Ziskanou hodnotu pfevedeme na 1l krve.

(Vzhledem k fedéni a objemu kom drky v 50 ¢tvercich, Ize ziskat kone ény vysledek i tak, ze sou cet
leukocyt @1 z téchto 50 étverc @ vyd élime 10, émz vyjde hodnota v 10 /1)

Vysledek:
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