BARVENI ]
RETIKULOCYTU
(Postup €. R 4132)

SIGMA-ALDRICH®

POUZITI

Retikulocytové barveni je ureno k identifikaci retikulocytd v krevnich filmech.
Reagencie retikulového barviva jsou uréeny k "diagnosticein vitro."

V roce 1949 predstavil Brecher' novou methylenovou modfici metodu k identifikaci
retikulocytl zalozenou na srézeni ribosoméalni RNA pomoci kationtového barviva. Ta je
nyni nahrazena jinou metodou a je uznavanym postupem pro kvantifikaci retikulocytt v
periferni krvi.?

Sigma-Aldrich vyrabi stabilni roztok pro barven retikulocytd v krevnich filmech. Krev
a roztok na barveni retikulocytd se smichaji a kratce inkubuiji pfi pokojové teploté. Klinové
nebo propojené stéry jsou dany na mikroskopicka sklicka, susi se na vzduchu a
vyhodnocuji se v olejové imerzi pod svételnym mikroskopem. Pozitivné vyhodnocené
krvinky maji dvé nebo vice modre zbarvenych zrnicek.

REAGENCIE

BARVIVO PRO RETIKULOCYTY, katalogové €. R 4132

Nova methylenova modf, 1 % (w/v), chloride sodny, 0,9 % (w/v) a oxalate draselny,
1,6 % (W/V).
ULOZENI A STABILITA:

Skladujte barvivo pro retikolocyty pfi pokojové teploté (18-26 °C). Reagencie jsou
stabilni do data pouzitelnosti.

PRIPRAVA:
Barvivo pro retikulocyty se dodavé pripravené k okamzitému pouZziti.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat béznd bezpe€nostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciem. Odpad likvidujte v souladu se vS§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy.
Viz Bezpec€nostni list k materialu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpeci
a bezpecnosti.

EU Prohlasent o rizicich a bezpecnosti (Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana)
Reagencie barvivo pro retikulocyty je DRAZDIVE. Drazdi o¢i, dychaci systém a pokozku.
V piipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporuéuje se provadét odbér vzorkll v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znamé4 zkuebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajigténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkarové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Krev Ize sbirat do standardnich klinickych laboratornich vakuovanych zkumavek.
Vhodné jsou v8echny bézné antikoagulanty (napf. heparin, citrat a oxalat). Draselna sul
kyseliny etylendiamintetraoctové (K; EDTA) je nejvhodnéjsi antikoagulant. Jestlize postup
neni proveden béhem 2-3 hodin od odbéru, uchovavejte krev pfi 4 °C. Krev se musi zahrat
na pokojovou teplotu a pred pouzitim diikladné promichat. Nedoporucuje se pouzivat krev
starsi vice nez 24 hodin.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY:
Mikroskop

Nastroj pro odbér krve nebo cytocentrifuga

Sklenéné zkumavky, 10x75 nebo 12x75 mm

Laboratorni kapatka nebo Pasteurovy pipety

Mikroskopicka a kryci sklicka

POZNAMKY:

Doporucuje se, aby se s krevnimi stéry ze zdravych darct zpracovavaly zaroven
pacientské vzorky jako normalini kontroly.

V barvivu pro retikulocyty se muze utvofit mala srazenina. Zjistite-li srazeninu,
prefiltrujte pfes laboratorni filtrovaci papir.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by
se provérit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

POSTUP:

1. Pridejte tfi kapky dobfe promichané krve a dvé kapky retikulocytového barviva do
sklenéné zkumavky a dobre promichejte. Nechejte ustat 10 minut pfi pokojové teploté
(18-26 °C).

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

1-CZ

2. Obvyklym zpUusobem pfipravte stéry a nechejte je uschnout na vzduchu nejméné na 15
minut. Kontrastni barveni se nedoporucuije.
3. Prikryjte krycim sklitkem a zkoumeijte pod mikroskopem.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Obarvené krevni filmy se vyhodnocuiji subjektivné na pfitomnost nebo nepfitomnost
retikulocytll. Za retikulocyt je povazovana kazdéa ¢ervena krvinka obsahujici dva nebo vice
modre zabarvenych ¢astic.?

Pouzitim olejového objektivu 100x a okularu 10x nahodné vyhledejte oblasti filmu, kde
jsou &ervené krvinky blizko sebe, ale nedotykaji se ani se neprekryvaji. Spocitejte 1000
Cervenych krvinek v&etné retikulocytu. Podil retikulocytl se vypocte nasledovné:

Vypocet retikulocyttl (%) = Celkové mnozstvi retikulocytl
10
Hodnoty normélniho dospélého jedince 1,0 + 0,5 %.?

Vzhledem k variabilité hematokritu, je potfeba provést korekci pozorovaného
mnozstvi retikulocytt na normalni hematokrit 45 %:

Korigovany vypocet retikulocyttl (%) =
Pozorované mnozstvi x naméreny hematokrit (%)
45 %

U normalnich neanemickych pacientt jsou retikulocyty prokazany v krevnim obéhu
Ctvrty den maturace nasleduijici po tfech dnech maturace v dreni. Faktory zvySujici tvorbu
Cervenych krvinek mohou zkratit ¢as zrani kostni drené, avak prodlouzi dobu maturace
krve. Velké zmény vyslednych poétd "zmén" obéhu retikulocytt v krvi nesmi byt
zapocitavany pfi kvantifikaci retikulocytl jako dikaz tvorby Cervenych krvinek.*® Zmény
bunék Ize detekovat pomoci filmu barveného Wrightovym barvivem® a stanovit produkéni
index retikulocyt(® korigovanym vypoctem retikulocytt a hematokritu:

Produkéni index retikulocyttd = korigovany vypocet tetikulocytl (%)
Ocekavana doba maturace (dnt)

S nésledujicim oéekavanym ¢asem maturace:

Pocet dnu Hematokrit
1 45 %
1,5 35 %
2 25 %
3 15 %

Produkéni index retikulocyttl vétsi nebo roven 3 je povazovan za normalni, pficemz
index mensi nez 2 je niz8i nez normaini.?

Pokud se zjisténé vysledky liSi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za ¢elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduiji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu(t) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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