Лабораторні заняття з
навчальної дисципліни «Вікова анатомія та фізіологія»
	спеціальності 227 Фізична терапія, ерготерапія

Вікові особливості крові, її склад та функції
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Мета роботи: засвоїти вікові особливості формених елементів крові, гемостазу у дітей, вивчити вчення про групи крові, опанувати методики підрахунку формених елементів крові, методики визначення груп крові та методики дослідження часу зсідання крові.

Теоретична частина
Кількість крові у новонароджених дітей – близько 0,5 л, у дорослих – 4–6 л, але кількість крові у новонароджених дітей, що припадає на одиницю маси тіла, більша, ніж у дорослих. Маса крові по відношенню до маси тіла становить у новонароджених в середньому – 15%, у грудних дітей – 11%, у дорослих – 7%. До 12 років відносна кількість крові наближається до величин, характерних для дорослої людини. У період статевого дозрівання кількість крові дещо зростає.
Еритроцити. У перші дні життя об'єм еритроцитів, що припадає на одиницю маси тіла набагато більший, ніж у дорослих. Належна концентрація еритроцитів у дорослих чоловіків становить – 4,5–5,5х1012/л, у жінок – 3,7–4,7х1012/л.
У періоді новонародженості концентрація еритроцитів різко знижується, що пояснюється інтенсивним руйнуванням еритроцитів. Цей процес у новонароджених супроводжується фізіологічної жовтяницею. Починаючи з другого півріччя концентрація еритроцитів поступово збільшується і до 16–18 років відповідає нормі дорослих.
Кров новонароджених містить велику кількість гемоглобіну (208 гхл–1). З другого дня життя кількість гемоглобіну починає знижуватися, досягаючи мінімальних величин до 7 місяця (120 гхл–1). Після 1 року життя кількість гемоглобіну поступово зростає і після 15 років досягає величин, властивих дорослим (Ж: 120–140 г/л; М: 130–160 г/л).
Лейкоцити. У новонароджених вміст лейкоцитів великий, їм властивий фізіологічний лейкоцитоз (16х109/л).
У дітей грудного віку концентрація лейкоцитів становить в середньому 9,0х109/л. Після 1 року концентрація лейкоцитів поступово зменшується і досягає норми дорослих після 15 років. У крові дорослих міститься 4,0–8,5х109/л лейкоцитів.
Тромбоцити. У новонароджених концентрація тромбоцитів становить в середньому 220х109 / л. У дорослих – 200–400х109 / л, тобто концентрація тромбоцитів така ж або трохи нижче. Зсідання крові. Поки кров тече по неушкоджених кровоносних судинах – вона рідка. Але варто поранити судину, як швидко утворюється згусток. Кров людини згортається протягом 3–4 хв.
В основі зсідання крові лежить зміна фізико– хімічного стану розчиненого в плазмі крові білка фібриногену. Він в процесі зсідання перетворюється в нерозчинний фібрин. У процесі зсідання крові беруть участь 12 факторів зсідання крові. Відсутність в крові деяких з них призводить до кровоточивості.
В організмі утворюються речовини, що перешкоджають зсіданню крові. Наприклад: гепарин або речовини, що розчиняють тромб, який вже утворився – фібринолізин.
Таким чином в крові існують одночасно три системи: зсідання, протизсідання і фібринолітична.
Для новонароджених характерна низька концентрація багатьох факторів системи зсідання крові. Проте час зсідання у новонароджених приблизно такий же, як у дорослих. Це пояснюється тим, що швидкість зсідання визначається не тільки концентрацією окремих факторів, а й співвідношенням їх концентрацій.
Фібринолітична активність плазми крові в ранньому онтогенезі може бути різною: за одними даними вона відносно низька, за іншими – висока.
Концентрація факторів зсідання, яка властива дорослим, встановлюється лише до кінця підліткового періоду.

Практична частина

Завдання 1. Визначення груп крові за системою АВ0 за допомогою стандартних сироваток.
*Ознайомитись з особливостями проведення метода визначення груп крові за системою АВ0 за допомогою стандартних сироваток.

На предметному склі (або тарілці) олівцем по склу роблять позначення стандартних сироваток групи 0(1), групи А(П) і групи В(Ш). 
Відповідно цим позначенням наносяться по великій краплі стандартні сироватки різними пінцетами або скляними паличками. Потім роблять прокол пальця й різними кінцями скляних паличок (або різними кутами предметного скла) беруть кров і переносять її в краплі сироваток (крапля повинна бути в 10 раз менше краплі сироватки). Перемішують кров з сироваткою й залишають на 3 – 5 хв. (можна додати по краплі фізіологічного розчину). Потім визначають, де відбулася реакція аглютинації, які аглютиногени є і яких немає в досліджуваній крові. 

[image: ]
*За посиланням, що наведене нижче ознайомитись з відеоматеріалом де відображено проведення метода визначення груп крові.
Відеоматеріал «Методи визначення груп крові»  за посиланням: https://www.youtube.com/watch?v=KJlOupRYGdI



У висновку до завдання:
· Дати визначення, що таке реакція аглютинації
· Дати визначення, що таке аглютиногени
· Записати міжнародну класифікацію груп крові (буквене позначення)
· Обґрунтувати приналежність досліджуваної крові до тієї або іншої групи крові.

Завдання 2. Визначення груп крові за системою АВ0 за допомогою цоліклонів
*Ознайомитись з особливостями проведення метода визначення груп крові за системою АВ0 за допомогою цоліклонів.

Цоліклони – це моноклональні антитіла, отримані шляхом генної інженерії з крові стерильних мишей, що застосовуються для визначення групи крові системи АВ0.
На відміну від стандартних сироваток, цоліклони відрізняються дуже високою активністю і авідністю, тобто часом настання і виразністю реакції аглютинації (склеювання). Основними цоліклонами є: анти–A, анти–B, анти–AB, анти–0 і інші. За ним визначають групи крові і резус–фактор.
Визначення групи крові даним методом проводиться в лабораторії. Температура повітря в приміщенні повинна становити від +15 до + 25 градусів C. Дослідження повинно проходити при хорошому освітленні. Всі реагенти потрібно зберігати щільно закритими, оскільки при висиханні активність антитіл значно знижується. Не можна використовувати каламутні реагенти, що містять осад. Для кожного з них потрібна окрема піпетка. Процедура проводиться на планшеті або тарілці білого кольору, поверхня яких повинна добре змочуватися. Завдяки високій авідності і активності цоліклони, є можливість застосування по одній серії анти–A і анти–B реагентів.
На планшеті роблять написи: анти–A і анти– B. Під відповідні написи капають цоліклони в кількості приблизно 0,1 мл. Реагент анти–A має жовтувато–рожевий колір, анти–B – синій. Поруч з моноклональними антитілами капають по краплині крові і змішують її з реагентами скляною паличкою або куточком предметного скла.
Протягом 2,5 хвилин ведуть спостереження за аглютинацією, при цьому планшет злегка похитують. Потім оцінюють результат. Треба сказати, що для спостереження за процесом непотрібні жодні пристосування. Аглютинати добре видно неозброєним оком, вони швидко зливаються і утворюють великі часточки. Якщо склеювання не відбувається, крапля реагенту рівномірно забарвлюється в червоний колір.
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1. Якщо аглютинація відсутня (із цоліклонами анти–A, і з анти–B), в еритроцитах немає ні антигену A, ні B. Це I група.
2. Якщо аглютинація є лише з цоліклоном анти–A, в еритроцитах міститься тільки антиген A. Це кров II групи.
3. Якщо аглютинація спостерігається лише з цоліклоном анти–B, в червоних клітинах є тільки антиген B. Це III група.
4. Якщо аглютинація відбулася з цоліклонами і анти–A, і анти–B, в еритроцитах є обидва антигени. Для виключення аутоаглютинаціі проводять контрольну процедуру: змішують ізотонічний розчин натрію хлориду (0,1 мл) і досліджувану кров (0,01 мл). Якщо аглютинація відсутня, то це IV група.
Визначення резус–фактору
На планшет наносять велику краплю реагенту анти–D–супер.                      Поруч – маленьку (в 10 разів менше) досліджуваної крові, яку змішують з реагентом і оцінюють результат. Якщо почалася аглютинація, кров є                  резус–позитивною, при негативному резус–факторі аглютинації не відбувається.
Моноклональні реагенти для визначення групи крові мають явні переваги в порівнянні зі стандартними сироватками. Вони забезпечують дуже точний результат, а сама процедура безболісна, безпечна і займає дуже мало часу.

У висновку до завдання:
· Дати визначення, що таке цоліклони.
· Чим відрізняються цоліклони від стандартних сироваток?
· Що є показником визначення групи крові при проведенні методики за допомогою цоліклонів?
· Дати визначення, що таке резус-фактор.
· Що є показником визначення резус-фактора при проведенні методики за допомогою цоліклонів?


Завдання 3. Визначити кількість гемоглобіну за допомогою гемометра Салі.
*Ознайомитись з особливостями проведення метода визначення кількості гемоглобіну за допомогою гемометра Салі.

У градуйовану пробірку гемометра наливають 0,1 N розчин HCl до нижньої кільцевої мітки. Роблять укол у м'якоть пальця, забирають у капіляр 20 мм3 крові, випускають її в розчин HСl, перемішують вміст пробірки і залишають стояти на 5 хв.
Потім до розчину, розмішуючи додають по краплях дистильованої воду до тих пір, поки колір розчину не буде однаковий з кольором стандарту (обчислення ведуть по нижньому меніску). За шкалою визначають вміст гемоглобіну в од. Салі (відносний зміст) або в % (абсолютний зміст).
Якщо на приладі є не дві шкали, а одна (в од.Салі або %), то роблять перерахунок, виходячи з того, що 100 од. Салі відповідає 16,7 гр. гемоглобіну. 
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Гемометр Салі (схематично)
1 – штатив, 2– пробірки із стандартними розчинами, 3 – градуйована пробірка, 4 – капіляр Салі, 5 – піпетка, 6 – скляна паличка


У нормі гемоглобіну міститься в чоловіків 13 – 16 г %, у жінок –                    12 –14 – це абсолютний вміст гемоглобіну.
У нормі відносний вміст гемоглобіну (по Салі) – у крові чоловіків                  80 –90 од.Салі, жінок 70 –80 од.Салі.

*За посиланням, що наведене нижче ознайомитись з відеоматеріалом де відображено проведення визначення кількості гемоглобіну за допомогою гемометра Салі.
Відеоматеріал «Визначення кількості гемоглобіну за допомогою гемометра Салі»  за посиланням:

https://www.youtube.com/watch?v=if0NdLGzIs8


Завдання 4. Визначення часу зсідання крові

*Ознайомитись з методом визначення часу зсідання крові.

На предметне скло нанести краплю крові діаметром 5–6 мм. Включити секундомір і кожні 20–30 секунд у краплю крові занурювати тонкий скляний капіляр.
Час зсідання визначають з моменту появи першої тонкої нитки фібрину при витяганні капіляру із краплі крові. В нормі зсідання крові становить близько 5 хв.
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Метод Моравіца

Завдання 5. Підрахунок еритроцитів

*Ознайомитись з методом підрахунку еритроцитів

Для підрахунку формених елементів кров розбавляють в хімічній пробірці. В якості розчинника при підрахунку еритроцитів застосовують гіпертонічний 3%–вий розчин NaCl, в якому еритроцити зморщуються. Це робить їх більш контрастними в полі зору мікроскопа. 
У хімічну пробірку (пронумеровану) налийте 4 мл 3% розчину NaCl. Після цього зробіть прокол, наберіть кров капіляром Саллі до позначки 0,02 мл. Опустіть капіляр в пробірку з розчином, видуйте кров. Капіляр кілька разів промийте верхнім пластом того ж розчину. До рахункової камери Горяєва притирають покривне скло до появи веселкових кілець. Вміст пробірки добре змішують, набирають у піпетку, одну краплю випускають на вату, а далі заповнюють рахункову камеру.
           [image: ]                                  [image: ]
          Сітка Горяєва                                Вид клітин у великих квадратах
                                                               сітки Горяєва під мікроскопом

Рахують еритроцити в п'яти великих (80 малих) квадратах сітки Горяєва, розташованих по діагоналі. Потім обчислюють кількість еритроцитів в 1 мм крові, використовуючи для цього формулу:
[image: ], де 
Х – кількість еритроцитів в 1 мм крові
а – кількість еритроцитів в 80 малих квадратах сітки Горяєва
80 – кількість маленьких квадратів
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	– об'єм 1 маленького квадратика (сторона одного маленького квадратика 1/20 мм, "висота" камери – 1/10 мм



200 – ступінь розведення крові.

Норма еритроцитів:
Чоловіки – 4,5 – 5,5х1012/л
Жінки      – 3,7 – 4,7х1012/л.

Завдання 6. Підрахунок лейкоцитів
*Ознайомитись з методом підрахунку еритроцитів

Для підрахунку лейкоцитів у пробірку наливають 0,4 мл 5%–го розчину оцтової кислоти підфарбованої барвником метиленовим синім і додають 0,02 мл крові. Оцтова кислота гемолізує плазматичні мембрани всіх формених елементів, а барвник метиленовий синій забарвлює ядра лейкоцитів. Струшують пробірку 1–2 хв.
До рахункової камери притирають покривне скло до появи веселкових кілець. Одну краплю випускають на вату, заповнюють рахункову камеру і рахують лейкоцити в 25 великих квадратах сітки Горяєва. Потім обчислюють кількість лейкоцитів в 1 куб.мм.крові, використовуючи для цього формулу:

[image: ], де 
Х – кількість лейкоцитів в 1куб. мм крові
В – кількість лейкоцитів в 25 великих квадратах сітки Горяєва
	[image: ]
	– об'єм одного великого квадрата (сторона великого квадрата = чотирьом 250 маленьким квадратам = 4/20 мм = 1/5 мм, висота камери = 1/10 мм.)



20 – ступінь розведення крові.

У нормі кількість лейкоцитів коливається 4,5 – 9, 5 тис. в I куб. мм. крові.
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