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PREDGOVOR

Delovni zvezek, ki ga imate pred seboj, je plod dolgoletnih izkuSenj in dela z dijaki. Vaje
podpirajo teoreti¢ni pouk iz predmeta hematologija in zato potekajo vzporedno s snovjo, ki jo
boste poslusali pri predavanjih.

Delovni zvezek ima naslednje sestavine: naslov vaje, datum, teoreti¢ne osnove, pribor in
material, delo, rezultat, obrazlozitev rezultata, oznaka, da je bila vaja opravljena in opombe.
Opombe so namenjene pisnemu komentarju ucitelja/ice, ki je delovni zvezek pregledal/a.

V kratkem »teoreticnem delu« se boste seznanili z na¢inom dela, ki ga boste opravljali pri
vajah. Temu sledi natancen opis postopka, ki ga boste izvajali. Pazljivo preberite teoreti¢ni
del, da boste razumeli, zakaj to vajo sploh izvajamo in kaj nam povedo dobljeni rezultati.

V »priboru in materialu« so navedeni vsi laboratorijski pripomocki, reagenti in material, ki ga
boste analizirali. Stevila ¢as, epruvet in njihovega volumna nimate navedenega. To morate
ugotoviti sami na podlagi postopka in §tevila dijakov v skupini. Ce skupina potrebuje manj
kot 10 mL reagenta, kot je to primer pri merjenju Steviléne koncentracije levkocitov, ne boste
potrebovali velike 500 mL-¢aSe, kamor je potrebno preliti reagent.

V rubriki »delo« so po tockah navedene faze dela, daljs$i postopki pa so opisani v teoreti¢nih
osnovah. Dosledno se drzite vrstnega reda posameznih faz. Delajte samostojno in se drzite
napotkov delovnega zvezka. Sele e esarkoli ne razumete, vprasajte za pojasnilo uditelja/ico.
Ne zanasajte se zgolj na nasvete sosolcev oz. soSolk glede nacina izvedbe vaje, ker so lahko
napacni.

Po koncani vaji takoj vpiSite rezultat in pospravite delovno povrsino. Ne pozabiti preveriti, ali
je rezultat tocen. V primeru napacnega rezultata analizirajte celoten postopek dela in skusajte
ugotoviti, kje ste naredili napako. Svoja opazanja skrbno zabelezite v delovni zvezek.

Na koncu vecine vaj imate vprasanja za domaco nalogo. Namenjena so preverjanju in
utrjevanju znanja iz vaj kot tudi iz teoreticnega pouka. Domaco nalogo lahko naredite tudi v
Soli v okviru vaje, ¢e jo predcasno koncate.

Prakti¢no delo pri vajah je pomembno dopolnilo teoreti¢nega znanja. Ceprav v hematoloskih
laboratorijih vecino preiskav izvajajo hematoloski analizatorji, je za razumevanje hematolo-
Skih preiskav potrebno analize izvesti ro¢no. Razvoj je Sel v smeri od ro¢nih metod do
avtomatiziranih in Se zdale¢ ni koncan. Z ogledom celic pod mikroskopom si boste lazje
predstavljali, kako posamezne celice izgledajo, znanje pa boste utrdili, ¢e doloceno celico,
kljub slikovnemu gradivu, ki ga imate v ucCbeniku, tudi nariSete in pobarvate. Izkustveno
znanje je veliko pomembnejsSe kot znanje, ki vam ga posredujejo drugi.

Zelim si, da vam bo delovni zvezek koristen pripomoéek pri spoznavanju in razumevanju
osnov hematologije in da boste prek njega usvojili ves¢ine in znanja, potrebne za poklic
laboratorijski tehnik, poleg tega pa razvijali radovednost, vedoZeljnost in dvom o dobljenih
rezultatih.

Avtorica
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1. Varstvo pri delu, navodila za delo, ogled hematolo$kega laboratorija, pribor in pipetiranje
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Datum:

1 VARSTVO PRI DELU, NAVODILA ZA DELO, OGLED
HEMATOLOSKEGA LABORATORIJA, PRIBOR IN PIPETIRANJE

VARSTVO PRI DELU

Kemikalije shranjujemo v posebnem prostoru (protipozZarna omara).

V laboratoriju je prepovedano malicanje, pitje kave in kajenje. Za malico je namenjen
poseben prostor, lo¢en od laboratorija.

Laboratorijski delavci so cepljeni proti hepatitisu B.

Pri delu je treba nositi zapete delovne halje in primerno obuvalo.

Za brisanje rok se uporabljajo le papirnate brisace.

Pri odvzemu krvi se uporablja sterilen pribor za enkratno uporabo (gaze, igle,
razkuzilo v obliki razprsila).

Pri delu s kuznim materialom se uporabljajo rokavice za enkratno uporabo. Tudi pri
delu z rokavicami je nujna pazljivost, ker niso neprepustne in lahko virusi, ki so zelo
majhni, prodirajo skozi pore rokavic.

Pri pomivanju steklovine je bolje uporabiti gospodinjske rokavice, ker so debelejse.
Pipetiranje z usti je prepovedano. Pipetiramo lahko le z avtomatskimi pipetami, s
pipetorji ali s steklenimi pipetami z zogico za pipetiranje.

V laboratoriju mora biti omarica za prvo pomoc.

KuzZni material, ki vsebuje virus HIV ali virus hepatitisa B, so v€asih oznacevali z
rumeno nalepko, kako pa bo v prihodnje, se $e niso dogovorili.

Z vsem bioloSkim materialom je treba ravnati, kot da je kuZzen.

Kuzni material odlagamo v za to namenjene zabojnike (ne v kos za smeti), enako velja
tudi za rabljene kemikalije.

NAVODILA ZA DELO

Steklovina in drug pribor

Steklovina in drug pribor (nastavki za pipete, zamaski ...) morajo biti kemijsko ¢isti, ker le
Cist pribor zagotavlja, da bodo rezultati analiz biolosSkega materiala to¢ni. Pribor pomivamo z
vodo in detergentom, splaknemo z navadno vodo, nato pa Se z destilirano vodo. Na koncu
posusimo brez brisanja.

/ Opozorilo

Ne puscajte razbite steklovine v lijaku! Za red in Cistoco skrbi vsak dijak sam, za nadzor in
red pa so odgovorni reditelji. Ti tudi poskrbijo, da bo po koncanih vajah ves pribor pomit in
pospravljen na svojih mestih.

Epruvete pred analizo oznac¢imo z alkoholnim flomastrom. Ozna¢imo jih s Stevilko ali z
imenom preiskovanca. Po kon€anem delu moramo z epruvet odstraniti napis. Odstranimo ga
lahko ze samo s S¢etko za pomivanje epruvet ali pa z vato, namoceno v alkohol.

Epruvete v laboratorijih zdravstvenih ustanov imajo vecinoma ¢rtno kodo (barkodo).
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1.2.2 Reagenti

Preracunano koli¢ino reagenta (le toliko, kot ga potrebujemo za analizo) prelijemo v ¢aSo,
oznaceno z alkoholnim flomastrom, da ne bi prislo do nepotrebnih zamenjav razli¢nih
reagentov.

Pogledati je treba rok trajanja reagenta in nacin shranjevanja.

Liofilizirani reagenti

Liofilizirani reagenti so reagenti v suhi praskasti obliki. Dobijo jih iz raztopin dolo¢ene
koncentracije, ki jim odstranijo vodo pod posebnimi pogoji (pri niZji temperaturi in znizanem
tlaku). Zaradi susSenja pri dovolj nizkih temperaturah in ob odsotnosti vode so sestavine
liofiliziranih reagentov, kontrolnih serumov in standardov kemijsko in fizikalno stabilnejse od
njihovih raztopin.

Liofilizirane reagente raztopimo z destilirano vodo z rahlim obracanjem brez stresanja.
Uporabimo jih lahko Sele po dolo¢enem cCasu od takrat, ko jih raztopimo, kar je navedeno v
navodilih proizvajalca. Raztopljeni reagenti imajo krajsi rok trajanja, zato jih ne smemo
raztopiti prevec naenkrat.

Postopek liofilizacije

1. Prva faza liofilizacije je zamrzovanje vodne raztopine, pri ¢emer nastanejo kristali ledu.
2. 'V drugi fazi odstranijo kristale vode pri znizanem tlaku s sublimacijo.
3. 'V tretji fazi gre za suSenje pri nizkih temperaturah.

Destilirana in demineralizirana voda

Destilirana in demineralizirana voda ne vsebujeta raztopljenih snovi (kationov, anionov ali
nedisociiranih spojin). Zaradi odsotnosti raztopljenih snovi takSna voda ne prevaja
elektricnega toka. Razlika med obema vodama je le v njuni pripravi. Destilirano vodo dobimo
s postopkom destilacije, demineralizirano vodo pa s postopkom demineralizacije z ionskimi
izmenjevalci. Po doloCenem Casu se ionski izmenjevalci nasitijo in jih je potrebno regenerirati
s kislinami in bazami.

Izotoni¢ne, hipotoni¢ne in hipertoni¢ne raztopine

Izotoni¢ne raztopine imajo enak osmotski tlak oz. enako Stevilo raztopljenih snovi (anionov,
kationov, molekul) kot telesne tekocine (kri, vsebina krvnih in drugih celic, solzna tekocina).
Zaradi tega izotoni¢na raztopina, ¢e jo vnesemo v telo, ne poSkoduje celic, ker voda niti ne
prodira v celice niti se ne izlo¢a iz njih.

Hipotoni¢ne raztopine imajo nizji osmotski tlak oz. manjse Stevilo raztopljenih snovi
(anionov, kationov, molekul) kot telesne tekoCine. Zaradi tega hipotoni¢na raztopina, ¢e jo
vnesemo Vv telo, poSkoduje celice, ker voda prodira v celice, da bi se osmotska tlaka izenacila.
Celica ne zdrzi pritiska vode in poci.

Hipertonicne raztopine imajo visji osmotski tlak oz visje Stevilo raztopljenih snovi (anionov,
kationov, molekul) kot telesne tekocine. Zaradi tega hipertoni¢na raztopina, ¢e jo vnesemo v
telo, poskoduje celice, ker voda prodira iz celic, da bi se osmotska tlaka izenacila. Celica se
posusi in propade.



1. Varstvo pri delu, navodila za delo, ogled hematolo$kega laboratorija, pribor in pipetiranje

1.2.3 Napake pri delu

Napake pri delu razdelimo na grobe, sistemati¢ne in slucajne napake.

1. Grobe napake: zamenjava vzorcev ali reagentov, neoznacevanje vzorcev, napacen izracun
rezultata, uporaba pipet z napacnim volumnom itd.

2. Sistemati¢ne napake: pokvarjeni reagenti, ki imajo pretecen rok uporabnosti, napacno
shranjevanje reagentov, tovarniska napaka, napake pri merilnih instrumentih,
netocnost pipet itd.

3. Slucajne napake: nezadostno mesanje zmesi vzorca in reagenta, nenatancno pipetiranje
itd.

1.2.4 Pipete in pipetiranje

Pipetiramo lahko s klasi¢nimi steklenimi pipetami, z avtomatskimi pipetami ali s pipetorji.
Pipete kazejo tocen volumen le, ¢e ima tekoc€ina, ki jo pipetiramo, sobno temperaturo oziroma
najpogosteje temperaturo 20 °C. Poleg temperature in volumna mora imeti pipeta tudi oznako,
ki nam pove, ali je treba tekocino po napolnitvi pipete do konca izprazniti (izpihati), ali pa jo
pustimo, da sama izteCe iz pipete in v njej ostane Se dolocen preracunan volumen tekocine.
Taks$ne oznake na pipetah so angleske kratice IN, EX, TC ali TD.

Oznake IN, EX, TC, TD na steklenih pipetah

Oznaki IN in TC pomenita, da je treba vsebino pipete izpihati. Pravi je tisti volumen, ki je v
pipeti. Angleska beseda IN v slovenskem jeziku pomeni v. Kratica TC izhaja iz angleske
besede »to contain« in pomeni vsebovati. Oznaki EX in TD pomenita, da moramo tekoc¢ino
pustiti, da sama izteCe iz pipete, v pipeti pa ostane dolocen stalni volumen, ki se ga ne sme
izpihati in ni vracunan v volumen, ki piSe na pipeti. Angleska beseda EX pomeni v
slovenskem jeziku iz, kratica TD pa izhaja iz angleske besede »to discard« in pomeni
zavreci.

Pipetiranje z avtomatskimi pipetami

Vecina avtomatskih pipet ima dve stopnji pipetiranja iz razloga, da lahko iz pipete iztisnemo
tudi zadnjo kapljico teko¢ine podobno kot pri steklenih pipetah z oznako IN, ko moramo
zadnjo kapljico izpihati Sele z usti. Ko pipetiramo, moramo tekocino povle¢i samo do prve
stopnje, da ne dobimo napa¢nega volumna.

Vsebine z avtomatsko pipeto ne smemo potegniti prehitro, ker lahko del tekocine prodre v
notranjost pipete in jo onesnaZzi, pipeta pa se scasoma zamasi. Ne smemo pozabiti, da so
onesnazene pipete s kuznim materialom tudi vir okuzbe. Zato je treba avtomatsko pipeto po
kon¢anem delu, pogosto pa tudi ze med samim delom, ocistiti in razkuziti z etanolom.

Paziti moramo, da nastavki za pipetiranje niso zamaseni, da ni zamaSena odprtinica v pipeti in
da pipeta ne pusca. Pipete, ki imajo namescene steklene kapilare, nimajo dveh stopenj
pipetiranja, ker se iz njih iztisne vsa vsebina. Te pipete moramo na koncu izplakniti z
destilirano vodo in vodo pustiti v notranjosti kapilare do naslednje uporabe.

Ker je kri suspenzija celic v plazmi, jo je treba pred pipetiranjem dobro premesati. Po dodatku
reagenta in tik pred meritvijo zmes ponovno premesamo.
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Delo

1. Oglejte si hematoloSki laboratorij in zapiSite, kje je shranjen posamezen pribor oz.

material.

Oglejte si in zapiSite, kje dobimo demineralizirano vodo.

Oglejte si in narisite klasi¢no lanceto in polnilno pipeto z volumnom 4975 pL.

Oglejte si merilno pipeto.

Oglejte si komorico za Stetje krvnih celic.

Pipetirajte destilirano vodo s klasi¢no stekleno pipeto z Zogico za pipetiranje in ob

upostevanju oznak IN, EX, TC oz. TD.

7. Pipetirajte destilirano vodo z avtomatskimi pipetami ob upostevanju navodil
pipetiranja z avtomatskimi pipetami.

SNk L

Rezultati

1. Pribor in material v hematoloSkem laboratoriju

Reagente Shranjujemo ... ..ot e
Posodice za barvanje krvnih razmazov, predmetna stekla, brusena krovna stekla in stekla z

vdolbinicami za ugotavljanje krvnih skupin shranjujemo .................oo,
Epruvete Shranjujemo ... .....oouiiniit i

Zogice za pipetiranje, steklene palcke, pincete Shranjujemo ...............ccoveeeeiueeiiieeinneen,

3. Slika klasi¢ne lancete: Slika polnilne pipete (za pipetiranje 4975 uL. Hayemovega
reagenta, ki je reagent za red¢enje krvi pred Stetjem
eritrocitov v komorici):
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IL_JI Domaca naloga

1. NapiSite po dva primera grobe napake, sistemati¢ne napake in slu¢ajne napake.

4. Kaj pomenijo oznake EX in IN na klasi¢nih pipetah? Ali so te oznake tudi na drugem
merilnem priboru (graduiranih ¢aSah, merilnih buckah in merilnih valjih)?

8. Ali je lahko avtomatska pipeta vir okuzbe? Razlozite odgovor. .............ccoooiiiiiin.
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9. Zakaj moramo steklovino na koncu spirati z destilirano vodo? Katere napake se lahko
zgodijo, ¢e steklovina ni dobro sprana?

10. Kaksna je razlika med destilirano in demineralizirano vodo? ...........ccccceceevirieneenienienennns
11. Kajje graduirani 1aboratorijski pribor? ..........cccceeiiiiiiiiieiieeee e
12, KaKO CISHIMO PIPELE? ..eeovrieieieiiieiieeiiesiieeieesteeereestteebeesteeesseensaessseesseeesseesseessseesseessseeseesssens
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
L0070} 14107



2. Kapilarni odvzem krvi s klasi¢no lanceto

Datum:

2 KAPILARNI ODVZEM KRVI S KLASICNO LANCETO

Teoreti¢ne osnove
Kapilarno kri je smiselno jemati takrat, kadar potrebujemo majhen volumen krvi.

Vzorec krvi lahko dobimo s kapilarnim odvzemom na naslednjih vbodnih mestih:
e lateralna in medialna povrSina stopala,
e plantarna povrsina palcev na nogi,
e palmarne povrSine zadnjega segmenta prstov na roki.

Odvzem iz uSesne mecice ni priporocljiv.

Pri starejSih otrocih in pri odraslih obicajno jemljemo vzorec iz palmarne povrsine zadnjega
segmenta prstov na roki.

Ce potrebujemo krvne vzorce za razli¢ne preiskave, odvzamemo najprej vzorec krvi za
hematoloske preiskave v epruvete z EDTA. Tako zagotovimo zadostno koli¢ino krvi in s tem
pravilne hematoloske rezultate. Nato je na vrsti krvni vzorec s katerim drugim aditivom in
Sele nazadnje kri za serumski vzorec. Kri, odvzeto v epruveto z antikoagulantom, moramo
takoj po odvzemu dobro premesati tako, da epruveto od 8- do 10-krat obrnemo na glavo. Nato
jo Se pretresemo, kakor bi zbijali termometer, in s tem odstranimo ostanke krvi pod
zamaskom.

Za pripravo krvnega razmaza prenesemo kri neposredno iz vbodne povrSine na ¢isto povrsino
objektnega stekla.

Pri odvzemu kapilarne krvi lahko pride do hemolize, ki jo povzroci ostanek alkohola na kozi,
premocno stiskanje okolice vbodnega mesta in krhkost eritrocitov. Rezultati hemoliziranih
vzorcev so napacni. Kri hemolizira v hipotoni¢ni raztopini, v izotoni¢ni pa ne.

V novejSem casu izvajamo vbod z mikrolancetami, ker je preprosteje in globina vboda ni
odvisna od osebe, ki vbod izvaja. V¢asih je Se vedno potreben kapilaren vbod s klasicno
lanceto. V tem primeru je Se posebno pomembno, da dobro poznamo tehniko kapilarnega
odvzema krvi.

Po uporabi odvrZzemo lancete v posebne zbiralnike (plasticne, kovinske ali iz trdega kartona),
. oy 9 . . : 1
ki so obicajno rdece barve in so oznaceni z oznako »biohazard«.

Pribor:

klasi¢na lanceta, rokavice za enkratno uporabo,

pipetor in sterilne kapilare ali mikrokolektor s kapilaro,

staniCevina, sterilne gaze ali vata,

razkuZzilo (70—80 % etanol),

destilirana voda,

fizioloska raztopina (raztopina NaCl s konc. 9 g/L 0z 0,9 % = izotoni¢na raztopina),

" Oznaka je v skladu z navodili NCCLS.



2. Kapilarni odvzem krvi s klasi¢no lanceto

e centrifugirka, alkoholni flomaster, stojalo za epruvete,
e avtomatska pipeta (od 1 do 5 mL), pipetor (od 1 do 5 mL),
e zbiralnik za rabljene lancete in kapilare.

Postopek jemanja kapilarne Krvi iz palmarne povrsine zadnjega segmenta prsta na roki

Vzorec kapilarne krvi jemljemo s sterilnim priborom za enkratno uporabo.

Obicajno kapilarno kri jemljemo iz prstanca. Izogibamo se vbodu v mezinec. Konico prsta
zmasiramo, da povecamo prekrvavitev (prst lahko tudi segrejemo pod toplo vodo).

Ce prst ni dovolj prekrvavljen ali je osebo, ki daje kri strah, kri ne bo tekla. V primeru
preneznega vboda bo kri slabo tekla in krvavitev se bo prehitro ustavila. Ce kri ne tee, véasih
pomaga, da obrnemo prst za nekaj ¢asa navzdol.

Pred mestom vboda s stiskom prsta napnemo kozo, na gazo nanesemo razkuzilo in mesto
vboda razkuzimo z enkratnim potegom. Po¢akamo, da se razkuZilo posusi. Ce se razkuZilo ne
posusi, pride le-to v stik s krvjo in lahko pride do hemolize.

/ Opozorilo

Pomembno je, da vbodemo na pravo mesto in s primerne razdalje. Vbosti moramo v sredino
zadnjega segmenta prsta, ker je tu tkivo dvakrat debelejse kot na konici prsta ali ob strani.
Paziti moramo, da ne poskodujemo kosti prsta. Vbodno mesto ne sme biti oteklo ali
poskodovano.

Po vbodu prvo kapljico krvi obriSemo, ker vsebuje preve¢ medceli¢nine.

Nato kri zbiramo v mikrokolektor ali pa jo odmerimo v razredéevalno teko¢ino. Ce jo
odmerimo v teko¢ino, moramo kapilaro neposredno potopiti v njo. Ko iztisnemo iz kapilare
vso kri, pipeto splaknemo z isto tekoc¢ino. Na ta nac¢in odmerjeno kri kvantitativno prenesemo.

/ Opozorilo

Ce krvi takoj ne iztisnemo iz kapilare, bo zaradi hrapave povrsine kapilare koagulirala Ze v
njej.

Pri nepravilnem pipetiranju krvi pridejo v kapilaro zra¢ni mehurcki, zato jih moramo sproti
odstranjevati, ker v nasprotnem primeru odmerjen volumen krvi ne bo pravi. Ce mehurdkov
ne odstranimo, bo v podaljSek kapilare (gumijasto cevko) prisla kapilarna kri, ki jo moramo
po koncanem pipetiranju iz cevke odstraniti tako, da jo splaknemo z destilirano vodo, nato pa
razkuzimo z alkoholom.

Delo

Pripravite ves pribor in material.

. Z zobotrebcem doloc¢ite mesto odvzema krvi iz prsta.

3. V oznaceno centrifugirko s pipetorjem pipetirajte 3 mL fizioloske raztopine, s pipeto
pa enako koli¢ino demineralizirane vode. Polovica skupine naj pipetira fizioloSko
raztopino, druga polovica pa demineralizirano vodo.

4. Povecajte prekrvavitev prsta in razkuzite vbodno mesto.

[\ I



2. Kapilarni odvzem krvi s klasi¢no lanceto

5. Pravilno odstranite za$¢itni papir s klasi¢ne lancete in pravilno vbodite v konico prsta.
Prvo kapljico krvi obrisite.

6. S sterilno kapilaro s pomocjo pipetorja pipetirajte 25 uL krvi in jo iztisnite v tekocino.

7. Vsebino premesajte in centrifugirajte 5 minut pri 3000 vrt./min ali shranite v
hladilniku. Iz cevke pipetorjev odstranite ostanke krvi.

8. Napisite rezultat in ga ovrednotite.

Rezultat, izkuSnje pri delu in razlaga rezultata po centrifugiranju odvzete krvi oziroma
e ste pustili kri stati v hladilniku

Na katere tezave ste naleteli pri izvedbi vaje? Kaksne barve je teko¢ina nad usedlino?
Razlozite pojav.

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070 101 o7



3. Kapilarni odvzem krvi z mikrolanceto

Datum:

3 KAPILARNI ODVZEM KRVI Z MIKROLANCETO

Teoreti¢ne osnove

Vbod z mikrolanceto je preprostejsi in ni odvisen od moci vboda. Vseeno moramo paziti, kam
vbodemo in da pri tem roke ne odmaknemo vstran.

Poznamo razli¢ne vrste mikrolancet, odvisno od proizvajalca. Vse so, tako kot tudi klasi¢ne
lancete, za enkratno uporabo. Tehnika dela z njimi je odvisna od vrste posameznih.

Pribor:
e mikrolanceta, pipetor, sterilne kapilare,
e staniCevina, sterilne gaze ali vata,
e razkuzilo (70—80 % etanol), centrifugirka, stojalo za epruvete, alkoholni flomaster,
e avtomatska pipeta (od 1 do 5 mL), pipetor (od 1 do 5 mL),
e destilirana voda, fizioloska raztopina,
e zbiralnik za rabljene lancete in kapilare.
Delo
1. Pripravite ves pribor in material.
2. Ponovite, kako jemljemo kapilarno kri.

3. 'V oznaceno centrifugirko s pipetorjem pipetirajte 3 mL fizioloSke raztopine, s pipeto
pa enako koli¢ino demineralizirane vode. Polovica skupine naj pipetira fizioloSko
raztopino, druga polovica pa demineralizirano vodo.

4. Povecajte prekrvavitev prsta in razkuzite vbodno mesto.

5. Z mikrolanceto vbodite v konico prsta in prvo kapljico krvi obrisite.

6. Pipetirajte 25 pL krvi v tekoc¢ino, vsebino premesajte in centrifugirajte 5 minut pri
3000 vrt./min. Iz cevke pipetorjev odstranite ostanke krvi.

7. Napisite rezultat in ga ovrednotite.

Rezultat, izku$nje pri delu, in razlaga rezultata po centrifugiranju odvzete krvi

Na katere tezave ste naleteli pri izvedbi vaje? Kaksne barve je tekoc¢ina nad usedlino
(supernatant) po centrifugiranju razred¢ene krvi? Razlozite pojav.
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3. Kapilarni odvzem krvi z mikrolanceto

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070 10101

IL_JI Domaca naloga

1. Kaj je supernatant? Navedite nekaj primerov. ...........coeoiuiiiiiiiiiiiiiiii i,

2. Kaj je hipotoni¢na raztopina? Navedite primer. Kaj bi se zgodilo z eritrociti v hipotoni¢ni
raztopini?

3. Kaj je izotoni¢na raztopina? Navedite primer. Kaj bi se zgodilo z eritrociti v izotoni¢ni
raztopini?

4. Kaj je hipertoni¢na raztopina? Navedite primer. Kaj bi se zgodilo z eritrociti v
hipertoni¢ni raztopini?

Pregledal/a:

L0 75707011 0T P

11



4. Priprava na venski odvzem krvi, priprava in polnjenje komorice za Stetje krvnih celic

Datum:

4 PRIPRAVA NA VENSKI ODVZEM KRVI, PRIPRAVA IN POLNJENJE
KOMORICE ZA STETJE KRVNIH CELIC

4.1 PRIPRAVA NA VENSKI ODVZEM KRVI

Teoreti¢ne osnove

Vensko kri jemljemo iz ven, ki so najlazje dostopne, dovolj debele in niso premakljive. Temu
najbolj ustreza kubitalna vena. V vecini primerov je kubitalna vena vidna, ¢e namestimo Zilno
prevezo in stisnemo pest. Pacienta pripravimo za odvzem krvi, pripravimo si ves pribor in
izvedemo odvzem. Pri vbodu je pravilno, da je igla obrnjena s poSevno stranjo navzgor. Iglo
privijemo na plasti¢ni nosilec. Plasti¢ni nosilec je poseben nosilec, v katerega pred odvzemom
krvi vstavimo posebno dvostransko iglo. Nosilec ni sterilen. Uporablja se lahko za odvzem
krvi pri veé bolnikih. Cistimo in steriliziramo ga po potrebi. Podvezo odstranimo Ze takrat, ko
kri Se teCe, nato odstranimo in premeSamo epruveto in Sele nazadnje odstranimo iglo ter
poskrbimo za ranico.

Pribor:
e pribor za vakuumski odvzem krvi (igla, plasti¢ni nosilec in vakuumirana epruveta),
e zilna preveza,
e razkuzilo,
e sterilna vata ali tamponi.
Delo
1. Pripravite ves pribor.
2. Privijte iglo na plasti¢ni nosilec.
3. Dolocite mesto odvzema krvi.
4. Demonstrirajte odvzem venske krvi tako, da vadite gibe pred in po vbodu v zilo.

a. Namestite zilno prevezo in otipajte zilo (pest mora biti stisnjena).

b. Pravilno nanesite razkuzilo na sterilno gazo in mesto razkuzite z enkratnim kroznim
potegom.

c. Pocakajte, da se razkuZilo posusi in pravilno nastavite iglo (vzporedno z Zilo,
luknjica je obrnjena navzgor). Z drugo stranjo igle preluknjajte epruveto.

d. Odstranite prevezo.

e. Odstranite in premesajte epruveto.

f. Demonstrirajte, kako izvleCemo iglo in na vbodno mesto isto¢asno polozimo sterilni
tampon.

12



4. Priprava na venski odvzem krvi, priprava in polnjenje komorice za Stetje krvnih celic

4.2 PRIPRAVA IN POLNJENJE KOMORICE ZA STETJE KRVNIH CELIC

Teoreti¢ne osnove

Zavedati se moramo, da za Stetje posameznih krvnih celic uporabljamo razli¢ne komorice. Za
Stetje krvnih celic v krvi lahko uporabljamo Neubauerjevo ali Biirker-Tiirkovo komorico, za
Stetje krvnih celic v likvorju pa Fucks-Rosenthalovo komorico. Komorica in bruseno krovno
steklo za pokrivanje komorice morata biti Cista.

Pribor in material:

e komorica za Stetje krvnih celic, bruSeno krovno steklo, pipetor, kapilare, ¢aSe,
e destilirana voda, obarvana raztopina (raztopina CuSQOy), mikroskop.

Pokrivanje in polnjenje komorice (navodilo)

Bruseni strani komorice pred pokrivanjem narahlo navlazimo z destilirano vodo. Ne sme je
biti preve¢, da ne pride na mrezico. S palcema pritrdimo bruseno krovno steklo, tako da ga
vle¢emo od spodaj navzgor. Steklo se mora tesno prilegati in pokriti morata biti obe mrezici.
Na koncu je treba preveriti, ali steklo dobro tesni. Na obeh robovih komorice se mora
pokazati mavrica, imenovana tudi Newtonovi krogi. Komorico napolnimo s kapilaro ali
pipeto pod robovoma brusenega stekla. Polnimo vsako mreZico posebej. Paziti moramo, da v
komorici ni zraénih mehurckov.

/ Opozorilo

Neustrezna priprava komorice in neustrezno polnjenje vplivata na tocnost rezultata. V
komorico ne sme priti voda, ki jo uporabljamo za navlazenje robov. Steklo na komorici ne
sme drseti, Ce se ga dotaknemo s prstom. Pred Stetjem celic v komorici moramo preveriti, ali
je komorica napolnjena do robov krovnega stekla in ali ni vmes zracnih mehurckov.

Slika 1. Biirkerjeva komorica (hemocitometer).

Delo

Makroskopsko si oglejte komorico za Stetje krvnih celic.

Izpisite si oznake na objektivih mikroskopa.

3. Nepokrito mrezico komorice si oglejte pod mikroskopom z upostevanjem navodil
mikroskopiranja pri suhi povecavi. Natanc¢no si oglejte kvadratke, kjer Stejemo
eritrocite (trombocite) in levkocite. Na zacetku si komorico oglejte pri najmanjsi
povecavi, nato pa povecavo vecajte do 400-kratne povecave.

4. Pokrijte komorico z brusenim krovnim steklom (glejte navodila) in s kazalcem

preverite, ali steklo tesni in ali se pojavijo Newtonovi krogi.

o —
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4. Priprava na venski odvzem krvi, priprava in polnjenje komorice za Stetje krvnih celic

5. S kapilaro ali pipeto napolnite komorico z obarvano tekoc¢ino skozi rezo in pazite, da
ne pridejo v njo zra¢ni mehurcki.

OZNaKE ODJEKEIVOV: ... ett et e e

Odgovorite na vprasSanja

1.

l.

14

Opisite mikroskopiranje s suho povecavo.

a. Kateri objektivi (napisite njihovo povecavo) so namenjeni mikroskopiranju s suho
povecavo?

b. Katera je najvecja suha POVECAVA? .....c.oeeeiiieeiieeiiie ettt ettt e e e
c. Katerih delov mikroskopa ne smemo premikati? ..........ccccceeviieiiiniienieniieie e

d. S katero povecavo zacnemo mikroskopirati, da ne poskodujemo objektivov ali
komorice?

e. Ali je kondenzor pri najman;jsi povecavi, 100- in 200-kratni povecavi, dvignjen ali
spuscen?

f. Kolik$na je na zacetku (Se pred mikroskopiranjem) razdalja med mizico mikroskopa in
objektivom potem, ko smo Ze vstavili preparat v mizico?

Opisite mikroskopiranje z imerzijsko povecavo.
a. Kaj piSe na objektivu z imerzijsko povecavo? ........cccoviiiiiiiiiiiieieeeee e

b. Navedite oba nacina, s katerima poiS¢emo in izostrimo Sliko. ..........coceveiiiriinincnnennne.

d. V kaks$nem polozaju je kondenzor pri imerzijski povecavi? (Vlogo kondenzorja lahko
ima pri nekaterih mikroskopih reza pod mizico mikroskopa.)



4. Priprava na venski odvzem krvi, priprava in polnjenje komorice za Stetje krvnih celic

e. Kako iz preparatov in mikroskopa odstranimo imerzijsko olje? ..................ooiinin.
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
OPOMDE: ...ttt e e
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5. Ogled hematoloskega laboratorija in venski odvzem krvi

Datum:

5 OGLED HEMATOLOSKEGA LABORATORIJA IN VENSKI
ODVZEM KRVI

Teoreti¢ne osnove

Ucenje venskega odvzema krvi se lahko izvaja le pod nadzorom izkusSenega strokovnjaka.
Zaenkrat vecinoma Se vedno jemljejo vensko kri laboratorijski tehniki, ki morajo zelo dobro
poznati odvzem venske krvi tako teoreticno kot prakti¢no. Laboratoriji za odvzem krvi
morajo biti zracni, svetli, ustrezno opremljeni, v blizini mora biti tudi zdravnik, ki lahko, ¢e
postane bolniku slabo, nudi prvo pomoc.

Vbod moramo izvajati vzporedno z zilo, ne pa tako, kot je napacno prikazano v nekaterih
filmih. Podvezo lahko odvezemo ze takrat, ko kri Se tece. Ko je epruveta napolnjena s krvjo,
jo takoj premeSamo, Sele nato izvleCemo iglo in istoasno na vbodno mesto namestimo
sterilni tampon.

Slika 2. Prikaz odvzemnega mesta krvi v laboratoriju.

Pribor:

e pribor za vakuumski odvzem krvi (igla z nastavkom in vakuumirana epruveta),
e podveza, razkuzilo, sterilna vata ali tamponi.

Ime inpriimek: ...
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5. Ogled hematoloskega laboratorija in venski odvzem krvi

Odvzem v epruveto z antikoagulantom ...............oooiiiiiiiiiiiiiiiii

Delo
1. Pripravite ves pribor.
2. Privijte iglo na plasti¢ni nosilec.
3. Doloc¢ite mesto odvzema krvi.
4. Namestite Zilno prevezo in otipajte zilo (pest mora biti stisnjena).
5. Pravilno nanesite razkuzilo na mesto odvzema krvi.
6. Izvedite venski odvzem krvi.

IzkuSnje pri delu

Natan¢no opisite delo.

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0 070) 101 o1

17



5. Ogled hematoloskega laboratorija in venski odvzem krvi

ILJ Domaca naloga

1. Kdaj po odvzemu krvi nastane hematom? ............. ...

3. Kajje hemoliza in kdaj 1ahko nastane? ............ccccceeiiieiiiiiiiiiieeeeee e

Pregledal/a:

OPOMDE: ...ttt e e e
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6. Priprava krvnega razmaza pod kotom

Datum:

6 PRIPRAVA KRVNEGA RAZMAZA POD KOTOM

Teoreti¢ne osnove

Pravilno izdelan krvni razmaz mora imeti v najtanjSem delu redko posejane eritrocite (v
otocCkih), temu sledi pas celic s »pravo gostoto«, ki mora biti ¢im $ir$i, ves preostali del
razmaza pa zavzema pregosti del. Analiziramo le obarvane krvne razmaze. Barvamo jih za
diferencialno krvno sliko in za opazovanje celic (zlasti malignih) po predhodnem
citokemi¢nem barvanju. Celice opazujemo v »pravi gostoti«, kjer so eritrociti razlocno vidni
in nanizani drug zraven drugega brez vecjih otockov. V pregostem delu razmaza se eritrociti
prekrivajo, zato ne moremo opazovati njihove morfologije, morfologija levkocitov pa je
popacena.

Idealen krvni razmaz mora biti homogen, na koncu zaobljen, prave dolzine (ne predolg in ne
prekratek), na zaCetku gost in na koncu tanek. Meja med gostim in tankim delom razmaza
mora biti vidna tudi s prostim ocesom.

Vakuoliziran krvni razmaz je posledica necistih predmetnih stekel, kar vpliva na kvaliteto
barvanja. Na kvaliteto barvanja vpliva tudi pH stekel in nepravilno suSenje ter shranjevanje

razmazov.

Slika 3. Mesto, kjer moramo mikroskopirati.

Pribor in material:

venska kri, stojalo za epruvete, rokavice za enkratno uporabo,
razmasc¢ena objektna stekla, bruseno objektno ali krovno steklo,
staniCevina, vata, 70—80 % etanol, mikropipetor in kapilare,
navaden svin¢nik za oznako objektnih stekel,

plinski gorilnik, plasti¢ni pladenj za shranjevanje krvnih razmazov.

Stevilka vzorca: ............

Navodilo za pripravo krvnega razmaza

Kapljico premesSane venske krvi, ki mora imeti primeren volumen, kanemo na zacetek
objektnega stekla malo stran od roba. Predmetna stekla morajo biti popolnoma cista in
razmasScena. Rob bruSenega (razmaznega) stekla postavimo pred kapljico, potegnemo nazaj,
da se kapljica razporedi po celem robu, in na hitro potegnemo pod kotom od 30 do 45 stopinj
z desne proti levi (¢e smo desnicarji). Objektno steklo lahko drzimo v roki ali pa delamo
razmaz na mizi. Po vsakem razmazu moramo odstraniti kri z roba razmaznega stekla. Na
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6. Priprava krvnega razmaza pod kotom

koncu moramo krvni razmaz primerno oznaciti, ga posusiti na zraku in Sele tak je primeren za
barvanje.

SuSenje in shranjevanje krvnih razmazov

V praksi se krvni razmazi susijo do ene ure, spodnja meja ¢asa suSenja pa je odvisna od
temperature in vlaznosti okolja. Ce krvni razmaz ni pravilno posusen na zraku, se
neenakomerno obarva. Najbolje se obarva, ¢e ga susimo od $tiri do pet ur, nekateri avtorji pa
priporocajo celo 24-urno susenje.

Nepobarvane razmaze lahko ohranimo dalj casa, ¢e jih predhodno fiksiramo 30 minut v
absolutnem metanolu. Namesto metanola lahko uporabimo sterilni etanol s koncentracijo
najmanj 75 %. Svetujejo, da s fiksiranjem razmazov ne ¢akamo ve¢ kot pet ur po izdelavi.

<« kot od 30 do 45 stopinj

Slika 4. Priprava krvnega razmaza pod kotom.

Delo

1. Pripravite ves pribor in razmastite objektna stekla z alkoholom. Po veCkratni uporabi
razmastite stekla tudi v plamenu plinskega gorilnika.

2. Po eno kapljico premeSane krvi pipetirajte na ve¢ objektnih stekel. Volumen kapljice
jecca. 10 pL.

3. Izdelajte razmaze pod kotom, izberite dva najboljsa, ju posusite, oznacite in shranite
na suhem do naslednje vaje.

4. Preverite pravo gostoto celic pod suho povecavo mikroskopa (kriterij naj bo ogled
dveh pasov vidnih polj pod 100-kratno povecavo).

5. Napisite rezultat.

Rezultat in izkuSnje pri delu

1. Koliko razmazov je bilo potrebnih za izdelavo idealnega razmaza in kateri so bili vzroki
neuspelih razmazov?

2. Ocena gostote razmaza, mikroskopiranega pri 100-kratni ali 200-kratni povecavi, ¢e
pregledamo dva pasova vidnih polj po Sirini razmaza (obkrozite primeren odgovor):

a. razmaz ima dovolj Sirok del prave gostote
b. razmaz je pregost
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6. Priprava krvnega razmaza pod kotom

e

razmaz prehitro prehaja iz redkega dela v pregosti del

e~

razmaz je stopnicast

e. razmaz ima repke

—h
oL
=

aQ
@]

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

OPOMDE: ...ttt e e e
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7. Barvanje krvnih razmazov po Pappenheimu

Datum:

7 BARVANJE KRVNIH RAZMAZOV PO PAPPENHEIMU
Skupinska vaja

Teoreti¢ne osnove

Krvne celice, zlasti levkocite, lahko med seboj lo¢imo le, ¢e jih obarvamo. Uveljavilo se je
barvanje po Pappenheimu, imenovano tudi barvanje z May-Griinwald-Giemso.

Reagenti za barvanje po Pappenheimu vsebujejo kisla in bazi¢na barvila, ki obarvajo
posamezne sestavine celic, kot so: jedro, citoplazma, jedrca in granulacije.

Beseda bazofilno pomeni, da se kisle sestavine celice obarvajo z bazi¢nimi barvili. V
prenesenem pomenu pomeni bazofilna barva modro, modrovijolicno ali vijolicno. Beseda
acidofilno pomeni, da se bazi¢ne sestavine celice obarvajo s kislimi barvili, njihova
obarvanost pa je rdeckasta oziroma oranzna.

Obarvane krvne razmaze lahko za$citimo tako, da jih pokrijemo in prelepimo s krovnim
steklom ali pa uporabimo polistirenski oziroma smolni razprsilec.

Reagenti, ki jih uporabljamo v metodi po Pappenheimu, so: May-Griinwaldov reagent,
razredCen fosfatni pufer in razred¢ena raztopina Giemse.

May-Griinwaldov reagent uporabljamo nerazredcen. Razredceni fosfatni pufer pripravljamo
tik pred barvanjem z razred¢itvijo koncentriranega fosfatnega pufra z demineralizirano vodo v
razmerju 1 : 20. Tudi razred¢eno raztopino Giemse pripravimo tik pred barvanjem tako, da
koncentrirano raztopino Giemse razred¢imo z razred¢enim fosfatnim pufrom v razmerju
1:20.

Ce je pH prenizek, se bazofilne komponente (jedro, ribosomi v citoplazmi) slabo obarvajo,
levkociti so bledi, eozinofilne granulacije pa so mo¢no poudarjene. Ce je pH previsok, tezko
lo¢imo med normalnimi in polikromatskimi eritrociti, eozinofilne granulacije so modre ali
temno sive, granulacije normalnih nevtrofilnih granulocitov pa so mo¢no obarvane, kot bi Slo
za toksic¢ne granulacije.

Pribor in material:

krvni razmazi, narejeni v predhodni vaji,

posodice z nosilnimi stojali in pokrovi za barvanje krvnih razmazov,
May-Griinwaldov reagent, reagent po Giemsi, koncentrirani fosfatni pufer s pH 6,8,
destilirana voda, vodovodna voda,

¢aSe, merilni valji, avtomatska pipeta (od 1 do 5 mL),

stanicevina.

Reagenti
Priprava koncentriranega fosfatnega pufra (0,66 mol/L. pH 6.8)

Raztopina A: 1,19 g dinatrijevega hidrogenfosfata dihidrata raztopimo v majhnem volumnu
demineralizirane vode in dopolnimo z njo do 100 mL.

Raztopina B: 0,91 g kalijevega dihidrogenfosfata raztopimo v majhnem volumnu
demineralizirane vode in dopolnimo z njo do 100 mL.

ZmeSamo 49,2 mL raztopine A in 50,8 mL raztopne B ter umerimo pH na vrednost 6,8.
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7. Barvanje krvnih razmazov po Pappenheimu

Delovni raztopini: raztopina 1 in raztopina 2

Raztopina 1 je razredceni fosfatni pufer v razmerju 1 : 20. Uporablja se za pripravo
razredCene raztopine Giemse in za spiranje razmazov. Pripravimo jo iz enega dela
koncentriranega pufra in devetnajstih delov vode. Preverimo pH in ¢e ni 6,8, ga z dodatkom
kisline ali baze naravnamo na to vrednost.

Raztopina 2 je z razred¢enim fosfatnim pufrom razred¢eni reagent po Giemsi v razmerju 1 :
20. Pripravimo jo iz enega dela koncentriranega reagenta po Giemsi in devetnajstih delov
razred¢enega fosfatnega pufra (raztopine 1).

Postopek barvanja po Pappenheimu

Pred pricetkom barvanja si pripravimo delovni raztopini 1 in 2 (razred¢en fosfatni pufer in
razred¢ena raztopina Giemse).

V vsako od treh posodic nalijemo raztopine:
I. posodica: May-Griinwaldov reagent,
II. posodica: razredcen fosfatni pufer (raztopina 1),
III. posodica: razred¢ena raztopina Giemse (raztopina 2).

V nosilno stojalo vstavimo posusene krvne razmaze in stojalo potopimo v:
I. posodico za 3 minute, II. posodico za 3 minute, III. posodico za 20 minut.

Spiramo pod tekoco vodo in posusimo na zraku v navpiénem poloZzaju.

/ Opozorilo

Barvila za barvanje krvnih razmazov so derivati anilina in zato zelo strupena. Zlasti strupen
je May-Griinwaldov reagent, ki je metanolna raztopina barvil. Barvil zato ne smemo
vdihovati, med barvanjem pa morajo biti posodice za barvanje pokrite. Barvila shranjujemo v
dobro zaprtih steklenicah pri sobni temperaturi.

Delo
1. Pripravite ves pribor, material in reagente.
2. Pripravite prera¢unan volumen razred¢enega fosfatnega pufra in razredcene raztopine
po Giemsi (v posodice za barvanje gre priblizno 200 mL tekocine).
3. Nalijte v posodice ustrezne raztopine in barvajte razmaze po predpisanem postopku.

4. Obarvane in dobro sprane razmaze posusite na zraku v navpi¢nem poloZaju in jih
pospravite, zas¢itene pred prahom, do naslednje vaje.

Pripravili bomo .............. mL razredCenega fosfatnega pufra.

Odmerili bomo .............. mL konc. pufrain ........... mL destilirane vode.
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7. Barvanje krvnih razmazov po Pappenheimu

Racun:

Pripravili bomo .............. mL razredcene Giemse.

Odmerili bomo .............. mL konc. Giemse in ........... mL razredCenega fosfatnega pufra.
Racun:

Aktivnosti pri vaji

Med vajo sem opravil/a naslednja dela: ..ot

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0 75707101 0T

EJ Domaca naloga

1. Kako oznacujemo krvne razmaze? S katerim pisalom jih ne smemo oznaciti? Razlozite
odgovor.

2. Kako ohranimo krvne razmaze dalj €asa? ..........ccccveevuiieeiiieiiiii e
3. KakSen bo krvni razmaz, ¢e kri vle€emo prepocasi? ..........coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiien
4. Kaksno vlogo ima pri barvanju metanol? ...........cccceevieriiiiiieiiiieiieeie et

5. Katera so kisla in katera baziCna bDarvila? ......ooooeeeeeeeeeieeeeeeeeeeee e

7. Kaksno vlogo ima pri barvanju PH? .......cccioiiiiiiiiieiiiciee e



7. Barvanje krvnih razmazov po Pappenheimu

8. Ali na kakovost barvanja vpliva €as? ........ccceeiiiiiiiiiiiiee e

9. Kaj prakti¢no pomenita razredC€itvi 1 : 20in 1 + 197 ...

11. Koncentrirano kislino moramo razred¢€iti v razmerju 1 : 200. Pripraviti moramo 800 mL
razred¢ene raztopine? KolikSen volumen koncentrirane kisline in kolik§en volumen vode
moramo odmeriti?

Racun:

OdMETIHL INOTAITIO - ..ttt et et e e e e e e e e e e e

Pregledal/a:

L0 75707001 0T P
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8. Mikroskopiranje lastnih krvnih razmazov

Datum:

8 MIKROSKOPIRANJE LASTNIH KRVNIH RAZMAZOV

Teoreti¢ne osnove

Krvne razmaze mikroskopiramo z imerzijsko povecavo. Mikroskopiramo v najtanjSem delu
razmaza (slika 10), kjer se glede gostote ravnamo po eritrocitih.

L

Slika 5. Prikaz enega pasu Sirine razmaza.

Eritrociti morajo biti enakomerno razporejeni po celotnem vidnem polju drug zraven drugega,
ne smejo se prekrivati, med njimi pa tudi ne sme biti prevelikih praznih prostorov (otockov).
Velikost vseh celic vedno primerjamo z velikostjo eritrocita. Obarvanost celic primerjamo
med seboj. Ce se ne moremo odloéiti, za katero celico gre, si moramo ogledati e druge celice
(ve€ vidnih polj).

Pri prikazu krvnih celic se orientiramo glede na Stevil¢nice na uri.

| a5
P

Slika 6. Preredek del razmaza. Slika 7. Prava gostota.

.' - . . -

9
Slika 8. Zacetek pregostega dela razmaza. Slika 9. Pregost del razmaza.
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8. Mikroskopiranje lastnih krvnih razmazov

Slika 10. Eozinofilec na Stevilki Sest, eritrocit na Stevilki osem.

Pribor in material:

e obarvan krvni razmaz od predhodne vaje, barvice,
e mikroskop in pribor za mikroskopiranje.

Delo

1. Na najtan;jsi del najbolje izdelanega obarvanega krvnega razmaza kanite kapljico
imerzijskega olja in poiscite sliko pod imerzijsko povecavo. Poiscite pravo gostoto
celic, preredek del in pregost del razmaza. Primerjajte najdena vidna polja mikroskopa
s slikami 6, 7, 8 in 9.

2. Ocenite kakovost gostote razmaza.

3. Ocenite kakovost obarvanosti posameznih celic v razmazu.

4. Poiscite nevtrofilec in ga vstavite v center vidnega polja razmaza. NariSite ga.

5. Poiscite trombocit in ga vstavite na Stevilko dvanajst vidnega polja razmaza. Narisite
ga.

6. Poiscite limfocit in ga vstavite na Stevilko deset vidnega polja razmaza. Narisite ga.

7. Poleg vseh celic zaradi primerjave velikosti nariSite tudi eritrocit.

8. Na podlagi predhodnih ocen ovrednotite kakovost razmaza.

Rezultati

Ad 2.

Ocena kakovosti gostote razmaza v najtanjSem delu razmaza (obkrozite):

a. razmaz ima §irsi del prave gostote (kriterij je 8 pasov vidnih polj Sirine razmaza)
b. razmaz je pregost
c. razmaz hitro prehaja iz redkega dela v pregosti del

d. drugo: oo

27



8. Mikroskopiranje lastnih krvnih razmazov

Ad 3

I Ocena obarvanosti citoplazme limfocitov:

a. svetlo modra
b. temno modra
c. brezbarvna

d. drugo: .o

II Ocena obarvanosti eritrocitov:

a. roznata
b. sivkasta
¢. modrikasta

d. drugo: .o

IIT Ocena intenzitete obarvanosti jeder levkocitov (nevtrofilcev, limfocitov ali monocitov):

a. slabo obarvana (difuzna)

b. dobro obarvana

IV Ocena intenzitete obarvanosti trombocitov:
a. slabo obarvani

b. dobro obarvani

Prikaz posameznih celic

Nevtrofilce prepoznamo po tem, da imajo segmentirano jedro.

Nevtrofilec in eritrocit. Risba nevtrofilca in eritrocita.

Trombocit in eritrocit. Risba trombocita in eritrocita.
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8. Mikroskopiranje lastnih krvnih razmazov

Limfocit je po velikosti podoben eritrocitu in ima zelo malo modro obarvane citoplazme.

Limfocit in eritrocit. Risba limfocita in eritrocita.

Vrednotenje kakovosti razmaza

1. Kaksna je kakovost razmaza glede na dobljene rezultate in kaj je vzrok za morebitno
slabso kakovost?

2. Kaj je vzrok za morebitno slabso obarvanost jeder levkocitov, acidofilno citoplazmo
limfocitov ali bazofilno obarvanost eritrocitov?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0 75707011 0T

Iggl Domaca naloga

1. Kaj pomeni beseda filija? ........coooviiiiiiieiiiieee et
2. Kaj je acidofilna citoplazma? ...........cooceeiiiiiieiiiiee e
3. Kajje bazofilna citoplazma? .........cccceevieiiieiiieiiieiie ettt
4. Zakaj je treba mikroskopirati v najtanjSem delu razmaza? ............cccoeevvevienieenieeiieennnnnn,
5. Kaksna je barva vSeh JEAI? .......ccoiiiiiiiiiiieiee e
6. Po ¢em spoznamo mali limfocit? OpiSite morfologijo. .......ccceeeviienieeiiieniieierie e,
7. Kaj je polikromatski @ritroCIt? .........cccuieiieiiiiiieiiieie et
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8. Mikroskopiranje lastnih krvnih razmazov

8. Iz katerega normoblasta najverjetneje nastane polikromatski eritrocit?

Pregledal/a:

L0070 101 o1
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9. Mikroskopiranje morfolosko spremenjenih eritrocitov

Datum:

9 MIKROSKOPIRANJE MORFOLOSKO SPREMENJENIH
ERITROCITOV

Teoreti¢ne osnove

Patoloske oblike eritrocitov (eliptociti, ehinociti, anulociti), patoloske velikosti eritrocitov
(mikrociti, makrociti, megalociti) in patoloski vkljucki v eritrocitih se pojavljajo pri razliénih
bolezenskih stanjih, najpogosteje pa pri anemijah. MorfoloSko spremenjene (patoloske)
eritrocite je treba poznati zaradi prepoznavanja bolezenskih stanj, v laboratorijski izvid pa jih
vpisujemo pod opombe diferencialne krvne slike.

/ Opozorilo

Ce so v krvnem razmazu le posamezni morfolosko spremenjeni eritrociti, Se ne pomeni, da gre
npr. za pojav ovalocitoze (v primeru posamezmnih ovalocitov), za sferocitozo (v primeru
posameznih sferocitov), za mikrocitozo (v primeru posameznih mikrocitov) itd. V tem primeru
na laboratorijski izvid napisemo le izraz poikilocitoza in anizocitoza. Pojav patoloskih
vkljuckov moramo obvezno napisati na laboratorijski izvid tudi, e so prisotni le posamezni.
Howell-Jollyjeva telesca lahko zamenjamo s Pappenheimovimi telesci ali celo s trombociti, ki
lezijo na eritrocitih. Da se prepricamo, ali gre res za Howell-Jollyjeva telesca, moramo
mikrometrski vijak mikroskopa premakniti, da telesca rdeckasto zasvetlikajo.

Pribor in material:

e obarvani krvni razmazi, barvice,
e mikroskop in pribor za mikroskopiranje.

1. 'V pravi gostoti krvnih razmazov poiscite pod imerzijsko povecavo morfolosko
spremenjene eritrocite, anizocitozo, poikilocitozo ter patoloske vkljucke v eritrocitih.

2. Natanc¢no si oglejte posamezne morfolosko spremenjene eritrocite ter patoloske
vkljucke in celice nariSite.
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9. Mikroskopiranje morfolosko spremenjenih eritrocitov

Rezultati

Risba tarcastih eritrocitov ali kodocitov.

Risba sferocitov.

Risba akantocitov.

Risba ehinocitov.

Risba dakrocitov (»tear drops«).

Risba srpastih eritrocitov ali drepanocitov.

Risba shistocitov.

Risba stomatocitov.

Risba ovalocitov ali eliptocitov.

Risba prstanastih eritrocitov ali anulocitov.
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9. Mikroskopiranje morfolosko spremenjenih eritrocitov

Risba bazofilno punktiranih eritrocitov. Risba eritrocitov s Howell-Jollyjevimi telesci.

Risba Cabotove zanke v eritrocitih. Risba polikromatskih eritrocitov.
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
L0070} 10101

ILJ Domaca naloga

1. Katerih patoloskih vkljuckov v eritrocitih ne vidimo, ¢e jih obarvamo po Pappenheimu?

Pregledal/a:

L0070 141 o1
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10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

Datum:

10 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE ERITROCITOV V
VENSKI KRVI S KOMORICO

Teoreti¢ne osnove

Steviléno koncentracijo eritrocitov v sodobnih laboratorijih merijo s hematologkimi
analizatorji. V izjemnih primerih (dezurstva, okvara analizatorjev, nadzor dela analizatorjev,
terensko delo) se Stetje eritrocitov v komorici (hemocitometru) Se vedno izvaja. Prednost
Stetja v komorici je v tem, da je poceni, ker ne potrebuje dragih analizatorjev in reagentov ter
niso potrebni standardi. Pomanjkljivost je v manjSi to€nosti, slab§i ponovljivosti in
dolgotrajnosti postopka.

Za $tetje eritrocitov v komorici lahko uporabljamo Neubauerjevo, Biirker-Tiirkovo ali katero
drugo komorico, ne smemo pa uporabljati Fuchs-Rosenthalove komorice, ker je le-ta
namenjena za Stetje celic v likvorju. Vsi hemocitometri za Stetje celic v krvi imajo globino 0,1
mm in povr§ino mrezice 9 mm’. Komorice se med seboj razlikujejo Ze po tem, da imajo
nekatere za razmejitev kvadratov enojno, druge pa dvojno ¢rto. Skupna znacilnost vseh je, da
imajo enako povrSino najmanjSega kvadratka v sredinskem delu komorice, kjer Stejemo
eritrocite in trombocite, ta pa znaga 1/400 mm” ali 0,0025 mm®. Sredinski (najbolj zamreZen)
kvadrat s povr§ino 1 mm? je razdeljen na 16 ali 25 manjsih kvadratov s povrsino 1/25 mm? ali
0,04 mm’, ti pa $e na 16 najman;jsih kvadratkov s povr§ino 0,0025 mm®. Eritrocite §tejemo v
povriini petih kvadratov s celotno povr§ino 0,2 mm? (5 x 0,04 mm?). Pri komoricah, ki imajo
v sredinskem kvadratu 16 kvadratov, so vmes pravokotniki s povr§ino 0,01 mm” in vmesni
najmanjsi kvadratki s povrino 0,0025 mm’. V vmesnih kvadratkih in pravokotnikih
eritrocitov ne Stejemo, ker bi bila v tem primeru povrSina, kjer Stejemo celice, prevelika in
rezultat napacen.

Izracun Steviléne koncentracije eritrocitov

Steviléno koncentracijo eritrocitov dobimo tako, da vsoto prestetih eritrocitov delimo s 100.

sestevek Erci v petih kvadratih (0,2 mm?)
100

St. konc. Erci =

Formulo za izracun Stevilcne koncentracije eritrocitov dobimo tako, da upostevamo povrsino
prestetih kvadratkov, globino komorice in razredcitev, vse skupaj pa preracunamo na liter
krvi.

Razredcitev = 1 : 200 faktor = 200
Globina komorice = 1/10 mm faktor = 10
Povrsina prestetih kvadratkov = 5 - 16 - 1/400 = 20/100 ali 1/5 mm’ faktor = 5
Stevilo Erci x 200 - 10 - 5 = §tevilo Erci x 10 000 (ali 10*) / mm’

Stevilo eritrocitov je treba preracunati na liter krvi.

1 liter vsebuje 10° uL ali 10° mm’ , zato moramo pomnoziti 10% z 10° = st Erci x 10" . Da bi
dobili enoto 10", ker 10" ni SI enota, moramo rezultat deliti in mnoziti s 100.
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10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

Referencne vrednosti: 4,2—6,3 x 10"/

Pribor in material:

Neubauerjeva ali Biirker-Tiirkova komorica, bruseno krovno steklo,

pipetor in kapilara,

premesana venska kri,

Hayemov reagent,

pipeta z volumnom 4975 uL, pipeta z volumnom 25 pL, Zogica za pipetiranje,
case, epruveta,

destilirana voda, vata,

70—-80 % etanol.

Stevilka vzorca: .........

Postopek

Premesano kri razred¢imo z izotoni¢no raztopino (Hayemov reagent) v razmerju 1 : 200.

Hayemov reagent venska kri
4975 pL 25 uL

Pravilno pokrijemo komorico z bruSenim krovnim steklom, jo napolnimo tako, da v njej ni
zra¢nih mehurckov, in jo vstavimo v mikroskop.

/ Opozorilo

Hayemov reagent je izotonicna raztopina in vsebuje Zivosrebrov klorid, ki mumificira
eritrocite. Zaradi vsebnosti zivega srebra je reagent strupen in ga ne smemo pipetirati z usti.
Komorica ne sme biti niti preve¢ niti premalo napolnjena. Ce je komorica premalo
napolnjena, v njej vidimo prazne prostore, ¢e pa prevec, se izlije odvecna tekocina v stranske
zlebove. V obeh primerih je treba bruseno steklo za pokrivanje komorice odlepiti, komorico in
steklo ocistiti in obrisati s krpo, ki ne pusca viaken, ter polnjenje ponoviti. Ce je komorica
neenakomerno napolnjena, kar vidimo le pod mikroskopom, je prav tako treba polnjenje
PONOVILL.

gtetie eritrocitov

Eritrocite Stejemo pri 400-kratni povecavi v petih sredinskih kvadratkih, kot prikazuje slika.
Zaradi vecje tocnosti moramo Steti eritrocite v obeh mrezicah.

Vrednosti med posameznima mrezicama se ne smeta razlikovati za ve¢ kot 15 %.

Ce je razlika ve¢ja, moramo polnjenje komorice in $tetje eritrocitov ponoviti.

o . .. razlika med obema mrezicama
% odstopanja med mreZicama = ——— - - — - 100
Stevilo Erci v eni od mreZic
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10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

Rezultat je povpreéna $teviléna koncentracija eritrocitov obeh mreZic. Steviléno koncentracijo
eritrocitov dobimo tako, da Stevilo prestetih celic v petih kvadratih delimo s 100 (glej

teoretiCne osnove).

. . Stkonc. Erci vprvi mrezici+ St.konc. Erci vdrugi mrezici
Povprecna st. konc. Erci. = 5

Povprecno §t. konc. Erci lahko izratunamo tudi tako, da izracunamo povprecno Stevilo
prestetih celic obeh mrezic in dobljeno vrednost delimo z vrednostjo 100.

Dobljeni rezultat primerjamo z vrednostjo, dobljeno s hematoloskim analizatorjem oziroma s
»pravo« vrednostjo, ki se ne sme razlikovati za ve€ kot 10 %.

dobljena vrednost (rezultat) - prava vrednost 100
prava vrednost

Izracun % odstopanja =

r

i

i
=

Slika 11. Mrezica Neubauerjeve komorice s petimi  Slika 12. Mrezica Biirker-Tiirkove komorice.
sredinskimi kvadratki, kjer Stejemo eritrocite.

Slika 14. Najmanjsi kvadratek, ki ima

Slika 13. Crtkan (zatemnjen) kvadrat s povr§ino
povrino 0,0025 mm®.

0,04 mm?, vseh pet pa ima povriino 0,2 mm”.
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10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

Delo

Pripravite ves pribor in material.

N —

Na komorico vstavite bruseno krovno steklo in preizkusite, ali je dobro pritrjeno.

3. Pri mali povecavi mikroskopa poglejte ali je komorica Cista in da v njej ni vodnih

kapljic.

4. V epruveto s pomocjo zogice za pipetiranje pipetirajte Hayemov reagent in dodajte
dobro premesano kri ter zmes dobro premesajte.

5. Pravilno napolnite komorico, vstavite jo v mikroskop in poiscite mreZico pri najmanjsi

povecavi. S pomocjo slike poiscite najprej sredinski kvadrat, nato pa postopoma

kvadrat, kjer Stejemo eritrocite.

6. Pri 400-kratni povecavi z mikrometrskim vijakom izostrite sliko ter za¢nite Steti.

7. Prestejte eritrocite v obeh mreZicah in izraCunajte % odstopanja med mreZicama.

8. 'V primeru, da odstopanje med mrezicama ni vecje od 15 %, izraunajte povprecno
Stevil¢no koncentracijo eritrocitov in jo vpiSite kot rezultat.

9. Primerjajte dobljeno vrednost z vrednostjo, dobljeno s hematoloskim analizatorjem in

izraCunajte % napake.

10. Izracunajte srednjo vrednost meritev istega vzorca in % odstopanja srednje vrednosti

od prave vrednosti.
11. Obrazlozite dobljene rezultate.

Dobljene vrednosti in racuni

$t. Erci v kvadratkih prve mrezZice

$t. Erci v kvadratkih druge mrezZice

I. kvadratek:

I. kvadratek:

II. kvadratek:

II. kvadratek:

II1. kvadratek:

II1. kvadratek:

IV. kvadratek:

IV. kvadratek:

V. kvadratek:

V. kvadratek:

skupaj =

skupaj =

% odstopanja med mrezicama = ................
St. konc. Erci. v prvi mrezici= .................

St. konc. Erci. v drugi mrezici=................




10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

Prava vrednost $t. konc. Erci, dobljena s hematoloSkim analizatorjem =

% odstopanja od prave vrednosti (tocnost rezultata) = .............

% odstopanja od X - Pprava vrednost — X

prava vrednost

Obrazlozitev rezultatov

Kaj bi bili mozni vzroki za napacni rezultat, ¢e ste dobili odstopanje, ki je ve¢je od = 10 %?
Kaj bi bili mozni vzroki ve¢jega odstopanja X od prave vrednosti?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

OPOMDE: ...ttt e e e

ILQI Domaca naloga

1. 'V katerih primerih se $e vedno uporablja Stetje eritrocitov v komorici?

2. Kaksno vlogo ima Hayemov reagent? Zakaj se za razred¢itev krvi ne uporablja fizioloSka
raztopina?
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10. Merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov v venski krvi s komorico

4. Kolik$na je referencna vrednost Steviléne koncentracije eritrocitov za odrasle v krvi?

Pregledal/a:

L0070} 141 T

39



11. Merjenje $tevil¢ne koncentracije eritrocitov v kapilarni krvi s komorico

Datum:

11 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE ERITROCITOV V
KAPILARNI KRVI S KOMORICO

Teoreti¢ne osnove

Za merjenje Steviléne koncentracije eritrocitov rabimo majhen volumen krvi, zato je v
primeru, ¢e niso zahtevane druge preiskave, smiselno izmeriti Steviléno koncentracijo
eritrocitov v kapilarni krvi in ne v venski. Rezultati merjenja v kapilarni krvi so primerljivi s
tistimi, ki jih dobimo z analizo venske krvi. Kapilarni odvzem krvi se najve¢ uporablja v
pediatriji.

Pribor in material:

pribor za odvzem kapilarne krvi, rokavice za enkratno uporabo,
Neubauerjeva ali Biirker-Tiirkova komorica, bruseno krovno steklo,
Hayemov reagent,

pipetor in kapilara (25 pL), pipeta (4975 uL), Zogica za pipetiranje,
caSe, epruveta,

vata, staniCevina,

destilirana voda, 70—80 % etanol.

Priimek in ime ali $tevilka VZorca: .......cooveeeenoieeee i,

Postopek

Kapilarno kri razred¢imo z izotoni¢no raztopino (Hayemov reagent) v razmerju 1 : 200.

Hayemov reagent kapilarna kri
4975 L 25 uL

Pravilno pokrijemo komorico z brusenim krovnim steklom, jo napolnimo tako, da ni v njej
zra¢nih mehurckov, in jo vstavimo v mikroskop.

Prestejemo eritrocite pri 400-kratni pove&avi na povrsini 0,2 mm®. Stejemo v obeh mreZicah,
izraCunamo povprecno Steviléno koncentracijo in srednjo vrednost vecCkratnih meritev, na
koncu pa odstopanje od srednje vrednosti.

Delo

1. Pripravite ves pribor in material.
2. 'V oznaceno epruveto pipetirajte Hayemov reagent in iz prsta odvzeto krvi ter
premesajte.
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11. Merjenje $tevil¢ne koncentracije eritrocitov v kapilarni krvi s komorico

3. Na komorico pravilno vstavite bruSeno krovno steklo, pod mikroskopom pri mali
povecavi preverite, ali je Cista in ¢e ne vsebuje vodnih kapljic.

4. Pravilno napolnite komorico, pod mikroskopom poiscite mrezico in prestejte eritrocite
pri 400-kratni povecavi v obeh mrezicah.

5. IzraCunajte % odstopanja med mreZicama in povpre¢no Steviléno koncentracijo
eritrocitov v primeru, da je razlika med mrezicama manjsa od 15 %.

6. IzraCunajte povprecno vrednost veckratnih meritev istega vzorca (srednjo vrednost) in
% odstopanja od srednje vrednosti, kar bo predstavljalo % napake.

7. Razlozite dobljeni rezultat.

Dobljene vrednosti in ra¢uni

$t. Erci v kvadratkih prve mreZice §t. Erci v kvadratkih druge mreZice
I. kvadratek: I. kvadratek:
II. kvadratek: II. kvadratek:
III. kvadratek: III. kvadratek:
IV. kvadratek: IV. kvadratek:
V. kvadratek: V. kvadratek:
skupaj = skupaj =

% odstopanja med mrezicama = .............
St. konc. Erci. v prvi mrezici = ..............

St. konc. Erci. v drugi mrezici = ..............

Rezultat: povprecna §t. konc. Erci obeh mrezic= ..............

Stevilo ponovitev istega vzorca= ......

dobljena vrednost (rezultat) — X
X

% odstopanja od X =

Obrazlozitev rezultata

Kaj bi bili mozni vzroki za poviSano ali znizano Stevil¢no koncentracijo eritrocitov?
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11. Merjenje $tevil¢ne koncentracije eritrocitov v kapilarni krvi s komorico

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

OPOMDE: ...ttt e e e
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12. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov I

Datum:

12 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE RETIKULOCITOV |

Teoreti¢ne osnove

Retikulocitov (Rtci) v razmazih, obarvanih po Pappenheimu, ne vidimo. Vsebujejo ostanke
ribonukleoproteinov v obliki zrne ali mrezice, medtem, ko jih pri eritrocitih ni. Retikulocite
prepoznamo, ¢e obarvamo ribonukleoproteine. Barvamo jih v epruveti, ker se barva veze
samo na zive, nefiksirane retikulocite. Za barvanje uporabljamo novo metilensko modrilo
(koncentrirana raztopina metilenskega modrila), vcasih pa so uporabljali barvilo
briljantkrezilmodro. Citoplazma retikulocitov in eritrociti se obarvajo rumenozeleno, medtem
ko se mrezica retikulocitov obarva temno modro. Preiskavo izvedemo tako, da preStejemo
eritrocite in retikulocite v obarvanem razmazu pod imerzijsko pove¢avo mikroskopa. Ce
retikulocitov ne Stejemo isti dan, moramo obarvane razmaze fiksirati 3 minute z metanolom in
kontrastno barvati 20 minut z razred¢eno raztopino reagenta po Giemsi. V nasprotnem
primeru ribonukleinska mrezica do naslednjega dneva zbledi.

Novejsi hematoloski analizatorji lahko poleg drugih meritev izmerijo tudi Stevil¢no
koncentracijo retikulocitov.

Vrednotenje porazdelitve celic v najtanjSem delu razmaza

Porazdelitev celic lahko v grobem ocenimo Ze z mikroskopiranjem pod suho povecavo (100-
ali 200-kratno).

12.1 BARVANJE RETIKULOCITOV IN PRIPRAVA RAZMAZA

Pribor in material:

mikroepruveta, stojalo za mikroepruvete,

premeSana venska kri,

rokavice za enkratno uporabo,

barvilo za barvanje retikulocitov (novo metilensko modrilo ali briljantkrezilmodro),
avtomatske pipete (od 100 pL. do 1 mL), caSe,

pribor za pripravo krvnih razmazov,

koncentrirana raztopina metanola, posodice za fiksiranje in barvanje krvnih razmazov,
razred¢en reagent po Giemsi.

Stevilka vzorca: .........
St. konc. Brei=..............

Priprava raztopine barvila (briljantkrezilmodro)

Briljantkrezilmodro 1,0 g
Trinatrijev citrat 0,4 g
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13. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov 11

Zmes raztopimo v malo vodne raztopine NaCl (konc. je 9 g/L) in dopolnimo z njo do 100 mL.
Raztopino nato prefiltriramo.

Postopek

V mikroepruveto vnesemo 25 puL raztopine barvila in dodamo 100 pL premeSane krvi.
Previdno premeSamo, zamasimo in pustimo stati 45 minut. Ponovno premesamo, eno kapljo
prenesemo na objektno steklo in naredimo tanek razmaz. Razmaz su$imo najmanj 30 minut
na zraku. Po potrebi fiksiramo s koncentriranim metanolom (3 minute), kontrastno obarvamo
z razredCenim reagentom po Giemsi (20 minut) in speremo z vodo.

Razmerje med krvjo in barvilom je odvisno od kakovosti in starosti barvila, zato se doloci
eksperimentalno, enako tudi cas barvanja. Obicajno se uporablja mesanica dveh delov krvi
in enega dela barvila, cas barvanja pa je ~20 minut. Namesto pipetiranja barvila lahko
barvilo doziramo tudi po kapljicah. Pred tem moramo izmeriti volumen ene kapljice. Po
izracunih predhodnih meritev ima I kapljica volumen ~35 pl.

Delo

Pripravite ves pribor in material.

Oznacite mikroepruveto in v njo pipetirajte barvilo in vensko kri v predpisanem

razmerju. Za vecje Stevilo razmazov lahko pipetirate vecji volumen krvi (npr. 200 pL)

in ustrezen volumen barvila (npr. 100 pL ali 3 kapljice).

3. Zmes premesajte, mikroepruveto zamasite in jo med obCasnim meSanjem pustite vsaj
20 minut.

4. Naredite najmanj dva tanka razmaza in ju posusite na zraku.

Enega od razmazov fiksirajte z metanolom in kontrastno obarvajte z razred¢enim

reagentom po Giemsi.

6. Pod malo povecavo ocenite kvaliteto razmazov, oznacite in shranite do naslednje vaje.

N —

e

Rezultat

Ocena gostote razmaza, mikroskopiranega pri 100- ali 200-kratni povecavi v primeru, da
pregledamo dva pasova vidnih polj po Sirini razmaza (obkrozite primeren odgovor):

a. razmaz ima dovolj $irok del prave gostote

b. razmaz je pregost
c. razmaz prehitro prehaja iz redkega dela v pregosti del
d. razmaz je stopnicast
razmaz ima repke
. drugo oo
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12. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov I

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 41T
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13. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov 11

Datum:

13 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE RETIKULOCITOV I

13.1 STETJE RETIKULOCITOV IN IZRACUN STEVILCNE KONCENTRACIJE

Teoreti¢ne osnove

Retikulocite $tejemo v krvnem razmazu pod imerzijsko pove¢avo. Stejemo jih na 1000
eritrocitov in retikulocitov. To¢nejSe rezultate bi dobili, e bi presteli ve¢ kot 1000 eritrocitov
in retikulocitov (vsaj 5000), ker je Stevilo retikulocitov odvisno od razporeditve retikulocitov
v krvnem razmazu. Vrednosti, dobljene s hematoloskim analizatorjem, so to¢nejSe, ker
analizator presteje zelo veliko Stevilo celic. Zaradi boljse preglednosti pod mikroskopom je
bolje, da omejimo vidno polje z okencem, ki ga vstavimo v enega od okularjev mikroskopa.

Izbira okularja, kamor vstavimo okence, je odvisna od vodilnega ocesa. Vodilno oko je
tisto oko, pri katerem se slika, gledana z enim ocesom, ne premakne, ko ga usmerimo na nek
predmet potem, ko smo predmet centrirali z obema ocesoma.

Stetje si lahko tudi poenostavimo tako, da natanéno prestejemo celice v enem vidnem polju,
nato pa prestejemo $tevilo vidnih polj, dokler ne pridemo do §tevila 1000. Ce je celic veliko,
lahko prestejemo del vidnega polja in preraCunamo na celoto.

Retikulociti so normalno prisotni v krvi in jih je od 5 do 15 na 1000 eritrocitov.

Izracun relativnega deleza retikulocitov:

Stevilo prestetih Rtci
1000 (Erci + Rtci)

Znizano ali zviSano Stevilo retikulocitov kaze na eno od vrst anemij ali slabokrvnosti.
Stevil¢no koncentracijo retikulocitov dobimo tako, da relativni delez retikulocitov mnozimo s
Steviléno koncentracijo eritrocitov.

St. konc. Rtci = relativni dele? - §t. konc. Erci

Primer

Ce smo na 1000 eritrocitov in retikulocitov presteli 15 retikulocitov, je relativni delez
15/1000 = 0,015. Ce je Steviléna koncentracija eritrocitov 5 x 10"/, bo §tevilcna
koncentracija retikulocitov 0,015 - 5 - 1 0% =75x 10°/L.

46




13. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov 11

Referenéne vrednosti §t. konc. Rtci: 21-95 x 10°/L.

Retikulocit lahko zamenjamo s trombocitom, ki lezi na eritrocitu.

o |

e y

£ oy
AT E.‘ i B _,.;

Slika 15. Prikaz trombocita na eritrocitu.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje, barvice,
e obarvani krvni razmazi za Stetje retikulocitov (razmazi od predhodne vaje),
e okenca kot pripomocek za mikroskopiranje.

St. konc. Erci=..............

Delo

1. Pod imerzijsko povecavo poiscite pravo gostoto celic v obeh razmazih. Ocenite
kvaliteto posameznega razmaza in za Stetje retikulocitov izberite najbolj$i razmaz.

2. 'V obeh razmazih poiscite nekaj retikulocitov, z barvilom obarvane levkocite,
trombocite in trombocit na eritrocitu. Celice nariSite. Poiscite ve¢ razlicnih
trombocitov zato, da jih ne boste zamenjali z retikulociti, ¢e lezi trombocit na
eritrocitu.

3. Dolocite vodilno oko in ¢e vam mikroskop to omogoca, vstavite okence v enega od
okularjev. Ce ste dologili levo vodilno oko, vstavite okence v levi okular.

4. Pod imerzijsko povec€avo prestejte vse retikulocite na 1000 celic (eritrocitov +

retikulocitov) v enem od razmazov.

Iz relativnega deleza izraCunajte Steviléno koncentracijo retikulocitov.

6. Obrazlozite rezultate.

9]

Rezultati

Ocena gostote najboljSega razmaza, mikroskopiranega pri 1000-kratni povecavi, ¢e
pregledamo vsaj deset pasov vidnih polj po Sirini razmaza brez okenca (obkroZite primeren
odgovor):

a. razmaz ima dovolj Sirok del prave gostote
b. razmaz je pregost

c. razmaz prehitro prehaja iz redkega dela v pregosti del
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Moje vodilno okoje ...........ooeviiiiiinnn.n.

Risba trombocitov in
Risba retikulocitov. trombocita na eritrocitu. Risba levkocitov.

Stevilo prestetih celic

Stevilo eritrocitov Stevilo retikulocitov Erci + Rtci
skupaj
RelativnidelezRtci=..................
St.konc. Rtci = .ovvvvevneninnn.

Obrazlozitev rezultatov

Kaj je lahko vzrok za neustrezni razmaz in morebitno zniZano vrednost Steviléne
koncentracije retikulocitov?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 141 o T
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13. Merjenje $tevil¢ne koncentracije retikulocitov 11

Iggl Domaca naloga

1. Al je merjenje Stevilcne koncentracije retikulocitov rutinska preiskava? Razlozite
odgovor.

3. Ali so retikulociti normalno prisotni v krvi? Ce so, koliksna je njihova normalna $teviléna
koncentracija?

4. Kaj vpliva na rezultat merjenja Steviléne koncentracije retikulocitov, kadar jih merimo v
krvnem razmazu?

Razmislite in odgovorite

Kaksen diagnosti¢ni pomen ima merjenje Steviléne koncentracije retikulocitov?

Pregledal/a:

(03107111 oL PR
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14. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v venski krvi

Datum:

14 MERJENJE MASNE KONCENTRACIJE HEMOGLOBINA V
VENSKI KRVI

Teoreti¢ne osnove

Masno koncentracijo hemoglobina ugotavljamo s cianhemiglobinsko metodo ro¢no ali pa s
hematoloSkim analizatorjem. V obeh primerih je princip metode enak.

Princip cianhemiglobinske metode

Kri razred¢imo s hipotoni¢no raztopino (Drabkinovim reagentom), da pride do hemolize
eritrocitov in sproS¢anja hemoglobina. Drabkinov reagent vsebuje dve spojini, ki reagirata s
hemoglobinom: K3;Fe(CN)s in KCN. Reakcija poteka dvostopenjsko. Najprej se oksidira
hemoglobin, nato pa se na nastali methemoglobin veze cianidna skupina v rdece obarvani
produkt, ki ga merimo fotometri¢no pri valovni dolzini 540 nm.

Hb + K3Fe(CN)s + KCN —— hemiglobin cianid (cianhemiglobin ali methemoglobin)
KCN so nekateri proizvajalci nadomestili z drugimi reagenti.

Faktorji, ki lahko vplivajo na to¢nost meritev

Na to¢nost meritev masne koncentracije hemoglobina vpliva motnost krvi, ki je lahko
posledica zviSane Stevilcne koncentracije levkocitov, zviSane koncentracije proteinov ali
zviSane koncentracije lipidov. Levkocite odstranimo s centrifugiranjem, proteine z dodatkom
K,CO; ali ene kapljice NHs, lipide pa z dodatkom etra in s centrifugiranjem. Tarcasti
eritrociti, hemoglobin S in hemoglobin C v diluentu ne hemolizirajo.

Hemoglobin lahko merimo tudi neposredno pri valovni dolzini 548,5 nm, kjer imata
deoksihemoglobin in oksihemoglobin enake absorbance, karboksihemoglobin pa ne dosti
nizje.

Referencne vrednosti: 120-180 g/L

/ Opozorilo

KCN je sol in hud celicni strup. Deluje na citokrome dihalne verige in s tem blokira celicno
dihanje, zastrupljena oseba pa se v hudih mukah zadusi. Smrt nastopi Ze, ce ga zauZijemo v
zelo majhnih kolicinah. V stiku s kislino zreagira in nastane prav tako nevaren plin HCN.
Spoznamo ga po tem, da ima vonj po mandeljnih. Ker vdihavanje tega plina povzroci smrt,
cianidnega reagenta ne smemo viivati v lijak, kamor so predhodno Vlili kislino.

Cianidnega reagenta tudi ne smemo vlivati v kanalizacijo, temvec ga je treba zbirati posebej.

Preden ga zavrzemo, moramo KCN razstrupiti tako, da v 1 L odpadne tekocine dodamo 0,1 g

natrijevega tiosulfata.
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14. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v venski krvi

Pribor in material:

Priprava cianidnega reagenta

cianidni reagent ali Drabkinov reagent, rokavice za enkratno uporabo,
standardna raztopina z znano masno koncentracijo hemoglobina,
venska kri z dodatkom antikoagulanta,

avtomatska pipeta (25 ul), pipetor z volumnom od 1 do 5 mL ali avtomatska pipeta z
volumnom od 1 do 5 mL,
epruvete, Case, stojalo za epruvete,
fotometer ali spektrometer,
alkoholni flomaster, stani¢evina.

0,2 g trikalijevega heksacianoferata Ks;Fe(CN)g, 0,05 g kalijevega cianida in 0,14 g kalijevega
dihidrogenfosfata raztopimo v demineralizirani vodi, dodamo 0,5 mL Steroxa SE ali 1 mL
Nonideta P 40 in dopolnimo z demineralizirano vodo do 1 litra. Kontroliramo pH reagenta, ki

mora biti od 7 do 7,4. Reagent hranimo v temni steklenici pri sobni temperaturi.

Stevilka vzorca: ........

Postopek

V oznacene epruvete pipetiramo:

PremeSamo in po najmanj treh minutah lahko merimo absorbanco standarda in vzorca proti

slepi vzorec standard VZOorec

Hb-reagent 5SmL 5 mL SmL
Hb-standard / 25 uL /

venska kri / 25 uL

slepemu vzorcu pri valovni dolzini 540 nm.

Koncentracijo hemoglobina (Hb) izra¢unamo po formuli:

Cst

Hb (g/L) =Ay =

st
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14. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v venski krvi

Princip fotometri¢ne meritve

Instrument meri prepusceno svetlobo, ki jo imenujemo prepustnost ali transmitanca (T). Nato
logaritmira vrednost 1/T in na ta nacin dobimo vrednost absorbance (A). Absorbanca je
premosorazmerna s koncentracijo, kar prikazuje enacba A = ¢ -C- {, medtem ko je odnos med
transmitanco in koncentracijo logaritmicen.

Pred meritvijo moramo instrument naravnati na Zeleno valovno dolzZino in s slepim vzorcem
umeriti na vrednost absorbance 0. Sele nato lahko izmerimo absorbance vzorcev in
standardnih raztopin. Na podlagi znane vrednosti koncentracije standarda in izmerjene

absorbance vzorca in standarda lahko izracunamo koncentracijo vzorca, lahko pa jo izracuna
tudi sam instrument.

Delo

Pripravite ves material in pribor ter vkljucite spektrometer ali fotometer.

Tri epruvete primerno oznacite (prvo z oznako slepa, drugo z oznako standard, tretjo
pa s Stevilko vzorca) in izvedite reakcijo po predpisanem postopku s
cianhemiglobinsko metodo.

3. Umerite instrument pri valovni dolzini 540 nm s slepim vzorcem, premesajte epruveti
s standardom in vzorcem in izmerite njuni absorbanci.

Izracunajte povprecno vrednost absorbanc standarda in faktor.

Izracunajte koncentracijo vzorca in jo primerjajte s pravo vrednostjo.

Izracunajte % odstopanja od prave vrednosti (% napake).

Obrazlozite rezultat.

N =

Nons

Podatki, izmerjene vrednosti in ra¢un

Rezultat: Hb (g/L) = A,,- % =

st

Rezultat odstopa / ne odstopa (ustrezno pod¢rtajte) od normalnih vrednosti.
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14. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v venski krvi

Prava vrednost masne koncentracije hemoglobina=...............

razlika med dobljeno vrednostjoin pravo vrednostjo 100 =

% napake =
prava vrednost
Obrazlozitev rezultata

Kaj je lahko vzrok morebitnega odstopanja rezultata od prave vrednosti?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 41 o7

IL_JI Domaca naloga

1. Napisite reakcijo dolo¢anja masne koncentracije hemoglobina.

2. Koliks$ne so referen¢ne vrednosti masne koncentracije hemoglobina za odrasle?

MOSKI: e,

ZeNSKe: ..o,

3. Zakaj je hemoglobinski reagent strupen? Kaj se zgodi, ¢e ga zlijemo
reakcijo.

v kislino? Napisite



14. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v venski krvi

Pregledal/a:

L0 7570711 0T
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15. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v kapilarni krvi

Datum:

15 MERJENJE MASNE KONCENTRACIJE HEMOGLOBINA V
KAPILARNI KRVI

Teoreti¢ne osnove

Tako kot za merjenje Steviléne koncentracije krvnih celic potrebujemo tudi za merjenje masne
koncentracije hemoglobina le 25 pL krvi. Zato je za to preiskavo smiselno uporabljati
kapilarno kri, ker ne rabimo velikega volumna krvi, poleg tega pa se koncentraciji
hemoglobina med vensko in kapilarno krvjo bistveno ne razlikujeta.

Pribor in material:

pribor za odvzem kapilarne krvi,

hemoglobinski reagent (cianidni reagent ali Drabkinov reagent),
standardna raztopina z znano masno koncentracijo hemoglobina,
pipetor z volumnom od 1 do 5 mL ali avtomatska (od 1 do 5 mL),
epruvete, ¢ase, stojalo za epruvete,

alkoholni flomaster, stani¢evina,

fotometer ali spektrometer.

Priimek in ime ali Stevilka vzorca: .........oooeeeniieee i

Postopek merjenja masne koncentracije hemoglobina v kapilarni krvi s
cianhemiglobinsko metodo

V oznacene epruvete pipetiramo:

slepi vzorec standard vZorec
Hb-reagent SmL S mL SmL
Hb-standard / 25 uL /
kapilarna kri / 25 uL

Zmesi premesamo in po najmanj treh minutah lahko merimo absorbanco standarda in vzorca

proti slepemu vzorcu pri valovni dolzini 540 nm.

Izracunamo koncentracijo vzorca po formuli: C,, =

A

Ast
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15. Merjenje masne koncentracije hemoglobina v kapilarni krvi

Delo

Pripravite ves material in pribor ter vkljucite spektrometer oz fotometer.

Tri epruvete primerno oznacite (prvo z oznako slepa, drugo z oznako standard, tretjo
pa s Stevilko vzorca) in izvedite reakcijo po predpisanem postopku. Kot vzorec
uporabite kapilarno kri, odvzeto iz prsta.

Umerite instrument s slepim vzorcem pri valovni dolZini 540 nm.

Premesajte epruveti s standardom in vzorcem in izmerite njuni absorbanci.
Izracunajte povprecno vrednost absorbanc standarda in faktor.

Izracunajte koncentracijo vzorca.

Ugotovite, ali je dobljena vrednost koncentracije vzorca v mejah referen¢nih vrednosti
in razlozite dobljeni rezultat.

N —

NownkWw

Podatki in izmerjene vrednosti

Cst

Rezultat: Hb (g/L)=Ay, =— =...............

A

st

Rezultat odstopa / ne odstopa (ustrezno pod¢rtajte) od referencnega obmocja.

Obrazlozitev rezultata

Kaj je vzrok morebitnega odstopanja rezultata od referenénih vrednosti? ..........cccccovveeiiienennne.

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

(057107111 o TP
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16. Merjenje hematokrita

Datum:

16 MERJENJE HEMATOKRITA

Teoreti¢ne osnove

Hematokrit (volumen stisnjenih eritrocitov) so vcasih dolocali z meritvijo razmerja med
dobljenim stolpcem stisnjenih eritrocitov in stolpcem celotne krvi po centrifugiranju v
hematokritnih centrifugah. Med stisnjenimi celicami so poleg eritrocitov, ki jih je Stevilcno
najvec, tudi levkociti in trombociti. Prav tako ostane po centrifugiranju med krvnimi celicami
tudi majhen volumen plazme, ker vseh celic ne moremo stisniti v stolpec.

Izra¢un hematokrita po centrifugiranju:

Hi = dolzina stolpca Erci

dolzina stolpca krvi

100% = 1.0

50% = 0.5

I

|

0

Slika 16. Prikaz merjenja razmerja med stolpcem eritrocitov in stolpcem celotne krvi.

Danes je metodo merjenja hematokrita s centrifugiranjem izpodrinil hematoloski analizator,
ki vrednost hematokrita izra¢una. Da bi locili obe metodi, so starejsi avtorji rezultat metode s
centrifugiranjem imenovali hematokrit, rezultat izra¢unane vrednosti hematokrita s
hematoloSkim analizatorjem pa hematokritno vrednost.

Hematokritna vrednost pomeni idealno vrednost hematokrita, ki bi jo dobili, ¢e med
centrifugiranjem ne bi ostalo ni¢ plazme. Zato so hematokritne vrednosti vedno nekoliko nizje
od hematokrita, dobljenega s centrifugiranjem.

Hematoloski analizatorji izracunajo hematokritno vrednost na podlagi izmerjene vrednosti
Stevil¢ne koncentracije eritrocitov in njihovega povpre¢nega volumna (MCV).

Hematokritna vrednost = MCV - §t. konc. Erci

Hematokrit je dober kazalec slabokrvnosti. Ce je niZja $teviléna koncentracija eritrocitov, bo
tudi vrednost hematokrita znizana.
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16. Merjenje hematokrita

Referen¢ne vrednosti: 0,37-0,54

Pribor in material:

premesana venska kri, rokavice za enkratno uporabo,
heparinizirane hematokritne kapilare, kit,
staniCevina,

merilec dolzine (geotrikotnik),

hematokritna centrifuga.

Stevilka vzorca: ........

Postopek merjenja hematokrita v venski Krvi

S premesSano vensko krvjo napolnimo kapilaro do 2/3 ali 3/4. Napolnimo jo tako, da nagnemo
epruveto s krvjo, v njo pomoc¢imo kapilaro in kri ste¢e v njo sama od sebe. Kapilaro od strani
obriSemo s stani¢evino in jo zamaSimo s posebnim kitom.

Delamo v paraleli, kar pomeni, da za vsak vzorec krvi potrebujemo dve kapilari.

Kapilare vstavimo v centrifugo z zamasenim delom zunaj. Kapilari z istim vzorcem krvi
postavimo v centrifugo nasproti.

Centrifugiramo 5 minut pri 10 000 vrt./min in izmerimo dolzino stolpca eritrocitov ter dolzino
stolpca celotne krvi. IzraCunamo razmerje in povprec¢no vrednost obeh meritev.

Delo

1. Pripravite ves material in pribor.
2. Izvedite merjenje hematokrita s centrifugiranjem po predpisanem postopku in
ovrednotite rezultat.

Izmerjene vrednosti in izracun

Prva paralela: Ht=...............
Druga paralela: Ht=...............

Rezultat: povprecna vrednost Ht = ...............

Vrednotenje rezultata

Hematokrit je / ni (ustrezno podcrtajte) v mejah referencnih vrednosti.

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
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16. Merjenje hematokrita

L0070 0 T

ILJ Domaca naloga

1. Kazalec katerega bolezenskega stanja je hematoKrit? ...........cccoeeeiiiiiiiiiienieiieieeee

2. Zakaj hematoKrit NTMa €NOL? .....cceiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt eaeeaeeas
3. Zakaj se hematokrit in hematokritna vrednost med seboj minimalno razlikujeta?

4. Navedite orientacijske referen¢ne vrednosti za hematokrit pri moskih in pri zenskah.
mosKi: ...

ZensKe: ...,

5. Napisite formulo za izracun hematokritne vrednosti.

6. Kako mora biti obrnjena kapilara, ki jo vstavimo v hematokritno centrifugo? Razlozite

odgovor.
7. Zakaj moramo kapilaro na zunanji strani po pipetiranju krvi obrisati? ..........cccoeceeriieeniennen.
Pregledal/a:
L0070 101 T
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17. Merjenje hitrosti sedimentacije eritrocitov

Datum:

17 MERJENJE HITROSTI SEDIMENTACIJE ERITROCITOV

Teoreti¢ne osnove

Hitrost sedimentacije eritrocitov je nespecifi¢na preiskava, ker rezultati ne pokazejo, za katero
bolezen gre. Pri¢akovali bi, da bodo to preiskavo opustili, namesto tega pa proizvajalci
izdelujejo vedno bolj izpopolnjene analizatorje za od¢itavanje sedimentacije. Razlog je v tem,
da mnogi zdravniki to preiskavo Se vedno narocajo, Ceprav je na voljo bolj specifi¢na
preiskava, ki meri CRP (C-reaktivni protein).

Hitrost sedimentacije eritrocitov so na zacetku izvajali z metodo po Westergrenu
(antikoagulant je bil Na citrat, razmerje med krvjo in antikoagulantom pa 4 + 1). Kasneje so
metodo modificirali, da so lahko uporabljali EDTA-kri, metodo pa so poimenovali po
Dowsonu. Danes zopet izvajajo metodo po Westergrenu, vse ve¢ laboratorijev pa Ze uporablja
najnovejSo metodo s pomocjo analizatorjev, ki merijo kinetiko agregacije eritrocitov. Za
razliko od klasicne metode sedimentacije, ki je potekala eno uro, novejsi analizatorji izpisejo
rezultat Ze v nekaj minutah.

Merjenje hitrosti sedimentacije eritrocitov po Dowsonu je za ufenje najprimernejSa metoda,
ker ni potreben poseben odvzem krvi, za preiskavo pa lahko uporabljamo, namesto citratne
krvi, s fizioloSko raztopino razred¢eno EDTA-kri.

v o e W R

Slika 17. Prikaz hitrosti sedimentacije eritrocitov po Westergrenu.

Referencéne vrednosti: 0—15 mm/h

Pribor in material:

e pribor za sedimentacijo: plasticna posodica z zamaSkom, graduirana plasti¢na cevka,
stojalo za sedimentacijo,

venska kri,

fizioloska raztopina,

rokavice za enkratno uporabo,

avtomatske pipete (1 mL in 250 pL).
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17. Merjenje hitrosti sedimentacije eritrocitov po Dowsonu

Stevilka vzorca: ..........

Postopek

Kiri in fiziolosko raztopino pipetiramo v plasti¢no posodico, zamasimo in premeSamo.

fizioloSka raztopina EDTA-kri
0,25 mL 1 mL

V zmes krvi in fizioloSke raztopine vstavimo graduirano plasticno cevko in pustimo v
navpi¢nem polozaju pri sobni temperaturi tocno 1 uro, da eritrociti sedimentirajo. Od¢itamo
rezultat v mm/uro.

Delo

1. Pripravite ves material in pribor.
2. Nastavite sedimentacijo v skladu z navodili.
3. Odcitajte stolpec sedimentiranih eritrocitov in vpisite rezultat.

Rezultat: hitrost sedimentacije eritrocitov je ............ mm/h.
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
[0 7570711] 0T P

ILJ Domaca naloga

1. 'V ¢em se razlikujeta postopka sedimentacije po Dowsonu in po Westergrenu?

mm/uro?
3. Alina hitrost sedimentacije eritrocitov vplivata temperatura in ¢as? ...........................
Pregledal/a:
L0 570711 0T
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18. Racunske naloge

Datum:

18 RACUNSKE NALOGE

Teoreti¢ne osnove

V<asih so bile enote za masno koncentracijo g/100 ml, relativne deleZe so izrazali v odstotkih,
Stevilo krvnih celic pa na mm® ali na pl.

Z uvedbo mednarodnih ali SI enot leta 1980 so se odstotki spremenili v relativne deleze
(enote od 1), Steviléno koncentracijo celic so zaceli izrazati kot Stevilo celic na liter krvi,
masno koncentracijo hemoglobina pa v gramih hemoglobina na liter krvi (g/L). Ce je le
mogoce, naj bi se koncentracija izrazala v mol/L, oziroma tisoCkrat niZji vrednosti (mmol,
umol, nmol), kar imenujemo snovna koncentracija. Po SI so lahko Steviléne vrednosti samo
tisockratniki doloCenega Stevila, kot na primer 103, 10, 109, 1012, 102, 10, 10 '9, 1012, 107
itd, ne smemo pa uporabljati vrednosti, kot so 102, 104, 107, 107 itd.

Mnoge drzave po svetu in tudi marsikje v drzavah nekdanje Jugoslavije Se vedno uporabljajo
»stare enote«. Tudi pri nas se nekatere osebe »stare Sole« ne morejo navaditi na SI enote, ki
so ze desetletja prisotne na laboratorijskih izvidih.

Tako nekateri 3teviléno koncentracijo levkocitov $e vedno izrazajo v veé tiso&ih na mm’,
Steviléno koncentracijo eritrocitov v milijonih na pl ali na mm’, masno koncentracijo
hemoglobina pa v g/dl. Za koncentracijo glukoze Se vedno, tudi v sodobni literaturi,
zasledimo enoto g/dl, krvni tlak se najpogosteje izraza v mm Hg, ne pa v pascalih, na
marsikaterih spektrometrih pa piSe namesto kratice za absorbanco (A) kratica za ekstinkcijo
(E).

Zaradi spremenjenih enot so tudi stare Stevil¢ne vrednosti preiskav popolnoma druga¢ne od
novejSih SI vrednosti in posledice so napacne interpretacije rezultatov.

Da se ne bi dogajale pomote v komunikaciji, bi morali laboratorijski tehniki poznati stare in
nove enote in biti sposobni preracunati ene v druge.

1000L=1m’

1L=1dm’,

1 dm®*= 1000 cm® = 10* cm®

ImL=1cm’, 1cm’=1000 mm’= 10* mm®
1 pL =1 mm’

1L=10°uL = 10° mm’

Tabela 1. Primeri starih enot in novih (SI) enot.

ime preiskave stare enote SI enote
hematokrit % enota od ena (1/1)
$t. konc. eritrocitov §t. x 10° Erci/mm’ (ul) $t. x 10" Erci /L
§t. konc. levkocitov §t. x 10° Lkei/mm’® (ul) §t. x 10° Lkei /L
St. konc. trombocitov §t. x 10° Trei/mm’ (ul) $t.x 10” Trci /L
masna konc. Hb g/100 ml ali g/dl g/L
MCV um’ fL
krvni tlak mm Hg pascal (Pa)
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18. Racunske naloge

Naloge

1. Koncentracija hemoglobina je 110 g/L, $teviléna koncentracija eritrocitov pa 4 x 10'%/L.

Izracunajte vrednosti teh dveh parametrov v starih enotah.

Izracuni:
110 g/L=.cccovunn.... /100 ml
4x10%L=............. 10%/mm’

2. V nekem laboratoriju v Madridu so izdali spodaj navedene rezultate. Preraunajte
vrednosti v rezultate, kot veleva stroka, in jih dopiSite v tabelo.

ime preiskave rezultati madr}fiskega rezultati v SI enotah
laboratorija
koncentracija hemoglobina 9 g/dl
Steviléna konc. Trci 300 x 10°/ul
trombokrit 5%
MCHC 30 g/dl
MCV 80 um’
Stevil¢na konc. Erci 4,1 x 10%ul

Izracuni:

3. Preracunaj snovno koncentracijo v g/100 mL in obratno. Mr = 60.

Smmol/L= ..........ooiviiii.
5¢100ml=........cocooiiiiin..
0,6 mol/L=.......cccoviiiiiiiiinnnn..
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18. Racunske naloge

4. 100 mL raztopine s koncentracijo 9 g/L dolijemo 200 ml vode. Kolik$na bo koncentracija
po razredcitvi in kolikSna bo razredcitev?

Izracuni:

Koncentracija po razredCitvibo ......................

Razredéitevbo ................

Pregledal/a:

L0070} 101 T
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19. Merjenje Steviléne koncentracije levkocitov v venski krvi s komorico

Datum:

19 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE LEVKOCITOV V VENSKI
KRVI S KOMORICO

Teoreti¢ne osnove

Podobno kot za Stetje eritrocitov, je tudi za Stetje levkocitov v komorici treba kri predhodno
razrediti. Za redenje krvi uporabljamo hipotoniéno raztopino (Tiirkova raztopina?), ki
hemolizira eritrocite in obarva jedra levkocitov temno modro. RazredCitev je desetkrat manjsa
kot pri Stetju eritrocitov, ker je levkocitov v krvi normalno do tisoc¢krat manj. 1z tega razloga
Stejemo levkocite v vedji povrdini komorice (v povrsini 4 mm?) pri dvestokratni pove&avi.
Uporabljamo lahko Neubauerjevo, Biirker-Tiirkovo ali katero drugo komorico, ki ima
kvadrate s povr§ino po 1 mm? in globino 0,1 mm.

Referenéne vrednosti: 4-10 x 10°/L

Pribor in material:

premesana venska kri, rokavice za enkratno uporabo,

avtomatske pipete (475 puL in 25 pL),

Tiirkova raztopina,

epruveta, CaSe, pipetor in kapilare,

komorica za Stetje krvnih celic (Neubauerjeva komorica, Biirker-Tiirkova komorica
idr.), bruseno krovno steklo,

e vata, staniCevina, alkoholni flomaster, stojalo za epruvete, destilirana voda.

Stevilka vzorca: .........

Postopek

V epruveto pipetiramo 475 uL raztopine Tiirkovega reagenta in 25 pL. premeSane venske
krvi.

Tiirkov reagent venska Kri
475 pL 25 uL

Zmes dobro premeSamo in napolnimo komorico tako, da ni v njej zra¢nih mehurckov.
Poc¢akamo 3 minute, da se celice umirijo in pri¢nemo s Stetjem.

Stetje levkocitov

Prestejemo levkocite pri 200-kratni povecavi v vseh Stirih vogalnih kvadratih mrezice na
povrini 4 mm?®. Stejemo v obeh mreZicah. Levkocite, ki leZijo na mejni &rti posameznega
kvadrata (1 mm?), Stejemo tako, da upostevamo le tiste, ki leZijo na dveh stranicah, npr. na

* Tiirkova raztopina je ocetnokisla raztopina barvila gentianaviolet in azura B.
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19. Merjenje Steviléne koncentracije levkocitov v venski krvi s komorico

spodnji in na levi, levkocitov na drugih dveh mejnih stranicah kvadrata pa ne upostevamo.
Levkocite, ki so na mejnih ¢rtah znotraj posameznega kvadrata, moramo seveda presteti.

T~

e

Slika 18. Prikaz Stirih zunanjih kvadratov mrezice Neubauerjeve komorice, kjer Stejemo levkocite.

Prestejemo levkocite v obeh mreZicah. Ce se §tevili prestetih celic v obeh mreZicah razlikujeta
za veC kot 15 %, moramo polnjenje komorice in Stetje celic ponoviti.

o ) .. razlika med obema mrezicama
% odstopanja med mrezicama = - 100

Stevilo Lkei v eni od mrezic

Izrac¢un $teviléne koncentracije levkocitov:

Stevilo Lkciv 4 kvadratih (4 mm?*)
20

St. konc. Lkci =

Formulo za izracun Stevil¢ne koncentracije levkocitov dobimo tako, da upostevamo
povrsino prestetih kvadratkov, globino komorice in razredcitev, vse skupaj pa
preracunamo na liter krvi.

Razredéitev=1: 20 faktor = 20
Globina komorice = 1/10 mm faktor = 10
Povriina prestetih kvadratkov = 4 mm® faktor = 1/4

Stevilo Lkci x 20 - 10 - 1/4 = stevilo Lkci x 50 / mm’
Stevilo levkocitov je treba preracunati na liter krvi.

1 liter vsebuje 10° pL ali 10° mm’, zato moramo 50 pomnoziti z 10°= §t Lkci x 5 x 10 .
Da bi dobili enotolOg, ker 107 ni SI enota, moramo rezultat deliti in mnoziti s 100. 5 in 100
se pokrajSata in dobimo Stevilo Lkci, deljeno z 20.

Rezultat je povprecna Steviléna koncentracija levkocitov, prestetih v obeh mrezicah.
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19. Merjenje Steviléne koncentracije levkocitov v venski krvi s komorico

Povprecna §t. konc. Lkci. =

St.konc. Lkci vprvi mrezici+ St.konc. Lkci vdrugi mrezici
2

Dobljeni rezultat primerjamo z vrednostjo, dobljeno s hematoloSkim analizatorjem oziroma s
»pravo« vrednostjo, ki se ne sme razlikovati za vec kot 15 %.

% odstopanja =

dobljena vrednost (rezultat) - prava vrednost 100

prava vrednost

Delo

1. Pripravite ves pribor in material.

2. Na komorico namestite bruSeno krovno steklo in pod mikroskopom preverite Cistost
komorice oz. stekla.

3. Pipetirajte Tlrkovo raztopino in premesano vensko kri, premesajte, napolnite
komorico in pustite, da se celice umirijo.

4. Pod mikroskopom poisc¢ite mrezico in prestejte levkocite v skladu z navodilom.

5. Izracunajte % odstopanja med mrezicama in povprecno Steviléno koncentracijo
levkocitov, ¢e se vrednosti obeh mrezic razlikujeta za manj kot 15 %.

6. Primerjajte dobljeno vrednost z vrednostjo, dobljeno s hematoloskim analizatorjem in
izraCunajte % napake.

7. lzraCunajte povprec¢no vrednost meritev istega vzorca in % odstopanja povprecne
vrednosti od prave vrednosti.

8. Obrazlozite rezultat.

Dobljene vrednosti in ra¢uni

$t. Lkci v kvadratih prve mrezZice $t. Lkci v kvadratih druge mrezZice
I. kvadrat: I. kvadrat:
II. kvadrat: II. kvadrat:
III. kvadrat: III. kvadrat:
IV. kvadrat: IV. kvadrat:
skupaj = skupaj =

% odstopanja med mrezicama = ...........

St. konc. Lkci. v prvi mrezici =.................

St. konc. Lkci. v drugi mreZici=.................

Rezultat: povprecna $t. konc. Lkei obeh mrezic=.....................

Stevilo ponovitev istega vzorca= ......
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19. Merjenje Steviléne koncentracije levkocitov v venski krvi s komorico

Povprecna vrednost vseh meritevali X =..........

Prava vrednost $t. konc. Lkci, dobljena s hematoloskim analizatorjem = ...............

dobljena vrednost (rezultat) - prava vrednost

% odstopanja (% napake) = 100=.............

prava vrednost

' X - X
% odstopanja od X = prava vrednost .

prava vrednost

Obrazlozitev rezultata

Kaj bi bili mozni vzroki za napacen rezultat, ¢e rezultat odstopa za vec kot + 15 %? Kako si
razlagate razliko med pravo vrednostjo in povprecno vrednostjo vseh meritev?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 101 o7
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20. Merjenje Stevil¢ne koncentracije levkocitov v kapilarni krvi s komorico

Datum:

20 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE LEVKOCITOV V
KAPILARNI KRVI S KOMORICO

Teoreti¢ne osnove

Tudi pri Stetju levkocitov so Steviléne koncentracije le-teh v venski in kapilarni krvi
primerljive. Metoda je dokaj specifi¢na, vendar podobno kot pri hematoloSkem analizatorju,
tudi v komorici ne moremo lociti med levkociti in normoblasti. V primeru prisotnosti
normoblastov v krvi moramo narediti krvni razmaz, ga pobarvati po Pappenheimu,
diferencirati in iz dobljenega razmerja med normoblasti in levkociti izraunati Stevil¢no
koncentracijo levkocitov.

Pribor in material:

pribor za odvzem kapilarne krvi, rokavice za enkratno uporabo,
Neubauerjeva komorica ali Biirker-Tiirkova komorica, bruSeno krovno steklo,
vata, staniCevina, destilirana voda,

epruveta, Case, stojalo za epruvete,

Tiirkova raztopina.

Priimek in ime ali Stevilka vzorca: ........oooveeeiiiii i,

Postopek

V epruveto pipetiramo 475 pL raztopine Tiirkovega reagenta in 25 pL kapilarne krvi ter
premesamo.

Tiirkov reagent kapilarna kri
475 uL 25 uL

Na komorico namestimo bruSeno krovno steklo in preizkusimo, ali je dobro pritrjeno. Pod
mikroskopom pri mali povecavi pogledamo, ali je komorica ¢ista in ne vsebuje vodnih
kapljic. Zmes reagenta in krvi Se enkrat dobro premesamo in napolnimo komorico tako, da ni
v njej zracnih mehurckov. Po¢akamo 3 minute, da se celice umirijo.

Levkocite stejemo enako kot pri predhodni vaji tako, da prestejemo levkocite pri dvestokratni
povecavi v obeh mrezicah v vseh $tirih vogalnih kvadratih.

Delo

Pripravite ves pribor in material.

Na komorico namestite bruSeno krovno steklo in pod mikroskopom preverite ¢istost
komorice oz. stekla.

3. Pipetirajte Tiirkovo raztopino.

N =
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20. Merjenje Stevil¢ne koncentracije levkocitov v kapilarni krvi s komorico

Odvzemite kapilarno kri v skladu z navodili in jo pipetiraje v Tiirkovo raztopino.
Napolnite komorico in pustite, da se celice umirijo.

Prestejte levkocite v obeh mrezicah in izracunajte % odstopanja med mrezicama.
Izracunajte povprecno Steviléno koncentracijo levkocitov.

IzraCunajte srednjo vrednost meritev istega vzorca in odstotek odstopanja vaSega
rezultata od srednje vrednosti.

9. Obrazlozite rezultat.

NNk

Dobljene vrednosti in racuni

$t. Lkci v kvadratih prve mrezZice $t. Lkci v kvadratih druge mrezZice
I. kvadrat: I. kvadrat:
II. kvadrat: II. kvadrat:
III. kvadrat: III. kvadrat:
IV. kvadrat: IV. kvadrat:
skupaj = skupaj =

% odstopanja med mrezicama = .............
St. kone. Lkei. v prvi mrezici = .................

St. konc. Lkci. v drugi mreZici=.................
Rezultat: povprecna §t. konc. Lkci obeh mrezic=................

Stevilo ponovitev istega vzorca=.........

Povprecna vrednost vseh meritevali X =..........

dobljena vrednost (rezultat) — X '
X

% odstopanja od X =

Obrazlozitev rezultata

Kaj bi bili mozni vzroki za odstopanje rezultata od normalne ali srednje vrednosti?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
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20. Merjenje Stevil¢ne koncentracije levkocitov v kapilarni krvi s komorico

OPOMDE: ...ttt e e e e

ILJ Domaca naloga

1. Koliks$na je referen¢na vrednost Steviléne koncentracije levkocitov za odrasle?

3. Zakaj mora biti raztopina za red¢enje krvi hipotonicna? .........c.cccoceevevieniniinienenieneeene
4. Kaksno vlogo ima barvilo gentianaviolet v Tiirkovem reagentu? ...........cccceeevvveeciveenneeennee.

6. Kaj pomeni 1zraz IeVKOPENIJA? ........ooiiiiiiiiiiieiieeie ettt ettt ettt

7. Kaj pomeni iZraz IeVKOCIEOZAY ......cccuieeuiiiiieeiiieiieeie ettt ettt e st e s eneees

8. Pri katerih infekcijskih boleznih je pogostejSa levkopenija? .........ccccocvevevievieeciieniencieeneene,
Pregledal/a:

L0070} 101 o7
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21. Ogled morfolosko nepravilnih granulocitov

Datum:

21 OGLED MORFOLOSKO NEPRAVILNIH GRANULOCITOV

Teoreti¢ne osnove

Nekateri morfolosko nepravilni levkociti (vecjedrne celice, hipersegmentirani granulociti) so
lahko v manjSem Stevilu prisotni tudi pri zdravih osebah, Se pogosteje pa so znak
bolezenskega stanja. MorfoloSko spremenjenih levkocitov hematoloski analizator ne
prepozna, zato je toliko bolj pomembno, da jih pozna laboratorijski tehnik.

Morfoloske nepravilnosti levkocitov niso strogo specifi¢ne, kljub temu pa so lahko dober
pripomocek pri diagnostiki. Zlasti pomembno je lo¢evanje Pelger-Hiietove anomalije od
pojava visokega Stevila palic¢astih nevtrofilnih granulocitov, ki so posledica hude infekcije. V
nasprotnem bi lahko zdravnik po nepotrebnem predpisal antibiotik. Prav tako je pomembno,
da poznamo pelgeroidno obliko jeder, ki je lahko posledica malignih obolenj krvotvornih
organov.

Morfoloske nepravilnosti granulocitov moramo napisati pod opombe diferencialne krvne
slike.

Primer:

Opombe: hipersegmentirani nevtrofilni granulociti, palicasti velikani, asinhronizem, toksi¢ne
granulacije, pelgeroidna oblika jeder itd.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje, barvice,
e preparati z morfolosko nepravilnimi granulociti.

Delo

Opisite morfologijo normalnega nevtrofilca in morfoloskih nepravilnosti granulocitov.
V posameznem krvnem razmazu pod imerzijsko povecavo poisc¢ite pravo gostoto
krvnih celic.

3. Poiscite normalne segmentirane nevtrofilne granulocite (nevtrofilce) in jih nariSite.

4. Poiscite morfolosko spremenjene granulocite in jih nariSite.

Zaradi primerjave velikosti nariSite zraven patoloSkega granulocita Se eritrocit.

N —
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21. Ogled morfolosko nepravilnih granulocitov

Rezultati

Opis normalnega nevtrofilca:

Risba normalnih nevtrofilcev in eritrocita.

Opis nevtrofilca s toksi¢nimi
granulacijami:

Risba nevtrofilcev s toksi¢nimi granulacijami in
eritrocita.

Risba nevtrofilca z Alderjevo anomalijo in eritrocita.

Risba nevtrofilca z Doehlejevimi telesci in eritrocita.
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21. Ogled morfolosko nepravilnih granulocitov

Opis asinhronizma v dozorevanju
citoplazme nevtrofilcev:

Risba nevtrofilca z asinhronizmom v dozorevanju
citoplazme in eritrocita.

Opis heterozigotne Pelger-Hiietove
anomalije:

Risba nevtrofilca s heterozigotno Pelger-Hiietovo
anomalijo in eritrocita.

Opis hipersegmentiranega
nevtrofilca:

Risba hipersegmentiranega nevtrofilca in eritrocita.

Opis Chediak-Higashijeve
anomalije:

Risba Chediak-Higashijeve anomalije in eritrocita.
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21. Ogled morfolosko nepravilnih granulocitov

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 101 T

Iggl Domaca naloga

1. V ¢em je razlika med Pelger-Hiietovo anomalijo in pelgeroidno obliko jeder?

3. Kaj pomeni beseda asinhroniZEem? ...........coocuieiiiiiiiiiieeiieie ettt

4. Kaj pomeni beseda hiper? Navedite katero od izpeljank predpone hiper, ki jo uporabljamo
v vsakdanjem Zivljenju ali v medicini.

5. Kaj pomeni beseda hipo? Navedite katero od izpeljank predpone hipo, ki jo uporabljamo
v vsakdanjem zivljenju ali v medicini.

Pregledal/a:

L0070} 01 T
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22. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - |

Datum:

22 UCENJE TEHNIKE DIFERENCIRANJA OBARVANEGA KRVNEGA
RAZMAZA PO CIKCAK SISTEMU - |

Teoreti¢ne osnove

Metoda diferenciranja sestoji iz Stetja krvnih celic in vpisa morfoloskih nepravilnosti krvnih
celic pod opombe. Stejemo vse celice, ki imajo jedro (levkocite in normoblaste). Ker nas
zanima razmerje med levkociti, moramo normoblaste Steti posebe;.

Pod mikroskopom praviloma prestejemo 200 celic. Manj kot 200 celic lahko prestejemo, Ce je
razmaz pregost ali pa je Steviléna koncentracija levkocitov v krvi nizka. V tem primeru
moramo presteti vsaj 100 celic. Celice stejemo pod mikroskopom s cikcak tehniko.

T

A

NN

Slika 19. Prikaz cikcak tehnike mikroskopiranja.

Steti moramo prav_vse celice z jedrom, od blasta do zrele celice. Kot rezultat Stetja
(diferenciranja) napiSemo relativne deleze vseh prestetih celic. Vecino morfolosko
spremenjenih celic Stejemo kot da so normalne celice, pojav njihovih morfoloskih sprememb
pa zapiSemo pod opombe. Npr. hipersegmentirane nevtrofilce §tejemo pod nevtrofilce, pod
opombe pa napiSemo hipersegmentirani nevtrofilci. Izjema so atipicni limfociti, ki jih ne
pisemo pod opombe, ampak jih prestejemo pod svojim imenom.

Pod opombe vpisujemo tudi druge morfolosko spremenjene celice, ki jih sicer ne Stejemo
(eritrocite in trombocite).

Primeri morfolosko spremenjenih trombocitov, ki jih pisemo pod opombe:

trombociti velikani, anizocitoza trombocitov.

Primeri morfolosko spremenjenih granulocitov, ki jih pisemo pod opombe:

palicasti velikani, asinhronizem, Pelger-Hiietova anomalija, toksicne granulacije,
hipersegmentirani nevtrofilni granulociti.

Primeri morfolosSko spremenjenih eritrocitov, ki jih pisemo pod opombe:

anizocitoza, poikilocitoza, anulocitoza, posamezni tarcasti eritrociti, mikrocitoza, Howell-
Jollyjeva telesca, bazofilno punktirani eritrociti.

Ker diferencialna krvna slika pove, kolik§no je razmerje med levkociti, jo lahko imenujemo
tudi diferencialna bela krvna slika.
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22. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - |

o

trombocit anizocitoza nevtrofilec nevtr. s toks. gran.

eozinofilec bazofilec bazofilec eozinofilec

2 | \
- r;l

25
el oy #

limfocit (mali)  limfocit (veliki) monocit monocit

LA

= S
’ e =t
= e

atipicni limfocit ~ paliCasti nevtr.gran. plazmatka in nevtrofilec metamielocit

Slika 20. Celice, ki so obic¢ajno prisotne v normalnem in patoloSkem krvnem razmazu.
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22. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - |

Zmotno je mnenje posameznih dijakov, da Stejemo le zrele celice, saj so za odkritje
bolezenskega stanja izjemnega pomena nezrele celice, kot so blasti, mielociti, metamielociti,
normoblasti itd.

Kadar za Stetje krvnih celic ne uporabljamo elektronskih Stevcev (denominatorjev), si
pomagamo tako, da za vsako presteto celico nariSemo Crtico, peta Crtica pa je vodoravna.

Primer: limfociti —|—|—|—|—

Hematoloski analizator presteje vec tisoC celic z jedrom in na osnovi Stevila prestetih celic
izracuna relativne deleze. Zaradi velikega Stevila prestetih celic so rezultati, dobljeni s
hematoloSkim analizatorjem, tocnejsi. Nekaterih celic hematoloski analizator ne prepozna in v
tem primeru je potrebno krvno sliko pogledati pod mikroskopom.

Pribor in material:

e obarvan krvni razmaz,
e mikroskop in pribor za mikroskopiranje.

Stevilka razmaza: .......

Delo

1. Kanite imerzijsko olje na najtanjsi del krvnega razmaza. Olja ne sme biti niti premalo
niti prevec.

2. Poiscite pravo gostoto celic.

Vadite cikcak tehniko diferenciranja.

4. Opazujte posebnosti rdece vrste, trombocitov in granulocitov ter jih zapiSite pod

opombe.

Med mikroskopiranjem si s ¢rticami belezite Stevilo posameznih levkocitov.

6. Izracunajte relativne deleZze posameznih levkocitov glede na Stevilo prestetih celic in
jih vpisite v tabelo.

(98]

e

Rezultati

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):
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23. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - 11

Rezultat diferenciranja

ime celic Stevilo prestetih celic rel. delez ref. vrednosti
pal. nevt. granulociti 0—0,05
nevtrofilci 0,40—0,70
limfociti 0,20—0,50
monociti 0,02—0,10
eozinofilci 0,01—0,06
bazofilci 0—0,01
skupaj

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L7570 0T

ILJ Domaca naloga

1. Kaj pomeni beseda diferenca, iz katere izhaja beseda diferenciranje? ...........ccccoeeeereennnn.

2. Katere celice pri diferenciranju Stejemo, katere pa le opisujemo? .........ccceeeeeeiiereeeveenneenne.

5. Alf moram St udi rmoblaste? RazIozte OJBOVR. .

4. Opisite cikesk tehniko difescncianja. Kaken namen i (2 (htka? ..

5. Koliko celic moramo prestet pri HrENCIfaiu? ...
Pregledal/a:

(073707111 oL
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23. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - II

Datum:

23 UCENJE TEHNIKE DIFERENCIRANJA OBARVANEGA KRVNEGA
RAZMAZA PO CIKCAK SISTEMU - I

Teoreti¢ne osnove

Najpogosteje je namen diferenciranja ugotoviti razmerje med granulociti in celicami z
nesegmentiranim jedrom. Med celice z nesegmentiranim jedrom, imenovane s skupnim
imenom mononuklearne celice, spadajo limfociti, monociti in plazmatke. Plazmatke so redko
prisotne v krvi. Monociti fagocitirajo, plazmatke izlocajo protitelesa, limfociti pa sodelujejo v
celi¢ni in humoralni imunosti. Stevilo limfocitov je obi¢ajno povisano pri virusnih infekcijah,
Stevilo granulocitov pa pri bakterijskih infekcijah. Na podlagi izvida hematoloskih preiskav in
¢e niso bile opravljene bakterioloSke analize, se zdravnik odloci, ali bo bolniku predpisal
antibiotik.

Pribor in material:

obarvan krvni razmaz,
mikroskop in pribor za mikroskopiranje.

Stevilka razmaza: .......

Delo

1. Kanite imerzijsko olje na najtanjsi del krvnega razmaza od zacetka razmaza do konca
po njegovi Sirini. Olja ne sme biti niti premalo niti prevec.

2. Poiscite pravo gostoto celic.

3. Vadite cikcak tehniko diferenciranja.

4. Mikroskopirajte po cikcak sistemu in si pod opombe zapiSite morfoloske posebnosti
eritrocitov, trombocitov in granulocitov.

5. Med mikroskopiranjem s ¢rticami belezite Stevilo posameznih levkocitov. Prestejte
najmanj 100 in najve¢ 200 levkocitov.

6. IzraCunajte relativne deleZze posameznih levkocitov glede na Stevilo prestetih celic in
jih vpiSite v tabelo.

7. lzracunajte razmerje med granulociti in mononuklearnimi celicami (limfociti,
plazmatkami in monociti).

8. IzraCunajte Steviléno koncentracijo prestetih celic v primeru, da je Steviléna
koncentracija levkocitov 8 x 10°/L.

9. Razlozite dobljeni rezultat diferenciranja.
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23. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - 11

Rezultati

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):

Rezultat diferenciranja

ime celic

Stevilo prestetih celic

rel. delez

$t. konc.

pal. nevt. granulociti

nevtrofilci

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

plazmatke

atipi¢ni limfociti

skupaj

Sestevek granulocitov = .....

Sestevek mononuklearnih celic=.........

Razmerje med granulociti in mononuklearnimi celicami =

Obrazlozitev rezultata diferenciranja

Ali so relativni delezi posameznih levkocitov v mejah referen¢nih vrednosti? Za katero
bolezen bi lahko Slo, e uposStevamo le rezultate diferenciranja in razmerje med granulociti in

mononuklearnimi celicami?

Vaja je opravljena: da ne

Pregledal/a:

L0 75707111 0T
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23. Ucenje tehnike diferenciranja obarvanega krvnega razmaza po cikcak sistemu - 11

ILJ Domaca naloga

1. V ¢em je razlika med relativnim delezem in absolutnim Stevilom krvnih celic?

2. Koliks$ne so referen¢éne vrednosti relativnih delezev posameznih levkocitov?

Nevtrofilei: ...

Pal. nevtr. gran.: ......................

Limfociti: ....ooovviviiiiiii

MONOCItE: «.vvneeeeiiiiiieeeee,

Eozinofilei: ...

Bazofilci: .......ooooiiiiii
3. Obrazilo -penija uporabljamo Pri POJAVU .....evueiiriitiit it
4. Obrazilo -citoza uporabljamo Pri POJAVU .....eiieriit it
5. Obrazilo -filija uporabljamo Pri POJAVU «.....oueieiit it
T 010115 I 0153 11
7. PIIMETT =CIEOZE: ...ttt e e e e
8. Primert —flJe: .ot e

[’] Razmislite

Ali veste, koliko celic presteje hematoloski analizator?

Pregledal/a:

L5707 0T
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24. Mikroskopiranje kostnega mozga |

Datum:

24 MIKROSKOPIRANJE KOSTNEGA MOZGA |

Teoreti¢ne osnove

Ker v kostnem mozgu najdemo vse razvojne stopnje krvnih celic, je idealen za ucenje
mikroskopiranja.

V vsakem kostnem mozgu najdemo mascobne kapljice, posamezne megakariocite in vecje
Stevilo polikromatskih normoblastov. Mascobne kapljice si ogledamo pod malo povecavo.
Megakariocit najhitreje najdemo, ¢e ga najprej poisS¢emo pod malo povecavo in Sele nato pod
imerzijsko povecavo preverimo, ali gre res za to celico. Na robu megakariocita pogosto
najdemo trombocite. Polikromatski normoblasti mo¢no spominjajo na male limfocite.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje, barvice,
e obarvan razmaz ali odtisnjenec kostnega mozga.

Stevilka razmaza ali odtisnjenca: .......

Delo

1. Pri mali povecavi si oglejte mascobne celice oziroma mascobne kapljice, poiscite
megakariocit in si ga natan¢no oglejte pod imerzijsko povecavo.

2. Pod imerzijsko povecavo si oglejte Se nekaj megakariocitov in nariSite vsaj dva.
3. Pod imerzijsko povecavo poiscite polikromatski normoblast in ga narisite.
4. Pod imerzijsko povecavo poiscite plazmatko in jo nariSite.
5. Zraven vseh celic zaradi primerjave velikosti nariSite tudi eritrocit.
Rezultati

Opis megakariocita:

Risba megakariocitov in eritrocita.
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24. Mikroskopiranje kostnega mozga |

Opis polikromatskega normoblasta:

Risba polikromatskega normoblasta in eritrocita.

Risba plazmatke in eritrocita.

IzkuSnje pri delu

1. S katero krvno celico oziroma krvnimi celicami bi lahko ali ste zamenjali megakariocit
pod malo povecavo? Razlozite odgovor.

2. Kako prepoznamo megakariocit pod malo poveCavo? ........cccoecvverieeiienieeieenie e
3. Kako lo¢imo normoblaste 0d 1eVKOCIEOV? .......ccccovuiiiiriiiiiiiieriieieceeeeeeee e
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 101 T
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24. Mikroskopiranje kostnega mozga |

ILQI Domaca naloga

1. Kaksna je razlika med normoblastom in eritroblastom? Razlozite odgovor.

3. Na katero krvno celico vas spominja polikromatski normoblast? Primerjajte ju med seboj.

ﬂ:‘ Razmislite in odgovorite
Kaj dobesedno pomeni beseda megakarioCit?.........cceevverierienienienienieeienieneeeeieeeeenne

Pregledal/a:

L0070} 10 o7
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25. Mikroskopiranje kostnega mozga II — celice rdece vrste

Datum:

25 MIKROSKOPIRANJE KOSTNEGA MOZGA Il - CELICE RDECE VRSTE

Teoreti¢ne osnove

V kostnem mozgu najdemo vse razvojne stopnje normoblastov. V primeru povecane
proizvodnje eritrocitov (povecCane eritropoeze) je razmerje med normoblasti in granulociti
poruseno (normalno je to razmerje 1 : 3), poleg tega pa se normoblasti pojavljajo tudi v krvi.
Skoraj nikoli ne najdemo v krvi pronormoblasta in le redko, samo pri zelo hudi anemiji,
najdemo bazofilni normoblast.

Pribor in material:

¢ mikroskop in pribor za mikroskopiranje, barvice,
e obarvan razmaz ali odtisnjenec kostnega mozga.

Stevilka razmaza ali odtisnjenca: .......

Delo

1. Samostojno poiscite megakariocit pri mali povecavo, nato pa si ga natan¢no oglejte
pod imerzijsko povecavo. Narisite ga.

Opisite celice rde€e vrste in limfocit.

Pod imerzijsko povecavo si oglejte celice rdece vrste in limfocit ter jih nariSite.
Primerjajte mali limfocit s polikromatskim normoblastom.

Zraven vseh celic zaradi primerjave velikosti nariSite tudi eritrocit.

Nk we

Rezultati

Risba megakariocita in eritrocita.
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25. Mikroskopiranje kostnega mozga II — celice rdece vrste

Opis pronormoblasta:

Risba pronormoblasta in eritrocita.

Risba bazofilnega normoblasta in eritrocita.

Opis primerjave med polikromatskim
normoblastom in limfocitom:

Risba polikromatskega normoblasta in limfocita.

Risba ortokromatskega normoblasta in eritrocita.

Vaja je opravljena: da ne

Pregledal/a:

L0070} 101 o7
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26. Diferenciranje nevtrofilije

Datum:

26 DIFERENCIRANJE NEVTROFILIJE

Teoreti¢ne osnove

Obrazilo -filija uporabljamo za prikaz povecanega Stevila posameznih granulocitov v krvi.
Nevtrofilcev je v krvi najve¢ v primerjavi z drugimi levkociti. Lahko dosegajo celo
dvotretjinski delez vseh levkocitov, pa Se vedno govorimo o njihovem normalnem relativnem
delezu. O povecanem delezu nevtrofilcev govorimo Sele, ko jih je ve¢ kot 3/4. Vecja Steviléna
koncentracija nevtrofilcev je pogosto povezana z bakterijsko infekcijo in s povecano Steviléno
koncentracijo vseh levkocitov.

Nevtrofilce spoznamo po Stevilnih drobnih nevtrofilnih granulacijah, ki so le malo temnejse
od barve citoplazme. Vakuole so v citoplazmi nevtrofilcev redke. Pogosteje najdemo vakuole
v citoplazmi monocitov, in ker le-teh v nevtrofilcih ne pricakujemo, moramo biti pozorni, da
vakuoliziranih nevtrofilcev ne zamenjamo z monociti.

Jedro nevtrofilca je goste strukture in segmentirano, vsebuje pa od dva do pet segmentov.
Steviléno koncentracijo nevtrofilcev lahko izra¢unamo le, &e poznamo $teviléno koncentracijo
levkocitov in relativni deleZ nevtrofilcev.

St. konc. nevtrofilcev = relativni deleZ nevtrofilcev - §t. konc. levkocitov

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo,
e obarvan krvni razmaz z zviSanim Stevilom nevtrofilcev.

Stevilka razmaza: ...........

St. konc. Lkei=.....oou.o....

Delo

Kanite imerzijsko olje na najtanjsi del razmaza.

Poiscite pravo gostoto celic v krvnem razmazu.

Mikroskopirajte po cikcak tehniki in si zapisujte Stevilo posameznih levkocitov.

Opazujte posebnosti eritrocitov, trombocitov in granulocitov ter jih zapiSite pod

opombe.

5. Prestejte in diferencirajte od 100 do 200 levkocitov ter izraCunajte relativne deleze
posameznih.

6. Izracunajte Stevilcno koncentracijo nevtrofilcev.

7. Ovrednotite dobljeni rezultat.

i e
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26. Diferenciranje nevtrofilije

Rezultati

Rezultat diferenciranja

ime celic Stevilo celic rel. delez

pal. nevt. gran.

seg. nevt. gran.

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

skupaj

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):

Stevil¢na koncentracija nevtrofilcev=.................coceiiiiiin...

Vrednotenje rezultata diferenciranja

Za kateri pojav gre v krvi glede na dobljeni rezultat? (relativno nevtrofilijo, eozinofilijo ...)

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L5707 0T
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27. Diferenciranje eozinofilije

Datum:

27 DIFERENCIRANJE EOZINOFILIJE

Teoreti¢ne osnove

Eozinofilce spoznamo po njihovih znacilnih oranznih ali rdecih specifi¢nih granulacijah, ki so
vecje kot pri nevtrofilcih (premer granulacij je od 0,5 do 1,5 um), jedra pa imajo pogosto
samo dva segmenta. Izraz eozinofilija pomeni zviSan relativni delez in/ali zviSana Stevilcna
koncentracija eozinofilcev v krvi. V primeru eozinofilije so lahko granulacije eozinofilcev
nezrele (obarvane so rjavkasto ali modrikasto) kot pri eozinofilnem promielocitu. Eozinofilija
se pogosteje pojavlja pri preobcutljivostnih reakcijah in pri okuzbi s paraziti.

Steviléno koncentracijo eozinofilcev lahko izradunamo le, &e poznamo Stevil¢no
koncentracijo levkocitov in relativni deleZ eozinofilcev.

St. konc. eozinofilcev = relativni deleZ eozinofilcev - §t. konc. levkocitov

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo,
e obarvan krvni razmaz z zviSanim Stevilom eozinofilcev.

Stevilka razmaza: ............

St. konc. Lkei=..............

1. Kanite imerzijsko olje na najtanjsi del razmaza.

2. Poiscite v krvnem razmazu pravo gostoto celic.

3. Mikroskopirajte po cikcak tehniki in si zapisujte Stevilo posameznih levkocitov.

4. Opazujte posebnosti rdece vrste, trombocitov in granulocitov ter jih zapiSite pod
opombe.

5. Prestejte in diferencirajte od 100 do 200 levkocitov ter izracunajte relativne deleze
posameznih.

6. IzraCunajte Steviléno koncentracijo eozinofilcev.

7. Vrednotite dobljeni rezultat.
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28. Merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi s komorico

Rezultati

Rezultat diferenciranja

ime celic

Stevilo celic

rel. delez

pal. nevt. gran.

seg. nevt. gran.

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

atipicni limfociti

skupaj

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):

Vrednotenje rezultata diferenciranja

Za kateri pojav gre v krvi glede na dobljeni rezultat? (relativno nevtrofilijo, eozinofilijo ...)

Steviléna konc. eozinofilcev=...........

Vaja je opravljena: da ne

Pregledal/a:

L5707 0T
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28. Merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi s komorico

Datum:

28 MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE TROMBOCITOV V
VENSKI KRVI S KOMORICO

Teoreti¢ne osnove

Pomanjkljivost Stetja trombocitov v komorici je v tem, da je postopek dolgotrajen, poleg tega
pa bi za tocnejSi rezultat potrebovali, namesto obiCajnega, fazno kontrastni mikroskop.
Prednost Stetja trombocitov v komorici je, da mikrocitov ne moremo zamenjati s trombociti (z
analizatorji jih lahko), ker so hemolizirani, in da opazimo, ¢e so trombociti aglutinirani. V
obeh primerih hematoloski analizator izmeri napa¢ne vrednosti.

Referen¢ne vrednosti: 140—340 x 10°/L

Pribor in material:

premesana venska kri, prokainski reagent,

Biirkerjeva ali Neubaurjeva komorica, bruseno krovno steklo,
vata, krpice za brisanje komoric,

70—80 % etanol, destilirana voda,

rokavice za enkratno uporabo, alkoholni flomaster,

petrijeva posodica, filtrirni papir, Skarje,

avtomatske pipete (475 uL in 25 pL), pipetor, kapilare,
epruveta, stojalo za epruvete, Case.

Stevilka vzorca: ........

Vrednost §t. konc. Trei, dobljena s hematoloskim analizatorjem = ...............

Postopek

Kri razred¢imo s hipotoni¢no raztopino prokainskega reagenta v razmerju 1 : 20.

prokainski reagent venska kri
475 uL 25 uL

Zmes pustimo stati dolo¢en ¢as (od 15 do 30 minut), da eritrociti hemolizirajo. Ko napolnimo
komorico, jo pustimo dolocen ¢as (od 15 do 30 minut) v vlaznem prostoru, da se trombociti
sesedejo (lahko uporabimo petrijevo posodo, ki ima dno pokrito z vlaznim filtrirnim
papirjem). Vlaga je potrebna zato, da se komorica ne izsusi.
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28. Merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi s komorico

gtetie trombocitov

Trombocite Stejemo v petih sredinskih kvadratkih podobno kot eritrocite, seStevek
trombocitov pa Ze pomeni Steviléno koncentracijo trombocitov.

Delo

1. Pripravite ves pribor in material.

Kri razredcite po predpisanem postopku in zmes pustite stati predpisan cas.

3. Pokrijte komorico z brusenim krovnim steklom, jo napolnite, postavite v vlazen
prostor in po predpisanem casu prestejte trombocite pri 400-kratni povecavi
mikroskopa v obeh mrezicah. Spodnji del komorice pred Stetjem obriSite.

4. Izracunajte % odstopanja med mrezicama, povprecno Steviléno koncentracijo
trombocitov in % napake. Obrazlozite rezultat.

Dobljene vrednosti in racuni

$t. Trci v kvadratkih prve mrezZice $§t. Trci v kvadratkih druge mrezZice
I. kvadratek: I. kvadratek:
II. kvadratek: II. kvadratek:
III. kvadratek: III. kvadratek:
IV. kvadratek: IV. kvadratek:
V. kvadratek: V. kvadratek:
skupaj = skupaj =

% odstopanja med mrezicama = ...........
St. konc. Trei. v prvi mrezici = .................
St. konc. Trei. v drugi mrezici = .................

Rezultat: povprecna st. konc. Trei=.................

% odstopanja od prave vrednosti (% napake) = .............
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28. Merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi s komorico

Obrazlozitev rezultata

Kaj bi bili mozni vzroki za napaéni rezultat, ¢e je odstopanje ve€je od = 10 %?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L5707 11 0T
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29. Indirektno merjenje $teviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - |

Datum:

29 INDIREKTNO MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE
TROMBOCITOV V VENSKI KRVI - |

Teoreti¢ne osnove

Ker je bilo Stetje trombocitov v komorici zamudno in dolgotrajno, so jih v¢asih, ko $e niso
imeli izpopolnjenih hematoloskih analizatorjev, ki bi merili tudi Steviléno koncentracijo
trombocitov, raje Steli indirektno. Metoda indirektnega Stetja trombocitov temelji na Stetju
trombocitov v krvnem razmazu, obarvanem po Pappenheimu. Presteti je treba vse trombocite
na 1000 eritrocitov.

Metoda je le orientacijska, ker je Stevilo prestetih trombocitov odvisno od Steviléne
koncentracije eritrocitov in tudi od razporeditve trombocitov v krvnem razmazu.

Referen¢ne vrednosti: 140—340 x 10°/L

29.1 PRIPRAVA KRVNIH RAZMAZOV

Pribor in material:

razmasc¢ena objektna stekla, bruseno objektno ali krovno steklo,
stani¢evina, vata, 70—80 % etanol,

mikropipetor in kapilare,

venska kri, stojalo za epruvete,

rokavice za enkratno uporabo, svin¢nik za oznako razmazov,
plinski gorilnik.

Stevilka vzorca ......
Postopek
Krvne razmaze, ki jih kasneje barvamo in indirektno Stejemo trombocite, naredimo enako kot

za DKS.

Delo

1. Pripravite ves pribor in razmastite objektna stekla z alkoholom (po veckratni uporabi
stekla razmastite tudi v plamenu plinskega gorilnika).

2. Premesajte kri in pipetirajte po eno kapljico krvi volumna cca. 10 puL na vec objektnih
stekel.

3. Izdelajte razmaze pod kotom, izberite dva najboljSa razmaza, ju posusite in preverite
pod suho povedavo mikroskopa gostoto celic. Ce noben od izdelanih razmazov ni
primeren, nadaljujte izdelavo krvnih razmazov in po potrebi zamenjajte bruSena
razmazna stekla.
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29. Indirektno merjenje $teviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - |

4. Dva najboljsa krvna razmaza oznacite in do barvanja shranite na suhem prostoru,
za$¢itena pred prahom.

Rezultat
Ocena gostote najboljSega razmaza, mikroskopiranega pri 100-kratni povecavi, ¢e pregledamo
vsaj dva pasova vidnih polj po $irini razmaza (obkrozite primeren odgovor):

a. razmaz ima dovolj $irok del prave gostote

b. razmaz je pregost

c. razmaz prehitro prehaja iz redkega dela v pregosti del

d. razmaz je stopnicast

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0570 0T PP

Racunske naloge

1. MCV je 85 fL, Ht je 0,40. Kolik$na je Steviléna koncentracija eritrocitov?

2. MCH je 30 pg, teviléna koncentracija eritrocitov pa je 5,0 x 10'%/L. Kolik§na je masna
koncentracija hemoglobina?

3. Masna koncentracija hemoglobina je 140 g/, MCHC je 320 g/L. Kolik$na je vrednost
hematokrita?

Pregledal/a:

L0070} 101 o7
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30. Indirektno merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - 11

Datum:

30 INDIREKTNO MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE
TROMBOCITOV V VENSKI KRVI - I

30.1 BARVANIJE KRVNIH RAZMAZOV PO PAPPENHEIMU
Teoreti¢ne osnove so napisane v predhodni vaji.

Postopek

Krvne razmaze barvamo enako kot za DKS, vendar s to razliko, da jih moramo pustiti v
razred¢enem reagentu po Giemsi najmanj 30 minut.

Pribor in material:

e krvni razmazi, izdelani v predhodni vaji, stani¢evina,
e posodice z nosilnimi stojali in pokrovi za barvanje krvnih razmazov,
e May-Griinwaldov reagent, reagent po Giemsi, koncentrirani fosfatni pufer s pH 6,8,
e cCaSe, merilni valji, pipete (od 1 do 5 mL),
e (destilirana voda, vodovodna voda.
Delo

1. Pripravite ves pribor in material.
Pripravite preracunan volumen razred¢enega fosfatnega pufra in razredCene raztopine
po Giemsi.

3. V vsako od posodic nalijte: May-Griinwaldov reagent, razred¢en fosfatni pufer in
razred¢en reagent po Giemsi.

4. Barvajte na enak nacin kot za diferencialno krvno sliko (7. vaja), le da morate pustiti
razmaze v razred¢enem reagentu po Giemsi vsaj 30 minut.

5. Razmaze sperite pod tekoco vodo, posusite na zraku in pospravite.

Aktivnosti pri vaji

Med vajo sem opravil/a naslednjadela: ...

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

OPOMDE: ...ttt e e e

97



31. Indirektno merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - 11

Datum:

31 INDIREKTNO MERJENJE STEVILCNE KONCENTRACIJE
TROMBOCITOV V VENSKI KRVI - 11l

31.1 STETJE TROMBOCITOV IN IZRACUN STEVILCNE KONCENTRACIE

Teoreti¢ne osnove

Trombocite in eritrocite Stejemo pod imerzijsko povecavo s cikcak tehniko. Ce nam
mikroskop to omogoca, v okular vstavimo okence iz papirja, ki nam omeji vidno polje. Pred
tem dolo¢imo vodilno oko in vstavimo okence na tisto stran, na kateri imamo vodilno oko.

Stevilo Trei
1000 Erci

Relativni delez Trci =

St. konc. Trei = relativni deleZ Trci - $t. konc. Erci.

Ce ne uspemo presteti 1000 eritrocitov ali je Stevilo prestetih eritrocitov visje od 1000, se
uposteva stevilo prestetih trombocitov na Stevilo prestetih eritrocitov in izracunani kvocient
mnoZzi s Stevilcno koncentracijo eritrocitov.

Primer

Presteli smo 55 trombocitov na 895 eritrocitov. St. konc. Erci = 5,0 x 1 0"”/L
. y ) 55
Relativni delez Trci = @ =0,06145

St. konc. Trci = 0,06145 -5,0 -10"%/L = 307 x 10°/L

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo, papirnata okenca,
e po Pappenheimu obarvan krvni razmaz, ki se je v Giemsi barval vsaj 30 minut.

Stevilka vzorca: .......

St. konc. Erci= ...............

98




31. Indirektno merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - 11

Delo

1. Dolocite vodilno oko in ¢e vam mikroskop to omogoca, vstavite okence v enega od
okularjev.

2. Pod imerzijsko povecavo prestejte vse trombocite na ~1000 eritrocitov in izracunajte
relativni delez, nato pa Se Steviléno koncentracijo trombocitov.

3. IzraCunajte % odstopanja od prave vrednosti in obrazloZite rezultat.

Dobljene vrednosti in ra¢uni

Stevilo prestetih eritrocitov in trombocitov

Stevilo eritrocitov Stevilo trombocitov Erci + Trci

skupaj

RelativnideleZ Trei = .ovvneeeeiee e,

Rezultat: §t. konc. Trci= .....coovvvvvvnnnnnn...

QOdstopanje rezultata od prave vrednosti

Prava vrednost, dobljena s hematoloSkim analizatorjem=..................

. . dobljena vrednost — prava vrednost
% odstopanja od prave vrednosti = L P :

prava vrednost

Obrazlozitev rezultata

Opisite kvaliteto narejenega razmaza in ovrednotite rezultat Stetja. Kaj je lahko vzrok za
neustrezen krvni razmaz in morebitno napa¢no vrednost Steviléne koncentracije trombocitov?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:
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31. Indirektno merjenje Steviléne koncentracije trombocitov v venski krvi - 11

L0070 101 T

IL_JI Domaca naloga

1. Rezultat katere od obeh preiskav: Stetje trombocitov v komorici ali Stetje trombocitov iz
krvnega razmaza, je tocnejsi in zakaj?

2. Zakaj se pri Stetju trombocitov v komorici za red¢enje krvi uporablja hipotoni¢na
raztopina?

5. Zakaj moramo za indirektno Stetje trombocitov pustiti razmaze v razredCeni raztopini po
Giemsi vsaj 30 minut?

Pregledal/a:

L0 75707111 0T
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32. Ogled celic granulocitne vrste in diferenciranje pomika v levo

Datum:

32 OGLED CELIC GRANULOCITNE VRSTE IN DIFERENCIRANJE
POMIKA V LEVO

Teoreti¢ne osnove

Skupna znacilnost celic granulocitne vrste je prisotnost granulacij v citoplazmi. Le prva
razvojna stopnja celic granulocitne vrste (mieloblast) ne vsebuje granulacij, medtem ko jih v
manj$em Stevilu vsebujejo nekateri levkemi¢ni mieloblasti.

Pomik v levo pomeni prisotnost nezrelih celic granulocitne vrste v krvi. Pojavlja se pri
infekcijah, boleznih krvotvornih organov in tudi pri nekaterih anemijah. Pogosto je poleg
pomika v levo v krvnih razmazih prisoten tudi pojav normoblastov, kar s skupnim izrazom
imenujemo levkoeritroblastna krvna slika ali levkoeritroblastoza. Vecji ko je pomik v
levo, veC nezrelih celic granulocitne vrste je v krvi in bolj so te celice nezrele. Prisotnost
blastov v krvi lahko pomeni tudi levkemijo.

Pomik v levo kot tudi levkoeritroblastoza se ne vpisujeta pod opombe, ampak je to razvidno
Ze iz rezultatov diferenciranja.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo,
e krvni razmazi z zviSanim relativnim delezem celic nevtrofilne vrste oziroma z
levkoeritroblastozo, barvice.

Stevilka razmaza: .......

Delo
1. Kanite imerzijsko olje na najtanjsi del krvnega razmaza in poiscite pravo gostoto celic.
2. Poiscite blast (mieloblast), promielocit, mielocit in metamielocit, te celice opiSite in
nariSite ter jih primerjajte s fotografijami. Zraven za primerjavo velikosti nariSite Se
eritrocit.
3. Opisite in nariSite eozinofilec in bazofilec.

4. Opazujte posebnosti rdece vrste, trombocitov in granulocitov ter jih zapiSite pod
opombe.
5. Razmaz diferencirajte po cikcak tehniki.
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32. Ogled celic granulocitne vrste in diferenciranje pomika v levo

Rezultati

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):

Opis in risbe posameznih celic

Opis blasta ali mieloblasta:

Risba blasta in eritrocita.

Opis promielocita:

Risba promielocita in eritrocita.

Opis mielocita:

Risba mielocita in eritrocita.
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32. Ogled celic granulocitne vrste in diferenciranje pomika v levo

Opis metamielocita:

Risba metamielocita in eritrocita.

Opis eozinofilca:

Risba eozinofilca in eritrocita.

Opis bazofilca:

Risba bazofilca in eritrocita.
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32. Ogled celic granulocitne vrste in diferenciranje pomika v levo

Rezultat diferenciranja

ime celic Stevilo celic rel. delez

blasti

promielociti

mielociti

metamielociti

pal. nevt. gran.

seg. nevt. gran.

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

skupaj (vsi levkociti) 1,00

polikr. normoblasti

ortokr. normoblasti

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

(07570711 0T P

ILQI Domaca naloga

1. Kaksna je barva primarnih granulacij in kak$na je barva specificnih granulacij?

3. Kaj pomeni pojem pomik V IEVO? .....cceeviiiiiiiiiiiiieiiecieeee ettt re e ens
4. Pri katerih boleznih se pojavlja pomik v 1€VO? .......ccceiviiiiiiiiieiiee e

5. Kako se spreminjajo celice granulocitne vrste z dozorevanjem glede na strukturo jedra,
obliko jedra in pojav jedrc?

104



32. Ogled celic granulocitne vrste in diferenciranje pomika v levo

Pregledal/a:

(05107111 o1 PR
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33. Ogled mononuklearnih celic in diferenciranje

Datum:

33 OGLED MONONUKLEARNIH CELIC IN DIFERENCIRANJE

Teoreti¢ne osnove

Izraz mononukleoza dobesedno pomeni prisotnost vecjega Stevila enojedrnih celic v krvi, v
prenesenem pomenu pa prisotnost vecjega Stevila celic z nesegmentiranim jedrom. V
hematologiji pomeni izraz mononukleoza povecanje Stevila krvnih celic, ki nimajo
segmentiranega jedra (limfocitov, atipi¢nih limfocitov, plazmatk in monocitov).

Vecje Stevilo mononuklearnih celic je znacilnost razlicnih virusnih obolenj. Pri oslovskem
kaslju ali pertussisu, ki ga povzroca bakterija Bordetella pertussis, opazimo v krvi vecje
Stevilo limfocitov z zaZetim jedrom, ki jih imenujejo Riederjeva oblika jedra. Pri virusni
bolezni, imenovani infekcijska mononukleoza, se v krvi pojavlja povisano Stevilo celokupnih
limfocitov, zelo veliko Stevilo neobicajnih (atipicnih) limfocitov, zmerno zvisano Stevilo
monocitov in posamezne plazmatke. Infekcijsko mononukleozo lahko potrdimo Ze z
diferenciranjem krvnega razmaza.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo, barvice,
e krvni razmaz z zviSanim Stevilom mononuklearnih celic (infekcijska mononukleoza).

Stevilka razmaza: .......

Delo
1. Poiscite pravo gostoto celic v krvnem razmazu.
2. Poiscite mali in veliki limfocit, atipi¢ni limfocit in monocit ter opisite razlike med
velikim limfocitom, atipicnim limfocitom in monocitom.
3. Narisite nekaj atipi¢nih limfocitov.
4. Prestejte in diferencirajte 100 ali 200 levkocitov.
5. IzraCunajte relativne deleZe in jih vpisite v tabelo, pod opombe pa vpisite nepravilnosti

eritrocitov, trombocitov in levkocitov.
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33. Ogled mononuklearnih celic in diferenciranje

Rezultati

Risba vecjega Stevila atipi¢nih limfocitov in eritrocita.

Opis posameznih celic, znac¢ilnih za mononukleozo

znaéilnosti

veliki limfocit

atipi¢ni limfocit

monocit

jedro:
gostota

oblika

jedrca

citoplazma:

barva

granulacije

premer celice

razmerje

jedro/citoplazma

Rezultat diferenciranja

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):
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33. Ogled mononuklearnih celic in diferenciranje

ime celic Stevilo celic rel. delez

pal. nevt. gran.

seg. nevt. gran.

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

atipicni limfociti

plazmatke

skupaj

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 141 o7

ILJ Domaca naloga

1. Kaj dobesedno pomeni izraz mononuklearna celica in kaj v prenesenem pomenu?

2. Poimenujte mononuklearne celice. ............ooiiiiiiiii i
3. VI0ga HMIOCIEOV J& ..nvnti et it et e et e e e
4. V10ZA MONOCIIOV J& 1.ttt ettt et et et et et et et et e et et et e et et e e e e e e eneenanns
5. V10ga PlaZmOCITOV J& .. .viintiitt ettt ettt e e e e e
6. Opisite morfoloske razlike med limfociti in MONOCItI. .......ovvuiveiiiiiiiiii i,

7. Kako lo¢imo veliki limfocit od atipi¢nega limfocita? Po ¢em prepoznamo, da sta oba
limfocita?
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33. Ogled mononuklearnih celic in diferenciranje

8. Kako lo¢imo monocit od atipi¢nega limfocita in v ¢em sta si podobna? ............ccceevveeennenn.

Pregledal/a:

L5707 0T

109



34. Mikroskopiranje odtisnjenca kostnega mozga

Datum:

34 MIKROSKOPIRANJE ODTISNJENCA KOSTNEGA MOZGA

34.1 OGLED MEGAKARIOCITOV, BLASTOV IN CELIC RHS V KOSTNEM MOZGU

Teoreti¢ne osnove

Najvecja celica v kostnem mozgu je megakariocit. Najlazje ga pois¢emo, Ce pregledamo
kostni mozeg pod malo povecavo. Najpogosteje ga najdemo na obrobju v najredkejsSem delu
ali pa v gostejSem delu razmaza kostnega mozga. Poleg krvnih celic so v kostnem mozgu tudi
druge celice, ki jih ne uvrs¢amo med krvne celice. To so pitanke, osteoblasti, osteoklasti,
masScobne celice, makrofagi idr. Nekrvne celice v kostnem mozgu, ki imajo vecinoma
obrambno funkcijo, imenujemo celice RHS (retikulohistiocitnega sistema). Znacilnost teh
celic je, da so dokaj velike, citoplazma je nejasno omejena, jedro pa je pogosto zelo rahle
strukture in vsebuje jasno vidna jedrca.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo,
e odtisnjenec kostnega mozga, barvice.

Stevilka odtisnjenca: .......

Delo

1. Poisc¢ite megakariocit pod malo povecavo, nato pa si ga oglejte pod imerzijsko
povecavo. OpiSite in nariSite ga.

2. Poiscite in si oglejte celice RHS pod imerzijsko povecavo ter opiSite in nariSite tisto
celico RHS, ki ste jo prepoznali.

3. Poiscite nekaj blastov in jih tudi nariSite.
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34. Mikroskopiranje odtisnjenca kostnega mozga

Rezultati

Opis megakariocita:

Risba megakariocita in eritrocita.

Risba celice RHS in eritrocita.

Risba blastov in eritrocita.

Vaja je opravljena: da ne

Pregledal/a:

L0 7570710 0T
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35. Testna vaja: diferenciranje

Datum:

35 TESTNA VAJA: DIFERENCIRANJE

Teoreti¢ne osnove

Pri diferenciranju je pomembno, da obvladamo tehniko diferenciranja in stoodstotno
poznavanje krvnih celic. Ce nismo prepri¢ani, za katero celico gre, si moramo zaradi
primerjave pogledati Se nekaj sosednjih celic. V pomoc¢ nam bo slikovno gradivo in teoreti¢no
znanje. Pri velikosti celic se orientiramo na eritrocit, katerega premer je od 7 do 8 um. Celice
moramo gledati kompleksno: velikost, razmerje med jedrom in citoplazmo, oblika in struktura
jedra, barva citoplazme in v njej prisotni vkljucki, npr. barva granulacij, vakuole idr. Napa¢no
je, da na osnovi ene same lastnosti sklepamo, za katero celico gre. Npr: ekscentri¢no jedro ni
znacilno samo za plazmatko.

Pribor in material:

e mikroskop in pribor za mikroskopiranje z imerzijsko povecavo,
e obarvan krvni razmaz.

Stevilka razmaza: .......

Delo

Pod imerzijsko povecavo poiscite pravo gostoto celic v krvnem razmazu.

Mikroskopirajte po cikcak tehniki in si zapisujte Stevilo posameznih levkocitov.

3. Prestejte in diferencirajte 100 ali 200 levkocitov ter izracunajte relativni delez
posameznih.

4. Med Stetjem celic opazujte posebnosti rdece vrste, trombocitov in granulocitov ter jih
na koncu zapisite pod opombe.

5. lIzraCunajte relativne deleze posameznih levkocitov in jih vpiSite v tabelo.

o —

Rezultati

Opombe (posebnosti eritrocitov, granulocitov in trombocitov):
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35. Testna vaja: diferenciranje

Rezultat diferenciranja

ime celic Stevilo celic rel. delez pravilne vrednosti

pal. nevt. gran.

seg. nevt. gran.

limfociti

monociti

eozinofilci

bazofilci

atipicni limfociti

plazmatke

skupaj

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

(03107111 oL PP
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36. Merjenje ¢asa kapilarne krvavitve po Dukeju

Datum:

36 MERJENJE CASA KAPILARNE KRVAVITVE PO DUKEJU

Teoreti¢ne osnove

S ¢asom kapilarne krvavitve testiramo Zilnotrombocitno obdobje hemostaze. Najpogosteje se
preiskava izvaja pred operacijami.

S testom casa kapilarne krvavitve po Dukeju ugotavljamo, po kolik§nem casu se bo ustavila
krvavitev iz uSesne mecice, ¢e le-to vbodemo z lanceto.

Pribor in material:

o filtrirni papir, Skarje,
e lancete, sterilna gaza ali vata, razkuzilo (70—80 % etanol),
e merilni uri (Stoparici).

Priimek in ime preiskovanca: .............c.cooiiiiiiiiiiii

Postopek

USesno mecico zmasiramo, da pove¢amo prekrvavitev, napnemo in razkuzimo. Nato
vbodemo z lanceto, vklopimo merilno uro in izloceno kapljico krvi previdno popivnamo z
vogalom filtrirnega papirja.

Kri pivnamo vsakih 15 do 20 sekund, dokler na filtrirnem papirju ni ve¢ sledi krvi. Takrat
izklopimo merilno uro. Cas kapilarne krvavitve izmerimo na obeh usesih in izra¢unamo
povprecje obeh meritev.

Paziti moramo, da med pivnanjem ne odstranimo trombocitnega zamaska.

Delo

Pripravite ves pribor in material.

Narezite ve¢ kosckov filtrirnega papirja.

3. Izvedite meritev po predpisanem postopku in zapiSite rezultat kot povprecno vrednost
dveh meritev.

4. Obrazlozite rezultat.

N —
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36. Merjenje ¢asa kapilarne krvavitve po Dukeju

Meritve in rezultat

Prvameritev: ...................
Druga meritev: .....................
Povpre¢na vrednost obeh meritev ali ¢as krvavitve je ............

Obrazlozitev rezultata

Kaj vam pove dobljeni rezultat?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

OPOIMIDE: ...

ILJ Domaca naloga

1. Poimenujte teste prvega obdobja hemostaze? ..........cccccceeviieiieniiiencenieeiee

5. K D pOVe EaS KEGVE?

5. Prikatrih bolezenskih stanih se gas krvavitve podala? ...

b, Zaka] e Sas kevavit po 1y naanEngi .
Pregledal/a:

L0070 01T
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37. Merjenje aktiviranega rekalcifikacijskega ¢asa

Datum:

37 MERJENJE AKTIVIRANEGA REKALCIFIKACIJSKEGA CASA

Teoreti¢ne osnove

Pri koagulaciji krvi sodelujejo vsi faktorji koagulacije, ki so prisotni v plazmi, vklju¢no s
kalcijevimi ioni (faktor IV). Citratna kri vsebuje antikoagulant natrijev citrat, ki veze ioniziran
kalcij v kompleks in zato koagulacija ne more poteci.

Ce ho¢emo iz krvi dobiti plazmo, bogato s trombociti, moramo kri centrifugirati pri nizkem
Stevilu vrtljajev. Po dodatku prebitka kalcijevih ionov bo plazma koagulirala, koagulacijo pa
pospesi kontaktni aktivator (suspenzija celita ali kaolina), ki igra vlogo hrapave povrsine.
Prebitek kalcijevih ionov veze preostali del prostega antikoagulanta, ostane pa Se dovolj
ioniziranega kalcija, da sprozi koagulacijo.

Rekalcifikacijski ¢as je test hemostaze, s katerim so vcasih testirali notranjo pot koagulacije in
aktivnost trombocitov. Izvajali so ga v vodni kopeli pri 37 °C, zaradi subjektivnih napak in
nestabilnosti trombocitov pa je danes v laboratorijski praksi opuS€en. Subjektivne napake so
posledica slabSega vida preiskovanca in njegovih manjsih rocnih spretnosti.

Zaradi enostavnosti, poceni reagentov in ucenja dela v vodni kopeli je izvedba testa primerna
za ucenje enega od testov koagulacije v vodni kopeli in za opazovanje, kaj se bo zgodilo po
dodatku prebitka kalcijevih ionov v plazmo.

Rekalcifikacijski ¢as moramo, tako kot druge teste koagulacije, izvajati v paraleli.

Referenéne vrednosti: 32—48 sekund.

Pribor in material:

e vodna raztopina celita ali kaolina (10 g/L), vodna raztopina CaCl, (25 mmol/L),

e pipete (100 puL), epruvete, case, alkoholni flomaster,

e vzorec (citratna plazma), kontrolna plazma z rekalcifikacijskim ¢asom v mejnih
vrednostih,

e vodna kopel, merilne ure.

Stevilka vzorca: ........

Postopek

Kot vzorec uporabljamo citratno plazmo, dobljeno s centrifugiranjem krvi (15 minut pri 400 x
g = cca. 800 vrt./min).

V vodni kopeli segrejemo raztopino CaCl, na temperaturo 37 °C.

V dve stekleni epruveti (centrifugirki) vnesemo po 0,1 mL plazme in 0,1 mL suspenzije celita
ali kaolina.

plazma suspenzija celita (kaolina)
100 uL 100 uL
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37. Merjenje aktiviranega rekalcifikacijskega ¢asa

Zmes plazme in celita segrevamo najmanj 6 minut pri temperaturi 37 °C.

Segreti zmesi plazme in celita dodamo 0,1 mL segrete vodne raztopine CaCl, in sprozimo
merilno uro (Stoparico). Po dodatku CaCl, zmes med segrevanjem ves ¢as me$amo in
opazujemo, kdaj se bodo pojavile prve fibrinske nitke. Takrat izklopimo merilno uro in si
zapiSemo Cas v sekundah.

Izmerimo rekalcifikacijski ¢as obeh paralel in izraCunamo povprecje meritev.

Po istem postopku izvedemo rekalcifikacijski ¢as kontrolne plazme.

Delo
1. Pripravite ves pribor in material.
2. Segrejte vodno kopel na temperaturo 37 °C.
3. V epruveto nalijte raztopino CaCl, in jo segrejte v vodni kopeli na temperaturo 37 °C.
4. lIzvedite meritvi po predpisanem postopku in vpiSite rezultat.
5. Obrazlozite rezultat.

Meritve in rezultat

Prvameritev=..................
Druga meritev =................

Povpre¢na vrednost obeh meritev=.....................

Obrazlozitev rezultata

Kaj vam pove dobljeni rezultat?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L5707 0T
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37. Merjenje aktiviranega rekalcifikacijskega ¢asa

ILQI Domaca naloga

1. Katere dejavnike hemostaze testiramo z rekalcifikacijskim casom? ..........cccoceveeiervenenne.

3. Kaj vpliva na rezultat meritve rekalcifikacijskega €asa?..........ccccevvvevciienciienceeeciee e
4. Zakaj je za izvedbo testa potrebna temperatura 37 °C? ......ccoovvvviieniieiieniieee e

5. Zakaj je za pridobivanje plazme pri izvajanju rekalcifikacijskega Casa potrebno majhno
Stevilo vrtljajev na minuto pri centrifugiranju?

6. Kaksno vlogo ima pri izvedbi rekalcifikacijskega Casa celit ali kaolin, ki ga dodamo
plazmi?

Pregledal/a:

(037107111 o TR
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38. Merjenje protrombinskega ¢asa s koagulometrom

Datum:

38 MERJENJE PROTROMBINSKEGA CASA S KOAGULOMETROM

Teoreti¢ne osnove

Protrombinski ¢as (PC) ali Quickov test, za katerega bi bilo ustreznejse ime tromboplastinski
¢as, je hiter in enostaven test za ugotavljanje napak v zunanji in skupni poti koagulacije.
Izvajamo ga s koagulometri razli¢nega tipa, ki delujejo pri temperaturi 37 °C. Enako kot
druge teste koagulacije, tudi protrombinski ¢as izvajamo v paraleli in upostevamo povprecno
vrednost obeh meritev.

Rezultat testa je izraCunana vrednost INR. Pri izracunu je upoStevana aktivnost tkivnega
tromboplastina (faktorja III), ki ga dodajamo skupno s kalcijevimi ioni v plazmo
preiskovanca. Test so v€asih izvajali v vodni kopeli, danes pa se uporablja natan¢nejsi in
zanesljivejsi koagulometer.

Princip testa

Princip testa je pri delu na vseh koagulometrih enak. Plazmi dodamo meSanico tkivnega
tromboplastina in kalcijevih ionov ter merimo ¢as nastanka fibrinskega strdka ali koaguluma.
V koagulometer vnesemo vrednosti normalne (kontrolne) plazme in ISI, iz ¢esar nam na
osnovi izmerjenega protrombinskega ¢asa (PC) preiskovane plazme izra¢una INR. Instrument
namre¢ primerja €as nastanka koaguluma preiskovane plazme s protrombinskim casom
normalne (kontrolne) plazme tako, da izraCuna razmerje med njima in kvocient potencira z
ISI. Protrombinski ¢as normalne plazme dolo¢i vsak laboratorij posebej iz plazme Stevilnih
zdravih ljudi. Razlika med delom na posameznih koagulometrih je v tem, da pri enih
uporabljamo kot startni reagent plazmo, pri drugih pa reagent (pri merjenju protrombinskega
Casa je to meSanica faktorja III in kalcijevih ionov).

PC preiskovane plazme .
INR = <
PC kontrolne plazme

ISI = »International Sensitivity Index« ali mednarodni kazalec obcutljivosti (v prostem prevodu pomeni
aktivnost faktorja III)

INR = Internetional Normalized Ratio ali mednarodno umerjeno razmerje

Referencne vrednosti za INR: 0,7—1,2

Pribor in material:

citratna plazma, dobljena s centrifugiranjem krvi pri 2000 x g,
komercialna zmes tromboplastina in kalcijevega klorida,
pipeti (100 pL in 200 pL),

merilne kivete in meSalcki,

koagulometer HUMACLOT.
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38. Merjenje protrombinskega ¢asa s koagulometrom

Stevilka vzorca: .........

Humaclot — navodilo za delo

Vklop aparata — zadaj. Pocakamo, da se segreje — lucka sveti.
Izbira programa (PC preiskava): 0 in potrdimo z ENTER.

Odtipkamo datum: dan in ENTER, mesec in ENTER, leto in ENTER — za dan, mesec in
leto vtipkamo po dve Stevilki.

Inkubiramo prazne kivete z meSalcki.pri temperaturi 37 °C.

V kivete pipetiramo po 200 puL reagenta tocno na sredino, vstavimo v prazen prostor
aparata in termostatiramo 5 minut na slede¢ nac¢in: RESET 5 - 00 START/STOP.
Aparat zacne odStevati S-minutni ¢as inkubacije.

Vpis identifikacijske Stevilke (St. vzorca) pred testiranjem vzorca:

- 1 (8t. vzorca) ENTER RESET.

8.

V merilni prostor vstavimo napipetiran reagent in odtipkamo RESET, pokaze se vrednost
0,0.

V reagent pipetiramo 100 pL vzorca.

Sprozi se koagulacija, vklopi se merilna ura in instrument po koncani reakciji koagulacije
pokaZe na zaslonu vrednost PC v sekundah ter izpiSe ostale rezultate (INR, relativni delez,

akti

vnost).

Ce zelimo, da instrument natisne programirane vrednosti, vtipkamo:
0 ENTER 99 ENTER START/STOP.

Umerjanje instrumenta na 25-odstotno in 100-odstotno kontrolno plazmo, na vrednost

IST

1.

in minimalni varnostni ¢as meritev (0,1, 2, 7)
Ce je protrombinski ¢as koagulacije 25-odstotne kontrolne plazme 28,0 sekund, to
vrednost vnesemo takole: 0 28 « 0 ENTER.

Ce je protrombinski ¢as koagulacije 100-odstotne kontrolne plazme 11,2 sekund, to
vrednost vnesemo takole: 1 11 « 2 ENTER.

Ce je ISI za doloden regent 1,10, to vrednost vnesemo takole: 2 1 « 10 ENTER.

Ce je minimalni as meritve 5 sekund, to vrednost vnesemo takole: 7 5 ¢ 00
ENTER.

Nove vrednosti shranimo s pritiskom na START/STOP.
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38. Merjenje protrombinskega ¢asa s koagulometrom

Delo

1. Iz meSanice plazme zdravih pacientov dolocite protrombinski Cas ali pa uporabite
komercialno kontrolno plazmo.

2. lzvedite meritev vzorca plazme v paraleli po navodilih za HEMACLOT.

3. Izracunajte povprecje obeh meritev v sekundah in zapisite rezultat kot povprecno
vrednost INR.

4. Obrazlozite rezultat.

Meritve in rezultat

Prva meritev v sekundah = .........

Druga meritev v sekundah = .........

Povpre¢na vrednost obeh meritev v sekundah = .........
INR prve meritve =...............

INR druge meritve = ..............

Povprecna vrednost INR=.............

Obrazlozitev rezultata

Kaj vam pove dobljeni rezultat?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 01 T
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38. Merjenje protrombinskega ¢asa s koagulometrom

ILQI Domaca naloga

1. Katere dejavnike (faktorje) hemostaze testiramo s protrombinskim ¢asom?

2. Kaj vpliva na to¢nost rezultata meritve protrombinskega €asa? .........ccceovvevveevrierrercvienneenne.

3. Opisite princip in postopek merjenja protrombinskega asa. ...........ccoevvviiiiiiiiiniann...
Pregledal/a:

OPOIMIDE: ...ttt
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39. Merjenje aktiviranega parcialnega tromboplastinskega ¢asa (APTC) s koagulometrom

Datum:

39 MERJENJE APTC S KOAGULOMETROM

Teoreti¢ne osnove

Z aktiviranim parcialnim tromboplastinskim ¢asom (APTC) ugotavljamo motnje v notranji in
skupni poti koagulacije. Tudi ta test izvajamo s koagulometri pri temperaturi 37 °C v paraleli.
Rezultat testa je Cas v sekundah. Kot pri drugih testih koagulacije, mora tudi pri tej preiskavi
vsak laboratorij izdelati svoje referen¢ne vrednosti.

Princip testa
Princip merjenja APTC je pri delu na vseh koagulometrih enak. Plazmi dodamo me3anico

parcialnega tromboplastina in kontaktnega aktivatorja, nato pa Se prebitek kalcijevih ionov ter
merimo ¢as nastanka koaguluma.

Humaclot — navodilo za delo

1. Vklop aparata — zadaj. Pocakamo, da se segreje — lucka sveti.
2. Izbira programa (APTC preiskava): 1 in potrdimo z ENTER.

3. Odtipkamo datum: dan in ENTER, mesec in ENTER, leto in ENTER - za dan, mesec in
leto tipkamo po dve Stevilki.

4. Inkubiramo prazne kivete z mesal¢ki in raztopino CaCl, pri temperaturi 37 °C.

5.V merilne kivete pipetiramo po 100 pL. APTC reagenta’ to¢no na sredino, vstavimo v
prazen prostor koagulometra in inkubiramo pri temperaturi 37 °C eno minuto takole:
RESET 1 - 00 START/STOP.

Aparat zacne odstevati enominutni ¢as inkubacije.

6. Vpis identifikacijske Stevilke (§t. vzorca) pred testiranjem vzorca:
- 1 (8t. vzorca) ENTER RESET.

7. Previdno dodamo 100 pL plazme (kontrolne ali vzorca) in pri tem pazimo, da se ne tvorijo
mehurcki, ter ponovno inkubiramo 3 minute.

8. Merilno kiveto z zmesjo narahlo pretresemo, vstavimo v merilni prostor in pokrijemo s
pokrovom.

9. 'V zmes pipetiramo 100 uL predhodno segrete raztopine CaCl,, sprozi se potek
koagulacije in isto¢asno se vklopi merilna ura.

10. Ko nastane koagulum, se ura ustavi in na zaslonu se izpiSe rezultat v sekundah.

3 APTC reagent je zmes parcialnega tromboplastina in kontaktnega aktivatorja.
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39. Merjenje aktiviranega parcialnega tromboplastinskega ¢asa (APTC) s koagulometrom

Pribor in material:

citratna plazma, dobljena s centrifugiranjem krvi na 2000 x g,
APTC reagent, raztopina CaCl,,

merilne kivete in meSalcki,

pipete (100 pL),

koagulometer HUMACLOT.

Stevilka vzorca: ........

Delo

1. Iz meSanice plazme zdravih ljudi dolo¢ite APTC ali pa uporabite komercialno
kontrolno plazmo.

2. lzvedite meritev vzorca plazme v paraleli po navodilih za HEMACLOT.

3. Izracunajte povprecje obeh meritev v sekundah in zapisite rezultat kot povprecno
vrednost.

4. Obrazlozite rezultat.

Meritve in rezultat

Prva meritev v sekundah = .........
Druga meritev v sekundah = ..........

Povpre¢na vrednost obeh meritev v sekundah = .........

Obrazlozitev rezultata

Kaj vam pove dobljeni rezultat?

Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0070} 101 T
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40. Fibrinoliza evglobulinskega strdka

Datum:

40 FIBRINOLIZA EVGLOBULINSKEGA STRDKA

Teoreti¢ne osnove

Test fibrinoliza evglobulinskega strdka spada v skupino testov fibrinolize. V plazmi so
prisotni vsi faktorji koagulacije, razen faktorja III. Poleg njih plazma vsebuje tudi
plazminogen in njegove aktivatorje. Vsi faktorji so v neaktivni obliki. V tako imenovanih
evglobulinih, ki jih dobimo z nakisanjem razred¢ene plazme pri 4 °C, so faktorji koagulacije
in fibrinolize, ni pa zaviralcev fibrinoliticnega sistema.

Ce raztopini evglobulinskega precipitata pri temperatori 37 °C dodamo prebitek kalcijevih
ionov, se sprozi koagulacija. Takoj ko nastane fibrinski strdek (koagulum), se zacne
fibrinoliza. Pri testu fibrinolize evglobulinskega strdka merimo c¢as, ki je potreben za
raztopitev nastalega strdka. Rezultat testa se po SI izraza v kilosekundah (ks).

Referencne vrednosti: 4,2—13,5 ks.

Pribor in material:

citratna kri (razmerje med krvjo in natrijevim citratom je 1 : 10) ali citratna plazma,
vodna raztopina ocetne kisline (10,5 g/L), destilirana voda,

raztopina Owrenovega pufra s pH 7,35 (barbituratni pufer),

vodna raztopina CaCl,, (25 mmol/L),

casa, centrifugirke, steklene palcke,

avtomatske pipete (7 mL, 0,5 mL, 0,25 mL),

merilna ura,

centrifuga, vodna kopel, hladilnik.

Postopek

Vzorec citratne krvi centrifugiramo 15 minut pri 2000 x g ali uporabimo Ze centrifugirano in
odlito plazmo.

V hladilnik postavimo ¢aSo z destilirano vodo, da dobimo ledenomrzlo vodo. Vodo lahko
postavimo tudi za kratek ¢as v zamrzovalnik.

V dve epruveti pipetiramo po 0,5 mL plazme in dodamo po 7 mL ledeno mrzle vode (4 °C).

V vsako epruveto dodamo po 2 kapljici razredéene vodne raztopine ocetne kisline s konc.
10,5 g/L.

plazma ledeno mrzla voda razr. ocetna Kisl.
0,5 mL 7 mL 2 kapljici

Epruveti postavimo v hladilnik za 10 minut, da se evglobulini oborijo.

Centrifugiramo 10 minut pri 2000 x g in tekoc¢ino nad oborino odlijemo.

Oborini dodamo 0,5 mL Owrenovega pufra in jo raztopimo z rahlim meSanjem s stekleno
palcko. Ko se oborina raztopi, zmesi dodamo 0,25 mL vodne raztopine CaCl,.
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40. Fibrinoliza evglobulinskega strdka

Epruveti postavimo v vodno kopel na 37 °C in sprozimo merilni uri.

Izmerimo ¢as, v katerem se evglobulinski precipitat popolnoma raztopi (lizira), in izraCunamo
povpre€ni Cas obeh meritev. Posamezni meritvi se ne smeta razlikovati za ve¢ kot = 10 %.
Rezultat izrazimo v kilosekundah (ks).

Stevilka vzorca: ........

Delo

Pripravite ves pribor in material.

Izvedite analizo po predpisanem postopku.

3. Po nekaj urah si oglejte rezultat in ga izrazite v urah in minutah, le-tega pa spremenite
v kilosekunde. Obrazlozite rezultat.

o —

Rezultat

Prvameritev= ......................
Druga meritev=.....................
Povpre¢na vrednost obeh meritev =...............

Obrazlozitev rezultata

Kaj vam pove dobljeni rezultat?

IL_JI Domaca naloga

1. KakSen pomen ima za organizem fibrinoliza? ............ccccceiiiiiiiniiienieniieeeceee e
2. Na kaj razgradi plazmin molekulo fIbrina? ..........cccooeoiiiviiieniiee e
3. Kateri so nacini ugotavljanja aktivnosti fibrinoliti€nega sistema? ............cccceeveerueevieennnnne.
4. Kako imenujemo neaktivno obliko plazmina? ...............ccoiiiiiiiiiiiiii
5. Kaj vsebuje precipitat evZlobUlINOV? ........coevviiiiiiiiiieieeeeeee e
Vaja je opravljena: da ne Pregledal/a:

L0 75707011 0T
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