LABORATORIJSKA
HEMATOLOGIJA




STO SU HEMATOLOSKE PRETRAGE?

Laboratorijska hematologija se bavi pretragama krvi. Krv se sastoji od krvnih
stanica i krvne tekucine, koja se zove plazma. Krvne stanice su:

% ERITROCITI - crvene krvne stanice _
** LEUKOCITI - bijele krvne stanice
“* TROMBOCITI - krvne plocice.

Veci dio hematoloskih pretraga odnosi se na krvne stanice.
Razlikujemo kvantitativne i kvalitativne analize.
Kvantitativne analize su npr. brojéane koncentracije eritrocita, leukocita i
trombocita.
Kvalitativne analize nam govore o morfologiji (izgledu) krvnih stanica i stanica
krvotvornih organa.
Vazno je razlikovati slijedece kratice :
~ E, Erc - eritrocit
~ L, Leu — leukocit
~ Tr, Trc — trombocit
~ Hgb, Hb — hemoglobin
~ Htc — hematokrit
~ Rtc — retikulocit
~MCV, MCH, MCHC - eritrocitne konstante
~ DKS — diferencijalna krvna slika
~ CKS — crvena krvna slika: E, Hgb, Htc, MCV, MCH, MCHC
~ KS — krvna slika: CKS + L + Tr
~ KKS — kompletna krvna slika: KS + DKS
~ SE - sedimentacija
Sve ove pretrage danas se rutinski rade na tzv. hematologkim brojadima. To su
aparati koji na temelju veli¢ine ili tezine pojedinih krvnih stanica izra¢unavaju
njihove vrijednosti.

ANTIKOAGULANSI I SET ZA VADENJE KRVI -/

Uzorak za hematolo8ke pretrage je krv dobivena vadenjem iz vene. Postupak
vadenja venske krvi zove se venepunkcija. Ako je za neku pretragu dovoljna
~manja koli¢ina krvi, uzorak moze biti i kapilarna krv dobivena ubodom u
jagodicu prsta, resicu uha ili petu kod novorodenéadi.



Radno mjesto za vadenje krvi mora biti opremljeno potrebnim priborom:

1

e sterilne igle za zatvoreni tzv. vakuum sistem
« sterilne injekcijske igle

* razliCite, sterilne, vakumizirane epruvete
gumena traka za podvezivanje vene — Esmarchova traka (esmarh)
vateni tupferi (smotuljci vate)

dezinfekcijsko sredstvo (70% etanol)

plasti¢ni drza¢ igle (3esiri¢)

sterilne rukavice

olovka-za obiljezavanje epruveta
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To je najosnovniji pribor za vadenje krvi. Prije se je krv vadila pomocu
injekcijske igle i $price, zatim pomocu injekcijske igle direktno u epruvetu, a
danas koristimo zatvorene sisteme za vadenje krvi. Takav sistem sastoji se od
sterilne igle koja ima oStricu s obje strane, drzala igle, te sterilnih epruveta s
gumenim Eepom. Epruvete su razli¢itih velidina i razli&it je podtlak u njima, tako
da se po velitini podtlaka u jednakim epruvetama dobije uvijek isti volumen krvi.
Jedan kraj igle ulazi u venu, a drugim se probode gumeni &ep epruvete. Krv e
ulaziti u epruvetu sve dok se tlak ne izjednaci. Tada krv prestaje teéi u epruvetu.
Ta epruveta se makne, te se po potrebi stavi druga. Ovakvim je priborom, po
danadnjim standardima, laboratorijsko osoblje najbolje zasticeno, jer nema
direktnog kontakta s krvlju.

+ HematoloSke pretrage radimo iz pune krvi. To je upravo onakva krv kakva kola
venama. Da bismo dobili punu krv i sprijegili njezino zgrusavanje u epruveti,
koristimo antikoagulanse. To su sredstva koja spretavaju zgrudavanje krvi.
Najces¢i antikoagulansi su:

° EDTA (etilendiamintetraacetat) kalijeva ili natrijeva sol

° 3,8% natrijev citrat ' o

° heparin
Antikoagulanse moZemo podijeliti na tekuce i krute.

Tekuc¢i antikoagulansi razrijeduju uzorak. U laboratorijskoj hematologiji najcesce
koriSteni tekuéi antikoagulans je 3,8% natrijev citrat. Nalazi se u vakumiranim
Cpruvetama za pretragu odredivanja brzine sedimentacije eritrocita i epruvetama
za koagulacijske pretrage (protrombinsko vrijeme, fibrinogen).

Kruti antikoagulansi ne razrijeduju uzorak. Obi¢no su u obliku praska. To su
oksalati, fluoridi i najprikladniji antikoagulans EDTA (etilendiamintetraacetat)
kalijeva ili natrijeva sol. Uzorak krvi uzet sa EDTA stabilan je 24 sata ako se ¢uva
na +4°C. Takav uzorak prikladan Jje za odredivanje KKS.

Heparin je takoder kruti antikoagulans. Prikladan je za kvantitativne pretrage, ali
zbog izrazito kiselog karaktera onemogucuje stanicama dobro primanje boje, pa je
neprikladan za morfoloske analize.
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UZIMANJE VENSKE I KAPILARNE KRV{

1

Postupak vadenja venske krvi

Venska krv se dobiva venepunkcijom kubitalne vene, ali se moze dobiti i iz bilo
koje druge vidljive i dostupne vene Prije uboda, pacijenta treba umiriti i objasniti
mu postupak. Potrebno je provjeriti uputnice za pretrage i identificirati pacijenta.
Vadenje krvi se moZe obaviti kod pacijenta u sjedecem ili lezeCem poloZzaju, ali
treba znati da kod nekih parametara postoje razlike koje ovise o poloZaju
pacijenta tijekom venepunkcije. Zatim, prema zahtjevu na uputnici, treba
pripremiti epruvete i oznaditi ih.

The Equipment Necessary to Perform a Venipunclure &
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Stolica za venepunkciju Pribor za venepunkeiju

Pacijent mora imati dobar oslonac za ruku iz koje se vadi krv, da se smanji napor
koji oslabljuje venu i da tehnicar koji vadi krv ima stabilniju podlogu (ruku).
_Nakon toga se potraZi vena, tj. odabere se mjesto uboda. Pacijent stisne $aku (ne
pumpati!), a tehniar Jagodicama prstiju napipa venu. Vene koje pulsiraju su
elasti¢nije i tanjih stijenki, pa su bolje za venepunkciju

Derinfekeciia ubodnog mijesta
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Ubodno myesto’se

¥ &

tt titerom patopljenum dezinficyensom 1 ostan

csusi. Nakon dezinfekeije, ubodno mjesta se vise ne sinife dodirivati

Igla se Evrsto pridvrsii za $esirié. ol

Ruka se podveze esmarhom otprilike 7-10 ¢m iznad ubodnog myesta Ruka se
podvezuje kako se vena ne bi pomicala, te da se napuni krviju da bi se lakse
uocila.

Uzorak krvi ne treba uzimati iz hematoma, a ako drugadije nije moguce treba je
uzeti distalno od hematoma i to naznatiti na nalazu

Sada se ukloni $titnik za iglu.

Igla se postavlja paralelno sa venom, te se lagano, pod kutem od oko 157 ude u
venu. Plastini drza¢ igle (3esiri¢) treba Evrsto drzati zajedno sa iglom sa jednom
rukom, dok se sa drugom rukom vacuteiner epruveta postavi u $eSiri€ 1 pri¢vrsii
na donju stranu igle. Prema potrebi, epruvete se izmjenjuju bez pomicanja igle u
veni.
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Venmepunkcija Otpustanje podveske

| Ako je vena pravilno punktirana, krv ée potedi u epruvetu. Prestane li krv
tedi, treba lagano pomaknuti iglu, paze¢i da ne izade skroz van iz vene.

Kad krv po¢ne teci, treba otpustiti Esmarchovu traku.

Nakon 8to se epruveta napuni, izvuéi je iz $edirica, te po potrebi staviti ostale
epruvete.

-~ Podveza (esmarh) se mozZe koristiti najdulje 1 minutu, za odredivanje lipida
manje od 1 minute, a uopée se ne bi trebala koristiti pri odredivanju Ca, Mg 1 Fe.
Naicon §to su sve potrebne epruvete napunjene, na ubod stavimo natopljeni tupfer,
izvadi se igla i istovremeno se pritisne tupfer na mjesto uboda.
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Mijesanie kivi sa antikoagulansom
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Nakou 1zviaCenja 1gle 1z vene, na vrh igle stavi se titnik, te se na taj nadin
poktivena igla vadi 1z $e3iri¢a i odlaZe u nepthJnu posudu za igle Postoje
Sesiréi koji imaju mogucénost automatskog izbacivanja 1gle pritiskom na
odgovarajudi dio na Seiricu, te se tada igla direktno, bez poklopca, odlaze u
otpad

Epruvete se moraju oznaciti imenom i prezimenom pacijenta.

Epruvete sa antikoagulansom obavezno odmah nakon vadenja promijesati lagano
ih okrecuci gore - dolje. Epruvete bez antikoagulansa staviti u uspravan poloZaj,
nikako ne mije$ati!

Neugodna posljedica vadenja krvi za pacijenta moZze biti nastajanje hematoma.
Hematom moze nastati ako je tijekom vadenja probodena vena, ako je vena bila
predugo podvezana, ako je koriStena igla slabije kvalitete, ako je krv vadena iz
duboke vene itd.

Standardizirane vacuteiner epruvete za vadenje venske krvi razlikuju se po
sadrzaju antikoagulansa, volumenu i boji ¢epa:
crvent ili Cep — biokemijske pretrage (serum — bez antikoagulansa)
ljubicasti Cep — hematoloske pretrage (puna krv — EDTA)
crni Sep — sedimentacija (3,8% Na-citrat)
plavi Cep — koagulacijske pretrage (plazma — 3,8% Na-citrat)
sivi Eep — glukoza (plazma — fluorid)
zelent ¢ep — biokemijske pretrage (plazma — heparin)

Postupak vadenja kapilarne krvi

Uzimanje uzorka kapilarne krvi preporuéuje se iz nedominantne ruke (deénjaci 1z
lijeve, ljevaci iz desne), muskarcima iz prstenjaka Zenama 1 djeci iz srednjeg
prsta, a maloj djeci iz pete.

Ubodno mjesto se dezinficira alkoholom, te se pri¢eka da alkohol ishlapi.

Ostricu lancete treba poloZiti okomito na jagodicu prsta 1 kratkim brzim potezom
ubosti u prst.

Prvu kap treba odstraniti vatom i pustiti da se slijedeéa kapljica slobodno stvara
bez suvisnog istiskivanja.

Uzorak krvi treba navuéi u kapilaru, melanZer ili mikroepruvetu.

Nakon zavr§enog Skupljanja kapilarme krvi, mjesto uboda treba prekriti vatom
natopljenom alkoholom.



KRVNE STANICE -
HEMOCITOMETRI
Krvne stanice su: eritrociti ili crvene krvne stanice

leukociti ili bijele krvne stanice
trombociti ili krvne plodice.
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Da bi se odredila brojéana vrijednost krvnih stanica, §to J€ 1zuzetno vazna i Sesta
pretraga, danas nam sluZe aparati za brojenje krvnih stanica ili brojadi. Prije
otkri¢a brojada, eritrociti i leukociti su se brojali u tzv. hemocitometrima.

To su komorice izradene iz debelog brufenog stakla. Na sredi$njem dijelu stakla
‘pomocu dva dublja ureza u znak + , izdvojen je plato na kojem je urezana
mreZica to¢no odredenih dimenzija.

Dubina sredi$njeg platoa je to¢no 0.1 mm.

Povrina mreZice je 9 mm?.

DuZina kvadrata mreZice je 3 mm.

Svaka mreZica ima 9 kvadrata.
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Liritrociti se broje u srediSnjem kvadratu, a. leukociti u 4 vanjska kvadrata,

Mrezica hemocitometra je razli¢ita kod hemocitometara raznih autora. Najcesce
se koriste:

Neubauerova komorica,
Birker-Tiirkova komorica
Fuchs-Rosenthalova komorica.

Da ne bi dolazilo do zabuna, na gornjoj povr3ini svake komorice napisano je ime
autora, dubina komorice, povr§ina najmanjeg kvadrati¢a za brojenje E i povrSina
najmanjeg kvadratica za brojenje L.

Na nekim komoricama urezana je 1, a ne nekim 2 mreZice.

Biirker-Tirkova komorica

Vanjski kvadrati omedeni su trostrukim crtama. Svaki od 4 velika vanjska
kvadrata podijeljen je u 16 manjih koji su omedeni dvostrukim crtama, pa
povriina svakog od tih 16 iznosi 1/25 (0.04 mm’). Kvadrat u sredi$njem dijelu
mrezice podijeljen je u 16 malih kvadrata, a svaki od njih u 16 najmanjih
kvadrati¢a povrine 1/400 (0.0025 mm®).
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Neubauerova komorica

Komorica je obrubljena trostrukom ili jednostrukom crtom. Vanjski kvadrati su
podijeljeni jednostrukim crtama u 16 manjih kvadrata, pa povr§ina svakog iznosi
1/16 (0.0625 mm?). Sredisnji veliki kvadrat podijeljen je trostrukim ili dvostrukim
crtama v 25 manjih kvadrata &ija je povrsina 1/25 (0.04 mm®). Svaki od tih 25
kvadrata podijeljen je v 16 najmanjih kvadrati¢a &ija povidina iznosi 1/400
(0.0025 mm?).
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Fuchs-Rosenthalova kemorica

SluZi za brojenje uzoraka sa manjom broj¢anom koncentraci jom stanica, npr. za
likvore. Dubine je 0.2 mm, povrSina mreZice je 16 mm®, duina stranice kvadrata
je 4 mm. Podijeljena je u 16 kvadrata, a svaki od njih JjoSu 16. Povrsina
najmanjeg kvadratiéa je 1/256 (0.003906 mm?). Volumen komorice je 3.2 mm’.
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Hemocitometri se pripreme za brojenje tako da se iznad mrezice stavi brugeno
pokrovno staklo i to tako da se na mjestu gdje je staklo priljublieno za komoricu
vide koncentriéni, obojeni krugovi tzv Newton-ovi kolutovi

Komorice i pokrovna stakla se nakon zavrienog rada operu pod tekuéom vodom,

te obridu mekom krpom.

10




MELANZERI

MelanZeri su cjevéice sa trbuSastim proSirenjem, koje se koriste za mijeSanje
krvi sa odgovaraju¢im otopinama u postupku brojenja krvnih stanica u
hemocitometrima.

Razlikuju se 2 vrste melanzera: eritrocitni — za brojanje E
leukocitni — za brojanje L.

Eritrocitni melanZer
Uska kapilara u ¢ijem se kruskolikom prosirenju nalazi staklena kuglica crvene
boje. Ona omoguéuje da se sadrZaj u melanZeru ravnomjerno izmijesa, a ujedno
sluzi za lakSe prepoznavanje melanzera. Kapilara je od pocetka do kruSkolikog
proSirenja podijeljena.na 10 jednakih dijelova od jih je 5. dio oznaCen brojem
0.5, a 10. dio brojem 1)1za proSirenja je oznaka| 01‘_ Oznake sluze da bi se u
to&nom omjeru navukla krv i odgovarajuéa otopina. Za brOJ an]e E krv se
razrjeduje sa izotoni¢nom otopinom koja Stiti E od razaranja i sprije¢ava njihovo
sljepljivanje. Otopina za brojanje E zove se Hayemova otopina.

Hayemova otopina:
Na-sulfat...........25¢g
Na-klorid..........05 g
Hg(I)-klorid......0.25 g
dest. H,O nadopuniti do 100.0 mL

Otopina se uva na sobnoj temperaturi, stabilna je, no treba znati da je otrovna
zbog sadrzaja HgCl,.

Leukocitni melanZer

Sli¢an je eritrocitnom. Kod njega je kapilara neSto $ira, a u kruSkolikom
progirenju nalazi se bijela kuglica koja takoder sluZi za mijeSanje krvi i otopine i
prepoznavanje. Kapilara leukocitnog melanZera od po¢etka do proSiren)ges;
podijeljena j f;e na 10 Jednak1h dijelova ojih je 5. dio oznagen brojem{0.5}
dio brojem!1. Iza proSirenja je oznaka lj} Za brojanje L, koristi se razrljbena
otopina octene kiseline, koja uzrokuje hemolizu E, u kombinaciji sa bojom —
gentiana violet, ko;a oboji jezgre L. Ta otopina zove se Tiirkova otopina.

Tiirkova otopina: '
konc. octena kiselina..................... 30.0 mL

vodena otopina gentiana violet.........8.0 mL \
dest. HyO nadopuniti do............1000.0 mL .

S B 1
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ODREDIVANJE BROJCANE KONCENTRACIJE ERITROCITA

Za odredivanje broja E koristi se ili kapilama krv ili venska vadena sa
antikoagulansom (ljubi¢asti ¢ep — EDTA). Da bi se melanZer uspjesno napunio
krvlju na njega se stavlja gumena, tanka cjevéica. Na drugom kraju cjevcice
nalazi se plasti¢ni nastavak pomocu kojeg lakse navladimo krv i otopinu.

Krv se navuce do oznake 0.5.

Vrh melanZera se dobro obrise.

Navuce se Hayemova otopina do oznake 101.

Razrijedena krv se nalazi u prostoru izmedu 1 i 101, tj. u volumenu 100.

U tom volumenu nalazi se 0.5 volumnih dijelova krvi.

Iz toga proizlazi da je razrjedenje krvi 1 : 200.

Ako se krv navuce do oznake 1, a Hayem do oznake 101, onda je razrjedenje
1: 100.

U melanZer se krv i otopina navlade paZljivo, pazeéi da se oko kuglice ne stvori
zrak. Kad se melanZer napuni, vrh se obri3e staniCevinom, skine se gumena
cjevdica i sadrzaj melanZera se promijesa oko 3 minute drieéi krajeve melanzera
istodobno palcem i kaZiprstom. MelanZer se do punjenja komorice stavi u
horizontalan polozaj.

Prije punjenja komorice, iz melanZera se ispusti 3-4 kapi sadrzaja. Ponovno se
obriSe vrh melanZera, te se u kosom poloZaju postavi tik uz rub pokrovnog
stakalca na komorici i ispusti se 1 kap. Teku¢ina ¢e uéi pod staklo i ako je kap
dovoljno velika, potpuno ¢e ispuniti povriinu ispod pokrovnice. Ako je kap
premala, vidjet ¢e se prazan prostor. Tada komoricu i pokrovno staklo treba
oprati, obrisati mekom krpom i ponovo napuniti. Ako je kap prevelika, razlit ¢e se
u postrani¢ne utore i postupak punjenja treba ponoviti.

Ispravno napunjena komorica se stavlja pod mikroskop, pri¢eka se da se stanice
jednoliko raspodjele i smire oko 1-2 minute. Malim povecanjem (20x) i
spustenim kondenzorom treba prona¢i mreZicu komorice i provijeriti da li su E
Jjednoliko rasporedeni. Ako nisu, tj. mogu se vidjeti nakupine E, prazni dijelovi
mreZice ili mjehurici zraka, punjenje komorice treba ponoviti. Ako su E jednoliko
rasporedeni, povecanje se promijeni na 40x.

Pronade se srediSnji kvadrat komorice u kojem se broje E.

Broje se E u 5 srednjih kvadrata koji su smjesteni po dijagonali od lijevog,
gornjeg do desnog, donjeg kvadrata u Neubauerovoj komorici. U Biirker-
Tiirkovoj koji po dijagonali ima 4 kvadrata, kao 5. uzima se desni gornji kvadrat.
Tijekom brojenja treba se drzati odredenog pravila i brojiti E koji npr. dodiruju
lijevi i donji rub kvadrata, a zanemariti one koji dodiruju desni i gornji rub. E se
tako broje u 80 najmanjih kvadratié¢a (5 x 16), od kojih je svaki povriine 1/400
(0.0025 mm?).

Nakon $to su E izbrojani, treba izradunati njihovu broj¢anu koncentraciju iz
poznatih podataka.
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Broj¢ana koncentracije E je broj E u 1 litri krvi.

Z:a radun su potrebni podaci:

razrijedenje = 1200.......ccciiiiiiiiiiiiiyeee . faktor = 200
dubinakomorice @= 0.1=1/10..........ccc0vvveereiveenenn. ... Saktor=10
povr§ina brojenja = 5 x 16 x 1/400 = 80/400 = 1/5 mm”... faktor =5
1L = 10°mm’

broj izbrojanth E = A

broj¢ana konc. E = A x f (razrijed.) x f (dub. kom.) x f ( pov.broj.) x f(za 1 L)

E=Ax200x10x5
E=Ax10000ul mm’
E=Ax10"x10°ulL
E = A/100 x 10"*/L

o /

Referentne vrijednosti eritrocita:

SPOL DOB INTERVAL x 10"/L
muski, zenski 1-14d. 3.90 — 5.50
muski, Zenski 15-304d. 3.00-5.00
muski, Zenski 1 —2 mj. 2.90-4.10
muski, zenski 3—-5m. 3.50 - 4.80
muski, Zenski 6mj.—-7g. 4.00 - 5.00
mu3ki 8-12g 4.34 - 5.47
muski 13-19g. 4.43 - 5.88
| muiki >20g. 4.34-5.72)

7enski 8—19¢g 4.07-5.42
7enski >20 g. 3.86 - 5.08 )

13




ODREDIVANJE BROJCANE KONCENTRACIJE LEUKOCITA

Kapilarnu ili vensku krv (izvadenu sa antikoagulansom), treba navuci u
leukocitni melanzer do oznake 0.5, a Ttirkovu otopinu do ‘oznake | 11. Krv je tada

razrijedena u omjeru 1: 20. Tocnije odredlva:[ye brOJcane koncentracn_]e Leu

postiZe se razrjedivanjem krvi u omjeru 1: :10 (krv se navuce do oznake 1. 0, a

Tu;rkoyg,\otopma do oznake 1 1) Takvo razrjedenje freba primijeniti kada se
ocekuje snizena brojéana koncentracija Leu. Smjesa krvi i otopine se u melanZeru
mije$a najmanje 3 minute. MreZica hemocitometra se napuni na isti na¢in kao kod
brojenja Erc.

Leukociti se broje u 4 vanjska kvadrata hemocitometra, ali povrSina na kojoj se
stanice broje ovisi 0 vrsti hemocitometra.

U Neubauerovol komorici, 4 vanjska kvadrata imaju povrsmu 4 mm?” (svaki je
veli¢ine 1x Imm®) i oni su Jednostruklm crtama pOdl_]el_] eni u 16 manjih kvadrata,
od kojih svaki ima povrSinu 1/16 mm? (0. 0625mm’).

U Biirker-Tirkovoj komorici, vanjski kvadrati su podijeljent dvostruklm crtama
u 16 manjih kvadrata, od kojih svaki ima povrsinu 1/25 (0.04 mm %). Zbog lakseg
radunanja, Leu se izbroje na 50 ovakvih manjih kvadrata — 3 velika vanj jska
kvadrata i u 4. samo 2 manja kvadrata, ne brojeci stanice kO_]e se nalaze 1zmedu
dvostrukih crta. Povriina na kojoj su stanice izbrojene iznosi 50 x 1/25 =2 mm’.

Nakon §to su L izbrojani, treba izradunati njihovu broj¢anu koncentraciju iz
poznatih podataka.

Brojcana koncentracije L je broj L u 1 litri krvi.

Za racun su potrebni podaci:

razrijedenje 2 T conscomcnsens wwe ew wnn smmsnganeansiass MAKDOE = 20
dubina komorice = 01=1/10.......ccoceeeveveeree...... faktor=10
povr§ina brojenja:

Neubauerova k. = 4mm’... .. ... Taktor = Ya
Blirker-Tiirkovak., = 2mm’......ococoeveneeeeeenn ... ... faktor =%
1L , = 10°mm® ..oooeeeeeeeeeernnn ... faktor = 10°

broj izbrojanih Leu = A

broj¢. konc. Leu = A x f (razrijed.) x f (dub. kom.) x f ( pov. brojenja) x f(za 1L)

Neubauerova komorica: Biirker-Tirkova komorica:
Leu=Ax20xle{\‘-/:"/x 10° /L. Leu=Ax20x 10 xé}x 10° /L
Leu=A x200x0.25x 10°/L Leu=A x 100 x 10° /L.
Leu=A x50x 10°/L Leu=A x 10°L
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Leu=A x0.05x 10%1, Leu=A x 0.1 x 10°/L,
ili i

Leu = A/20 x 101, " Leu=A/10x 10’11

Ve N Sy RO RE \‘_: g 2,1 N (_%':A.‘Tr,fff‘.
Referentne vrijednosti leukocita:

SPOL DOB INTERVAL X 10°/L
muski, Zenski 1-144d. 6.2-17.8
muski, Zenski 15d. — 1 mj. 6.9-19.6
mudki, Zenski 2mj.-2¢g 6.0 -16.0
~muski, Zenski - 3-7g. 5.0-13.0
muski, Zenski 8—-19¢g 44-11.6
mus3ki, Zenski >20p. /13.4-9.7
o=
HEMATOKRIT

Hematokrit je volumni udio eritrocita u jedinici pune krvi. MoZe se odredivati

direktnim ili indirektnim metodama,

Direkine metode su metode centrifugiranja, pri emu se eritrociti zbiju na
najmanji volumen, a da im membrane ostanu neoitecenc (ne hemoliziraju).
Direktne metode mogu biti makrometode (makrohematokrit) ili mikrometode
(mikrohematokrit), ovisno o koli¢ini krvi potrebnoj za izvedbu analize.

Kod makrohematokrita 5 mL krvi se stavi u graduiranu epruvetu i centrifugira
pola sata na 2000-3000 okretaja/minuti. Nakon toga se direktno s epruvete ogita
udio eritrocita, tj hematokrit. Metoda Je vrlo jednostavna, ali zahtijeva puno krvi,
prili¢no je neprecizna i dugo traje, a hematokrit se ubraja u hitne pretrage.

Zato se puno &e3ce koristi mikrometoda tj. mikrohematokrit. Za ovu analizu
potrebna je mikrohematokrit centrifuga koja ima brzinu 10 000 okretaja/minuti, a
centifugalna sila je oko 18 000 G. Centifugalna sila ovisi o polumjeru centrifuge i
0 broju okretaja u minuti. Osim mikrohematokrit centrifuge, potrebne su i
kapilare u koje navlagimo krv (kapilarnu ili vensku), te &itad hematokrita.
Kapilare su obi¢no sa jedne strane oznadene crvenom bojom radi lakseg
snalaZenja, duZine su 6-7 cm, a promjera 1.5 mm. Krv se uvlaéi u kapilaru na
suprotnom kraju od crvenog oboj enja.

Indirektnom metodom hematokrit se odreduje matematicki iz vrijednosti
specifiéne teZine krvi i plazme. To Je dosta sloZena analiza koja se danas vise ne
koristi. Druga, indirektna metoda je odredivanje hematokrita pomoéu
clektronskog brojaga. On odreduje volumen svakog pojedina¢nog Erc, pa iz
zbroja pojedina¢nih volumena, odreduje ukupni volumen Erc koji se nalaze u 1 L
krvi.
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Referentne vrijednosti hematokrita:

" INTERVAL / L/L

SPOL DOB

muski, Zenski 1-14 d. 0.391 - 0.585
muski, Zenski 15-30 d. 0.320 - 0.503 )
muski, Zenski 1 -2 mj. 0.263 - 0.371 B
muski, zenski 3-5 mj. 0.288 - 0.390
muski, Zenski 6 mj. — 7g. 0.320 - 0.404
muski 8-12 g 0.366 - 0.452
muski 13-19 g. 0.390 - 0.487
muski >20 g. C0.415 - 0.530 )
zenski 8—-19 g 0354 0.450
zenski >20 g. f(ﬁé’ 0 470
Pribor:

¢ mikrohematokrit kapilare

plastelin

®
e mikrohematokrit centrifuga
-]

¢itaC za hematokrit

Postupak:

1. Krv (venska ili kapilarna) navlagi se u kapilaru na suprotnom kraju od
crvenog obojenja i to priblizno % cjevéice. Kapilaru prilikom punjenja
treba drzati vodoravno. Za svakog pacijenta pune se obavezno 2
kapilare, j. radi se u duplikatu. Zato treba paziti da se krv u kapilaru
navuce priblizno jednako.

2. Crveni kraj kapilare utisne se u plastelin.

3. Kapilare se stavljaju u leZi3ta centrifuge na rotoru, jedna nasuprot
drugoj sa crveno obiljeZenim krajem prema van (prema obodu

centrifuge).

4. Rotor se dobro pri¢vrsti sa poklopcem i centrifuga se zatvori.

57 Centrifugirati 3 minute na 10 000 okretaja/minuti. !

6 Nakon g¢entrifugiranja, kapilare se pazljivo izvade i postave u &itag
tako da se donji rub (crveno obojeni) postavi na donju crtu &itaca, te se
namyjesti gornji rub (do kud doseZe plazma) na gornju crtu &itaca.

7. Sastrane o€itati vrijednost hematokrita.
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]
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ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HEMOGLOBINA

Hemoglobin je glavni sastojak eritrocita. Prenosi kisik iz pluca u tkiva, a ugljik-
dioksid iz tkiva u pluéa. Takoder sudjeluje u puferskim sistemima krvi. Sastoji se
iz proteinskog dijela — globina i funkcionalne grupe — hema. Globin je sastavljen
od 4 polipeptidna lanca, 2 a i 2 p lanca. Na svaki polipeptidni lanac vezan je po
jedan hem. Dakle, svaka molekula hemoglobina sadri 4 hema. Svaki hem sadr¥i
po 1 atom Zeljeza Na svaki atom Zeljeza moze se reverzibilno vezati 1 molekula
kisika, $to znati da 1 molekula hemoglobina moze prenositi 4 molekule kisika.
Zbog vaznosti poznavanja koncentracije Hgb u krvi, razvijen je veliki broj
metoda odredivanja. Prema principu odredivanja, dijele se u nekoliko grupa:

I gazometrijske metode u kojima se mjeri koliCina kisika vezanog za Hgb u
uzorku krvi ' -
Krv (uzorak) u plinskoj bireti (Van Slyke-ov aparat) reagira sa kalijevim
fericijanidom (K;FeCNg) pri ¢emu nastaje methemoglobin uz otpuitanje
kisika. Volumen ofpuitenog kisika se mjeri kod poznatog tlaka i
temperature, pa se pomocu plinske jednadsbe pV=nRT (gdje je p tlak, V
molarni volumen, T temperatura,a R opéa plinska konstanta s vrijedno$cu
8.314 JK '™y izraguna mnoZina n, a iz nje broj molekula kisika. 1z broja
molekula kisika izraduna se broj molekula Hgb koji je 4 puta manji od
broja molekula kisika ( | Hgb veZe 4 @,). Kona¢no, iz broja molekula Hgb
iztatunava se koncentracija Hgb u uzorku krvi,

2. metode u kojima se odreduje Zeljezo vezano u Hgb
Iz Hgb se oslobodi Zeljezo (kiselom hidrolizom ili oksidacijom sa smjesom
duli€ne, sumporne i perklorne kiseline), te se odredi koncentracija zeljeza
Iz poznatog odnosa Zeljeza u Hgb (1 Hgb veZe 4 Fe; 1 g Hgb sadrZ1 3.38
mig Fe), 1zratuna se koncentracija Hgb u uzorku.
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rutinsko odredivanje Hgb.

3. metode temeljene na principu odredivanja specificne tezine krvi

dvije metode su vrlo tocne, ali zbog dugotrajnog postupka nisu pogodne za

- Specificna tezina krvi u najvecoj mijeri ovisi o kolidini eritrocita u krvi, a

glavni sastojak eritrocita je Hgb. Specifi¢na teZina krvi kreée se izmedu
1.048 — 1.068. Potrebno je imati niz otopina CuSQO, (najéesce se koriste
otopine CuSOy, jer se gustoca tih otopina pri razli¢itim temperaturama
mijenja sli¢no kao gustoéa krvi) razlicite specificne tezine od 1.015 -
1.075. Kapi krvi se ispustaju redom u taj niz otopina. Kap krvi ostaje na
povrsini otopine vece specifiéne tezine od spec. teZ. krvi, a tone na dno u
otopini manje spec. teZ. U otopini CuSOj, iste specifi¢ne tezine, kapi krvi
lebde u sredini otopine. Iz tako utvrdene specifine teZine krvi, raduna se
koncentracija Hgb. — &esto prije davanja krvi.

. kolorimetrijske metode prevodenja Hgb u kiseli hematin

Ova metoda zove se jo§ metoda po Sahliju. Koncentracija Hgb odreduje se
u malom aparaticu, hemoglobinometru. On je napravljen iz postolja,
srediSnje, graduirane epruvete i po jednim obojenim staklom sa svake
strane srediSnje epruvete. Krv se mije$a sa 0.1 M HCI, pa se iz Hgb odvaja
hem i oksidira na zraku u kiseli hemin (hematin) koji je smede boje. To se
radi u srednjoj cjevéici hemoglobinometra koja je bazdarena s jedne strane
u gramima Hgb, a s druge u relativnim postocima Hgb. Sa svake strane
postoji po jos jedna cjeveica od obojenog stakla. Kiselina ili dest. voda se
dodaje krvi sve dok boja ne bude ista kao na obojenim staklima sa strane.
Tada se o¢ita donji meniskus u sredi3njoj cjeveici.

. kolorimetrijske metode prevodenja Hgb u cijanmethemoglobin

To su danas standardizirane i najvige koristene metode.

Odredivanje vrijednosti hemoglobina metodom po Sahliju

Pribor:

§ hemoglobinometar

§ standardna mikropipeta od 0,02 ml
§ gumena cjeviica

§ kapaljka

§ stakleni Stapi¢

1 M HCI

™
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Fostupak.

U epruvetu hemoglobinometra, pomocu kapaljke stavi se do oznake 10 % il;

2 g%, 0.1 M HCL Kapilarna krv se uvude u m1krop1petu nesto iznad oznake 0,02
ml Vrh m1kr0plpete se obride vatom ili stani¢evinom, pri ¢emu se ujedno
pazljivo izvuce vidak krvi iz pi pete, to¢no do oznake 0,02m!. Tada se vrh
mfkroplpete uroni u otopinu 0,1 M’ TiCi koja se nalazi u graduiranoj epruveti i
sadrzaj iz pipete se ispuse u epruvetu. Kapilara mikropipete se dva do tr1 puta
ispere otopinom u epruveti. Sada se saCeka da prode 1 5 minuta, $to 3e ‘dovoljno
vrijeme za hemolizu eritrocita. Nakon toga, krv se razr]edUJe tako da se
kapaljkom dodaje otopina HCI ili destilirana voda uz stalno mijeSanje sadrzaja u
epruveti staklenim $tapicem Krv se razrjeduje sve dok se ‘boja u epruveti
hemoglobinometra potpuno ne izjednaci sa bojom stakla sa strane.

Rezultat se ¢ita direktno na skali graduirane epruvete. O&itava se donji meniskus
tekucine u epruveti. Pri oitavanju, hemoglobinometar treba biti okrenut prema
izvoru danjeg S\qetla a nikako ne prema umjetnoj rasvjeti. Udaljenost od oéiju
treba biti kao pri ¢itanju.

Dobiveni rezultati i (zraZavaju se u postocima ili u gramuna Kod vecine
hemoglobmometara epruvete su bazdarene tako da vrijednost od 100 % odgovara
vrijednosti od 16 g hemoglobina na 100 mi krvi.

Vrijednost hemoglobina izraZena u gramima pretvara se u postotke ako se grami
pomnoze sa faktorom 6,25.

Vrijednost hemoglobina izraZena u postotku, pretvara se u grame, ako se
dobiveni postotak podijeli sa faktorom 6,25.

Odredivanje vrijednosti hemoglobina kolorimetrijskom metodom

prevodenja hemoglobina u cijanmethemoglobin

e RO

Metoda se izvodi u epruveti tako da se krvi doda reagens, nakon Cega se
mjeri apsorbancija u fotometru.

Iz dobjvenih apsorbancija uzorka i standarda, izraduna se koncentracija
hemoglobina

Daum rutinska metoda koja se primjenjuje i u hematologkim brojagima



REFERENTNE VRIJEDNOSTI HEMOGLOBINA:

SPOL DOB INTERVAL g/1.
| muski, Zenski 1-14 d. 136 - 199 u

muski, zenski 15-30 d. 109 — 169

muski, zenski 1-2 mj. 90 — 144

muski, Zenski 3—-5 mj. 100 — 137

muski, Zenski 6 mj. —7g. 109 — 138

muski 8-12 g. 121 — 145

muski 13-19 g. 129 — 166
‘muski >20 g. (138-175D
Zenski_- 8—-19 g 118 — 149
Zenski_ >20 g. ~119-157 —,

S | ———

ERITROCITNE KONSTANTE

Eritrocitne konstante ( indeksi, korpuskularne vrijednosti ili Wintrobove
konstante ) su ra¢unskim na¢inom dobivene vrijednosti koje karakteriziraju
veli€inu eritrocita, te odnos izmedu eritrocita i hemoglobina.

Eritrocitne konstante su:

- MCYV (' mean corpuscular volume ) — prosjeéni volumen eritrocita
- MCH ( mean cgrpuscular hemoglobin ) — prosjecna koli¢ina hemoglobina

eritrocitu

- MCHC ( mean corpuscular hemoglobin concentration ) — Ma

koncentracija hemoglobina u 1 litri eritrocita

Eritrocitne konsfante se izratunavaju iz brojéane koncentracije eritrocita,
hematokrita i koncentracije hemoglobina.

MCYV - PROSJECNI VOLUMEN ERITROCITA

- izratunava se dijeljenjem Htc (volumni udio Ercu 1 L krvi) sa broj¢anom
koncentracijom Erc.(broj Erc u 1 L krvi).
- tako se izratuna prosje¢ni volumen pojedinog eritrocita.
- izraZava se u femtolitrama (fL. = 107 L)
- referentne vrijednosti: muski, Zenski; > 20 g. = 83.0 —97.2 fL

Hte (L/L)
MCV = -

Ere x 10"/
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nel 'y = Py
(
MCH - PROSJECNA KOLICINA HEMOGLOBINA U POJEDINOM
- ERITROCITU - ~.'

- izraCunava se dijeljenjem koncentracije Hgb (koli¢ina Hgb u 1 L krvi) sa
broj¢anom koncentracijom Erc (broj Erc u 1 L krvi)

- tako se izracuna onaj dio Hgb koji se nalazi u pojedinom Erc.

- izrazava se u pikogramima (pg = 10" g)

- referentne vrijednosti: muski, Zenski; > 20 g. =27.4 — 33.9 pg

Hgb (/1) oyt

g

MCH = AL ¢
Erc x 10'%/L MCHC Ul

MCHC - PROSJECNA KONC. HEMOGLOBINA U 1 L ERITROCITA

- izraCunava se dijeljenjem koncentracije hemoglobina sa hematokritom.
- tako se izraCuna kolika je konc. Hgb u 1 L eritrocita.

- 1zraZava se u g/L.
- referentne vrijednosti: muski, Zenski; > 20 g. = 320 — 345 g/L

Hgb (g/L)
MCHC = —mmememmeemeee
Hte (L/L)

SEDIMENTACIJA ERITROCITA

Brzina sedimentacije eritrocita Je brzina taloZenja eritrocita iz suspenzije krvi i
ant1koagulansa u kahbrlranOJ uspravnoj pipeti ili epruveti to¢no odredene visine i
promj era tijekom 60 minuta. Mjeri se duljina od pogetne razine krvi (oznaka 0) do
granice krvnih stanica i plazme nakon jednog sata (eventualno 2 sata) mirovanja
na sobnoj temperaturi. Pipeta je kalibrirana u milimetrima.

Sedimentacija eritrocita je razdvajanje stanica od plazme zbog razlike u gusto¢i,
a pod utjecajem gravitacije. Gustoca stanica je veéa, pa se one taloze potiskujuci
plazmu prema gore.

Tijekom taloZenja eritrociti stvaraju tzv. ,,rouleaux“ (rulo) formacije, koje
nastaju slaganjem eritrocita kao nov¢ica jedan na drugi svojom najve¢om
povrsinom.

Brzina sedimentacije ovisi o promjeni koncentracija proteina u plazmi. Tako
porast koncentracije fibrinogena, imunoglobulina, svih proteina akutne faze
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izazivaju povecanje brzine sedimentacije eritrocita. Brzina sedimentacije
povecana je, stoga tijekom upalnih procesa i malignih bolesti.

Krv za sedimentaciju vadi se u epruvete sa crnim &epom koje sadrze 3.8%
Na-citrat kao antikoagulans.

Pribor:

pribor za vadenje krvi
epruveta za sedimentaciju
pipete za sedimentaciju
stalak za sedimentaciju
sat ili Stoperica

L L L S S

Postupak:
Brzina sedimentacije eritrocita izvodi se modificiranom metodom po
Westergreenu. -

Izvadi se venska krv u epruvete za sedimentaciju. Nakon §to se krv dobro
promijesa, pazljivo se skine &ep sa epruvete. U epruvetu se uroni pipeta za
sedimentaciju do dna. Kapilarnim tlakom pipeta ée povuéi krv do gornje oznake
0. Pipeta i epruveta zajedno se pri¢vrste u stalak. Tada se namjesti sat da zvoni za
to¢no 60 minuta.

Nakon 60 min. bez micanja ili podizanja stalka ogita se visina stupca eritrocita.
Osim klasi¢nih epruveta sa crnim &epom, postoje i dugacke, uske epruvete koje
takoder imaju mali, crni ¢ep i Na-citrat kao antikoagulans. Nakon vadenja krvi, te
cpruvete se stave u posebni stalak koji je graduiran u mm. Potrebno je, pomoéu
vijaka, podesiti visinu stupca izvadene krvi na 0 mm i nakon 1 sata, direktno sa
stalka se ocita sedimentacija, tj. visina stupca eritrocita.

REFERENTNE VRIJEDNOSTI:
SPOL DOB | INTERVAL (mm/sat)
muski, Zenski ldan—-7g. 0-20
muski 814 g. 2-21
muski 15-19g 2-12
mugki 20-50 g. M Q-1
muski ' > 50 g. J=27
zenski 8§-19g 2-20
Zenski 20-50g. 7 (4-2d
Zenski >50g. 5-28
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OSMOTSKA REZISTENCIJA ERITROCITA

QOdredivanjem osmotske rezistencije eritrocita utvrduje se otpornost ¢ eritrocita na

hipotoni¢ne otopme gatﬂj klorlda (N aCl) 4% NaCe
~Eritroeiti se u razli€itom stupnju raspadaju u otopinama NaCl razli¢itih
koncentracija. Normalno eritrociti najbolje podnose 0.7% otopine NaCl, tzv.
fizioloSke otopine. Zo je tzv. stanje izotonije.

Eritrociti se u hipertoniénim otopinama (iznad 0.7% NaCl) smeZuraju, jer gube
vodu. Koncentracija elektrolita je veca u otopini nego unutar same stanice, pa da
bi se postigla izotonija eritrociti otpustaju vodu.

U hipotoni¢nim otopinama (ispod 0.7% NaCl) bubre jer je konc. elektrolita u
njima veca od one u otopini, pa da bi se postigla izotonija u eritrocite ulazi voda.
Zato oni bubre i raspadaju se tj. hemoliziraju. Njihova membrana je plastiéna,
moze promijeniti oblik, ali nije i elasti¢na tj. ne moZe se rastegnuti, ve¢ puca.

Sy,
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1zotonija hipotoniya hipertonija

Hypertonic Isotonic Hypotonic

Ovim testom utvrduje se kod koje koncentracije otopine NaCl pocinje hemoliza
(raspadanje) eritrocita — minimalna rezistencija 1 koje koncentracije NaCl je
hemoliza eritrocita potpuna — maksimalna rezistencija.

Reagens:
1. mati¢na otopina : 10% otopina NaCl
- otopiti 10 g NaCl u 100 ml! dest. vode
2. radna otopina : 1% otopina NaCl
- 10 ml mati¢ne otopine nadopuniti do 100 ml sa dest. vodom
Postupak:

Potrebno je pripremiti stalak sa nizom od 21 epruvete oznatene brojevima 1 -
21. Uzme se graduirana staklena pipeta od 1 ml. U epruvetu br. 1 stavi se 0.70 ml
radne otopine (1% NaCl). Ostatak iz pipete od 0.30 ml otpipetira se u posljednju
21. epruvetu. U epruvetu br. 2 pipetira se 0.68 ml, a u 20. ostatak od 0.32 ml Tako
se redom pipetira u sve epruvete niza sa razlikom izmedu dvije epruvete od 0.02
ml. Nakon toga se u svim epruvetama volumen nadopunt do 1 ml destiliranom
vodom Na kraju se u svaku epruvetu doda po 1 kap pune krvi najbolje izvadene
sa heparinom ili 3.8% Na-citratom

Nakon dodatka krvi, sadrZaj u epruvetama se dobro promucka i epruvete se
ostave na sobnoj temperaturi, zaklonjene od svjetla najmanje 2 sata. Rezultati se
olitavaju makmskopski, Gleda se u kojoj epruveti se prvo pojavila Zuckasto-
crvenkasta boja otopine. To je tocka poletne hemolize, tj. minimalna rezistencija.
Zatim se ltraZi epruveta u kojoj viSe nije prisutan sediment eritrocita, tj. epruveta
gdje su svi eritrociti hemolizirali. To je totka potpune hemolize, tj. maksimalna
rezistencija.
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Fablica pripreme otopina NaCl:

: -epruvéta 1%-tna otopina i ‘dest.I{;() ” kone. otop.

broj: NaCl/mL mlL NaCV%

1 0,70 0,30 0,70
2 0,68 0,32 0,68
3 0,66 0,34 0,66
4 0,64 0,36 0,64
5 0,62 0,38 0,62
6 0,60 0,40 0,60
7 0,58 0,42 0,58
8 0,56 0,44 0,56
9 0,54 0,46 0,54
10 0,52 0,48 0,52
11 0,50 0,50 0,50
12 0,48 0,52 0,48
13 0,46 0,54 0,46
14 0,44 0,56 0,44
15 0,42 0,58 0,42
16 0,40 0,60 0,40
17 0,38 0,62 0,38
18 0,36 0,64 0,36
19 0,34 0,66 0,34
20 0,32 0,68 0,32
21 0,30 0,70 0,30

REFERENTNE VRIJEDNOSTTI:
Minimalna rezistencija (potetak hemolize) = 0.46 — 0.42% NaCl
Maksimalna rezistencija (potpuna hemoliza) = 0.34 — 0.30% NaCl
Smanjena osmotska rezistencija eritrocita nalazi se kod nekih anemija, trovanja i
hepatitisa. PoviSene vrijednosti su kod splenektomije, nekih anemija, odtecenja
jetre 1 kod opstrukcije Zuénih vodova.
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IZRADA KRVNIH RAZMAZA

Vrlo ¢esto, osim izrade crvene krvne slike i broja L, lije¢nici traze kompletnu
krvnu sliku il1 broj retikulocita (mladih razvojnih oblika eritrocita).

Da bi se izdali ti nalazi, potrebno je napraviti krvni razmaz koji se oboji i
promatra pod mikroskopom, te se na taj nacin dobiju trazeni rezultati

Predmetna stakla na kojima se prave razmazi moraju biti besprijekorno Cista.
Nova, nekoriStena stakla se operu deterdentom, isperu teku¢om vodom, isperu
destiliranom vodom, stave u etilni alkohol na najmanje 4 sata, a zatim mekanom
krpom koja ne ostavlja dla¢ice dobro obri$u i spreme do upotrebe.

KoriStena stakla se moraju dobro obrisati benzinom da bi se odstranila sva
merzijska tekucina, oprati u deterdentu, isprati teku¢om vodom, staviti u
kromsumpornu kiselinu 24-48 sati, isprati pod teku¢om vodom, isprati
destiliranom vodom, potopiti u etilni alkohol, obrisati i spremiti do ponovnog
koriStenja.

Povr§ina stakla ne smije se dodirivati prstima, jer se time izbjegava ostavljanje
masnih otisaka. Zato stakla uvijek primamo za bridove.

Osim predmetnica, za izradu razmaza potrebna su nam i tzv. bruSena stakla ¢iji
su krajevi posebno izbrueni pod odredenim kutom. Takva stakla sluze za
razvlacenje kapljice krvi po predmetnici.

Na prvu tre¢inu, potpuno €istog i suhog predmetnog stakla, stavi se jedna kap
krvi. Na ¢vrstoj, svijetloj podlozi predmetno staklo se drZi za rubove lijevom
rukom. Kapljica krvi se nalazi s desne strane stakla. Desnom rukom se uzme
brudeno staklo 1 prisloni na predmetno staklo pod kutom od 30-45° uz kapljicu
krvi koja se tada razlije uzduz brida bruSenog stakla, pri ¢emu treba paziti da se
pri tom krv ne razlije potpuno do postrani¢nih rubova predmetnog stakla.

Sada se jednolikim, brzim potezom ruke povuce bruseno staklo po predmetnici do

lijevog kraja predmetnice. Ako je pokret bio ujednacen, razmaz ¢e zavrSiti na
zadnjoj tre¢ini predmetnice. Najdeblji ¢e biti na podetku, najtanji na kraju, a
zavrSit ¢e polukrugom.
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Preparat se susi na zraku na sobnoj temperaturi od 2 - 24 sata. Vrijeme susenja
ovisi o hitnosti postupka.Na razmazu, i to na njegovom poéetku, gdje je najdeblji,
obi¢nom olovkom se napiSe ime i prezime pacijenta, (eventualno i bolnicki odjel).
Nakon toga se boji nekom od metoda bojenja.
Razmaz ne smije biti:

e suviSe debeo

e suviSe tanak

e ne smije dodirivati rubove i krajeve predmetnog stakla

* nanjemu ne smije biti praznih mjesta

* mora biti ravnomjeran i pravilan kako bi na njemu svi stani¢ni elementi bili

ravnomjerno rasporedeni.

BOJANJE KRVNIH RAZMAZA

Krvne razmaze u hematologiji bojimo pankromatskom (panoptiékomlw
po Pappenheimu. Princip se sastoji u tome da se selektivno oboje pojedini
dijelovi staniceprema njihovim fizikalno kemijskim svojstvima. Na preparat se
djeluje smjesom kiselih i bazi¢nih (alkalnih) boja. Kisele boje se veZu na bazitne
dijelove stanice, a bazitne boje na kisele dijelove stanice.

Za bojanje razmaza krvi metodom po Pappenheimu koriste se dvije boje:

1. May-Griinwald: eozin, metilensko modrilo, metilni alkohol.
2! Giemsa: azurll-eozin, azurll; glicerin, metilni alkohol.

May-Griinwald otopina sadrzi metilni alkohol koji sluZi za fiksiranje razmaza.
Otopina Giemse se prije bojenja treba razrijediti sa destiliranom vodom u omjeru
1:20. .

Priprema radne otopine Giemsa: u menzuru se ulije 95 ml dest. vode, te se
polako uz stalno mijesanje (da ne nastane talog) dodaje 5 ml otopine Giemsa.

Postupak bojenja krvnih razmaza: osuseni razmazi se poslazu u horizontalnom
poloZaju jedan do drugog, ali malo razmaknuti, na mostié¢ za bojenje. Preliju se
otopinom May-Griinwald, na svaki razmaz oko 2 ml. To stoji 3 minute. Nakon
toga se na preparate prelije oko 4 ml dest. vode, ne odlijevaju¢i pri tom prethodno
stavljenu boju. To stoji 1 minutu. Nakon toga, preparati se dobro isperu dest.
vodom, a donja strana predmetnog stakla se o&isti od boje sa vatom ili
staniCevinom. Tada se na preparat stavlja razrijedena otopina Giemse koja stoji na
preparatima 30 minuta. Razmazi se dobro isperu dest. vodom i sufe na zraku, na
sobnoj temperaturi u kosom poloZaju.
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e e e -
.

i Bojenje po Pappenheimu:

['1.\ May-Griinwald 3 min.

' 2. \dest. voda 1 min.

3. isprati dest. vodom

. 4. obrisati donju stranu predmetnog stakla
| 5. Giemsa 30 min.

6. isprati dest. vodom

\7. suditi u kosom poloZaju

"
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Na ishod bojanja jako utjece pH dest. vode koji mora biti 7.6,8-7,2) da bi
razmazi bili dobro obojeni. Ako je dest. voda prekisela, preparati ¢e biti crveni, a
leukociti nece biti dovoljno obojeni. Ako je dest. voda alkalna, preparati ée biti

zeleno-plavi, leukociti ¢e biti prejako obojeni i tedko ¢e se medusobno razlikovati.

Osim ovog klasi¢nog, manualnog nacina bojenja krvnih razmaza, postoji
modificirana metoda bojenja u aparatima za automatsko bojenje. U takvim
aparatima, razmazi se poslazu u Zi¢ane kosarice. Mehanic¢ka ,,ruka® aparata
prenosi koSaricu sa razmazima, uranjajuéi je pri tom (nakon to¢no odredenih
vremenskih intervala) u posude sa bojama (May-Griinwald i Geimsa) i dest.
vodom.

Ovaj postupak omogucuje bojanje veceg broja razmaza u istom vremenu, te je
pogodan za velike laboratorije sa puno pacijenata.

Postoji, takoder, metoda koja olak§ava posao hitnim laboratorijima. Bojanje je
tim na¢inom gotovo za 1 do 2 minute. Radi se o tome da postoje posebne otopine
boja koje u potpunost zamjenjuju klasiéne boje May- Griinwald i Geimsa. U setu
za bojanje nalaze se 3 bo¢ice: 1. je bo¢ica sa metilnim alkoholom koji sluZi za
fiksaciju razmaza. Ostale dvije sadrZe crvenu i plavu boju. Razmaz se uroni u
metilni alkohol 5 puta, u crvenu boju 3 puta i u plavu boju 5 puta. Time je
postupak bojenja zavrSen. Kad se razmaz osusi, spreman je za mikroskopiranje.

Ako se preparat ne.boji istoga dana kada je napravljen, treba ga fiksirati
metilnim alkoholom tijekom 5 minuta.
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MIKROSKOPIRANJE KRVNOG RAZMAZA

Obojeni preparat razmaza krvi promatra se pod imerzijskim objektivom
mikroskopa (povecanje objektiva: 100 x). Imerzijski objektiv obrubljen je crnim
rubom i ima oznaku OIL IM (uljna imerzija).

Na obojeni dio preparata stavi se kap imerzijske tekucine. Kao imerzija sluZi jo§
cedrovo ulje, a rjede ricinusovo ili parafinsko ulje. Objektiv mikroskopa uroni se
oprezno u imerzijsku tekucinu prateci sa strane pomicanje objektiva i
sprecavajudi na taj nadin ostecenje objektiva mikroskopa i preparata razmaza Krvi.
PodiZu¢i tubus mikroskopa pomoc¢u makrovijka, pronade se slika, a zatim se
mikrovijkom slika izostri. Slika se moZe traZiti i sa manjim povecanjem, a kada se
slika pojavi, dovoljno je samo okrenuti imerzijski objektiv 1 sliku izoStriti
mikrovijkom. Stanice se promatraju na srednje gustom dijelu razmaza, tj. na
mjestu gdje su eritrociti najravnomjernije rasporedeni. Na najdebljem, pofetnom
dijelu razmaza, eritrociti su pregusti, sljepljeni jedan za drugog, dok su na samom
kraju, na najtanjem dijelu, prerijetki. Na srednje gustom dijelu razmaza, eritrociti
su medusobno odvojeni, ali poredani jedan do drugog.

Nakon obavljene analize krvnog razmaza, potrebno je dobro o€istiti imerzijski
objektiv i preparat od imerzijske tekucine. Komadi¢ vate natopi se benzinom i u
jednom brzom i &vrstom potezu se povuce po predmetnom staklu od debljeg
prema tanjem dijelu razmaza. Ukoliko ima jo§ imerzijske tekuéine, treba ponovo
uzeti istu vatu i ponoviti postupak. Za imerzijski objektiv takoder treba uzeti
komadi¢ vate natopljen benzinom i o&istiti ga, pazljivo brifuéi dio objektiva koji
je bio uronjen u imerzijsku teku¢inu. Povremeno objektiv treba ocistiti
mjedavinom etanola i etera (dobro uklanja masne mrlje) sa posebnim rizinim
papirom za ¢i§¢enje optike (ne ostavlja dlacice).

STANICE KRVNOG RAZMAZA

Krv je tekuée tkivo koje se sastoji od krvnih stanica suspendiranih u krvnoj
tekuéini. Krvne stanice su eritrociti, leukociti i trombociti. Osim broj¢anih
koncentracija stanica, vazan podatak za dijagnostiku velikog broja bolesti je
morfologija tj. izgled tih stanica, §to se moZe vidjeti u obojanom krvnom
razmazu.

] preparauma krvi ObO_] anim po Pappenhelmu erltrocntl su ruzwasto do crveno

(najcesce 7.5 ~99 pm) Sredlsma zona je swetlge ObO_} ena upravo zbog

bikonkavnog oblika.

U ispravno na&injenim preparatima krvi, leukociti su neo3teéeni i relativno
ravnomjerno rasporedeni. Obi¢no se limfociti (najmanji leukociti) nalaze pretezno
u sredi$njem, najdebljem dijelu razmaza, granulociti i monociti (vrste leukocita) u
najtanjem dijelu razmaza. Eozinofile ¢esto vidimo uz rub razmaza.
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Upravo zato vazno je leukocite promatrati na optimalnoj, srednjoj debljini
razmaza, gdje su najravnomjernije rasporedeni,

Limfociti (+) Granulociti (+++)
{ monociti
|
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ovalnog (_)bllka, a obojeni su tamnocrveno do 1j ubilasto. Odueljem su jedan od

INSERREEE.

drugog 1 rasp_(gp_c_iixg su ramomjem0“p0 cgelom preparatu

DIFERENCIJALNA KRVNA SLIKA

Diferencijalna krvna slika (DKS) ili leukocitna formula predstavlja udio

poj ojedinih vrsta Tetkocita u 100 izbrojenih stanica. Obojeni krvni razmaz \az analizira
'se mikroskopski uz uporabu imerzije. Izbroji se 100 leukocita (uvuek je bolje
izbrojiti 200 stanica, pa rezultat podijeliti sa 2), a rezultat se'izrazi kao udio
pojedine vrste, tj. u % (25%) kao dio jedinice (0.25).Prilikom upisivanja rezultata
diferenciranja u nalaz uvijek se kontrolira zbroj stanica. On mora iznositi 100 ili
1.00.

Da bi rezultat prilikom diferenciranja stanica bio §to to¢niji, diferenciranje se
mora provesti po cijelom optrma]nom dljelu preparata razmaza k1V1 pomiudi
“preparaf okomiti 1 vodoravno.
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Prilikom diferenciranja i utvrdivanja postotka zastupljenosti pojedinih vrsta
leukocita, ako se ne raspolaze elektri¢nim brojéanim registratorom (leukodifer),
prethodno se na papiru napravi tablica. Podijeljena je na 10 stupaca i na onoliki
broj redova koliko ima morfoloskih oblika leukocita koji se diferenciraju. U svaki
stupac upisuje se po 10 stanica (ako se broji do 200, tada po 20). Nakon zavrietka
diferenciranja, sa desne strane tablice, zbroji se ukupni broj stanica u redovima,
Sto ujedno predstavlja i postotak zastupljenosti pojedine vrste leukocita u tom
preparatu.

amnian  Jalgacu

10 20 30 40 50 60 70 80 | 90 100 %
SEGMENT. I | IIOX | ITOOT | IOOOD | DOOOX | XXT | DNOONOT | IDOOD | IODOOT | IOOHOD | SO
LIMFOCIT 11 I | I I 111 11 I 111 II 111 31
MONOCIT I I 1 11 111 1 1I 11
EOZINOFIL 1I | 1 1 1 6
NESEGMENT, I 1
BAZOFIL I 1
PLAZMA ST. '

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
UKUPNO 100

Referentne vrijednosti:

%
SEGMENTIRANI 44 - 72 0.44 —0.72
LIMFOCIT 20 - 46 0.20—-0.46
MONOCIT 2-12 0.02 -0.12
EOZINOFIL 0-7 0.00 — 0.07
NESEGMENTIRANI 0-2 0.00 - 0.02
BAZOFIL 0-1 0.00 -0.01
PLAZMA STANICA 0-1 0.00—-0.01
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LEUKOCITI

Svi leukociti koji se mogu vidjeti u razmazu perlfeme krv1 zdrave osobe dijele
se u tri grupe:

1* GRANULOCITI : neutrofilni : segmentirani — 2-5 segmenata jezgre
nesegmentirani
eozinofilni: segmentirani — 2-3 segmenta jezgre
nesegmentirani
bazofilni granulocit

£ LIMFOCITE: T limfociti
B limfociti — plazma stanice

¥ MONOCITI

Limfocite razllkujemo prema specifiénim markerima na njihovoj membrani, te
ih dijelimo na B i T limfocite. U krvnom razmazu, bojenom po Pappenheimu, ne
moZemo razlikovati ove dvije vrste limfocita. B-limfociti se nakon kontakta sa
nekim antigenom, transformlraju U novu vrstu stanica, tzv. ch

Uloga leukocita je obrana organizma od stranih tvari i to fagocitozom i
stvaranjem antitijela. Fagocitozu vre svi granulociti i monociti. Stvaranje
antitijela obavljaju limfociti i plazma stanice.

Normalni broj leukocita kod zdrave, odrasle osobe iznosi 3.4 — 9.7 x 10°/L.
Snizena vrijednost leukocita, 1sp0d 3.4 x 10°/L, zove se leukopenija. Povigena
vruedﬁost leukocita, iznad 9.7 x 10 °/L, zove se leukocitoza.

Pri opisivanju pojedinih krvnih stanica, mora se obratiti paznja na slijedece
osobine stanice:
= veli€ina i oblik stanice
e veli¢ina 1 obojenost citoplazme
° prisutnost granula u citoplazmi, njihov broj, raspored, veli¢inu i obojenost
= veli€inu 1 oblik jezgre
» 0odnos izmedu velitine jezgre i citoplazme

= strukturu kromatina i prisutnost nukleola u jezgri

GRANULOCITI

U perifernoj krvi moZemo naci neutrofilne, eozinofilne i bazofilne granulocite.
Neutrofilne granulocite obzirom na jezgru dijelimo na segmentirane neutrofilne
granulocite (jezgra segmentirana tj. podijeljena u vise dijelova (segmenata)) i

nesegmentirane neutrofilne granulocite (jezgra u jednom segmentu — nije
segmentirana).
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ﬂneunmm newtrofilni granulocit

Stanica velitine IO ~ 12 um, okruglog do.ovalnog oblika

Njezno ruzicaste citoplazme koja sadm brcu ne, ruz:casto-qmede sitne granule
Odnos velitine jezgre i citoplazme je | - 3.

lezgra je poduel]ena M2 segmenata intenzivno ruzicasto ObOJ ena, koji su
SpOj eni tankom ]edva Vldl_] ivom vezom. Sto | e stanica starija, ima sve vise

Normalan Ule (broj) segmentiramh neutrofilnih granulocita u perifernoj krvi
zdrave odrasle osobe iznosi 44 - 72% ( 0.44 - 0.72).

PoviSen udio segmentiranih neutrofilnih granulocita (iznad 0.72) nalazi se kod
bakterijskih infekcija i zove se W.

e S

Nesegmentirani neutrofilni granulocit
mdﬁazvmm oblik segmentiranog neutrofilnog granulocita.
Stanica \{e;_héme 10 — 12 pm, okruglog ili ovalnog oblika
Njezno ruzi¢aste do crvenkaste citoplazme sa sitnim crvenkastim granulama.
Jezgra je oblika Kifle, polumjeseca ili §tapa, ruzicaste bOje
Normalni udio nesegmentiranih neutrofilaili granulocita je 0 - 2 % (0.00 - 0.02).
Povisen udio javlja se kod bakterljsklh infekcija i tu pojavu zovemo skretanje u
lijevo. > -
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Limfocit
Razlikuju se mali 1 veliki limfocit, 4

Mali limfocit je stanica veli¢ine oko 9 wm gotovo Qxavllnog, okruglog oblika.
C llophﬂma je oskudna, te se vidi oko jezgre kao tanki prsten tamnoplave boje.
Citoplazma malih limfocita ne sadrZi granule.

Jezgra je velika, okrugla ili ovalna, ekscentri¢no poloZena, intenzivno ruzicaste
boje. Kromatin je gust, ¢esto u nakupinama.

® @

& 'y
T @

/\ €
Veliki limfocit je veli¢ine 10 — 15 pm, okruglog oblika.
Citoplazma je veca i obilnija nego kod malog limfocita. Svijetloplave je boje i
“sadrzi do 10 crvenkastih granula (veli¢ine 0.5 pm).

Jezgra je okrugla ili ovalna, ekscentri¢no poloZena. Kromatin je gust u obliku

“ nakupina.
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Normalni udio limfocita u krvi krece se od 20 - 46 % (0.20 -- 0.46). Povifena
vrijednost limfocita nalazi se kod y\usruh mfekuga 1zove se hmfoatoza
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Segmentirani nesegmenrimni eozinofilni granulocit
Stanica veli¢ine 10 — 12 um, okruglog ili ev alnoo oblikar”

N et ,,.4.,., SURPI—.

U citoplazmi se nalaze spec1ﬁcue eozinofilne granule, podjednake veligine (oko 1
(i promjera), gusto rasporedene Jédna do druge, tako da se citoplazma najceice
ni ne vidi. Granule su specifi¢ne narancaste do smede-crvenkaste boje 1 nikada
ne prelaze jezgm Boje se eozinom jer sadrze alkalne proteine.

Jezgra je najceSce segmentirana u dva segmenta karakt enstlgngg: 1zgleda poput
treSnje ili naocala sa vrlo zgusnutim kromatinom, koja povezuje tanki mostic
Intenzivno ruzicaste je boje.

Osim toga jezgra moze biti 1 nesegmentirana ili segmentirana'u 3 segmenta.
Normalna vrijednost eozinofilnih granulocita je 0 —7 % (0.00 — 0.07). Povisena

se javlja se kod alergua i paraznoza a zove se eozinofilija.

o pi————.

granulama koje prelaze preko jezg Jezgre “Granule su brojne, nepravilnog oblika i
razliite veliine, razasute po cijeloj stanici. Zbog sadrzaja kiselih tvari (histamina
1 heparina) veZu na sebe alkalnu boju metilensko modrilo, od kojeg su tamno
obojene.

Jezgra moze biti okrugla, bubrezasta ili nepravilna u obhk“u llbtd djeteline.
Zauzima vedi dio stanice 1 ne sadrzi nukleole.
Normalni udio bazofilnih granulocita je od 0 — 1 % (0.00 - 0.01).

Povidena vrijednost zove se bazof lya 1 javlja se kod nek1h leukemljd

(“‘1t0pla7ma je neobOJena ih svuetloruzﬁasta $ tan;n/(ﬂ_luhui_stlm do croim
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Monocit

Stanica.veliCine 15-30 pm, okruglog, ovalnog il esto vito nepravilnog oblika
mlged arneboldnog kretanja -

se nalaze mtna, poput praqme rasuta, crvenkasta zrnca. Cestf) se u mtoplazml v1de
prazni, neobojeni prostori, tzv. vakuole.

Jezgra je velika, bubrezastog ili nepravﬂnog oblika, intenzivno ruZi¢asto obojena
Kromatin jé u obliku finih niti, mrézaste strukture srednje gustoce. Jezgra je
obi¢no smjeStena viSe prema periferiji stanice. Nema nukleole.

Normalna vrijednost monocita iznosi 2 — 12 % (0.02 — 0.12). PoviSen udio
monocita zove se monocitoza, javlja se kod kroni¢nih reumatsklh bolesn
artritisa, kromcmﬁ'll'fﬂ'é"ﬁluca neklh leukemyja. .. :

Plazma stanica
Veli¢ine 12 - 15 pm, okruglog ili ovalnog oblika.
Cnloplaén?_a je Oblfﬁa, Iamnop]ave bOje popui 1g_gilga posebno na rubovima stanice,

uz }ezgru nedto svjetlije plava. Ponekad sé u citoplazmi vide vakuole.
Jezgra je ekscentritno poloZena, okrugla ili ovalna. Kromatin je sloZen u guste
eljenc Bﬂn

mnakupine, medusobno odijeljene svjetlijim zonama, poput Zbica na kotadu.

MozZe se naci u perifernoj krvi od 0 — 1 % (0.00 - 0.01).
PoviSena vrijednost plazma stanica nalazi se kod raznih infektivnih bolesti

(rubeola).




RETIKULOCITI ->7elewn MOUmse 64 v
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Retikulociti su mladi eritrociti koji se stvaraju u ko$tanoj srzi. Nastaju 1z
acidofilnog eritroblasta koji gubi jezgru 1 postaje retikulocit.

To je nezreli eritrocit, malo vec¢i od zrelog. Najmlada je stanica u razvoju
eritrocita koja se moze naciuperife Vi,

Normalno se u odrasle, zdrave osobe mozZe naci 22 — 97x10°/L retikulocita,
odnosno od 5 — 22 retikulocita na 1000 eritrocita.

PoviSen broj retikulocita uk: ukazuje na ubrzanu eritropoezu (stvaranje eritrocita),
npr. kod raznih krvarenja ili lijeenja anemija preparatima Zeljeza (sideropeni¢na
anemija) i vitaminom B, (megaloblasti¢na anemija). Svi pacijenti ne reagiraju
jednako na terapiju, tj. na Zeljezo i vitamin B, te je potrebno pratiti da li je
terapija uspjesna ili nije. Ako je terapija uspjesna, eritropoeza ¢e biti ubrzana i
broj retikulocita ¢e se postupno povecavati. U takvom sludaju, retikulociti su
obi¢no 7. — 8. dan od podetka uzimanja terapije vi§i od normalnih vrijednosti, a
12. dan dosizu vrhunac, tzv. retikulocitnu krizu. Tada je njihov broj u perifernoj
krvi od 100 — 200 na 1000 E. Nakon te krize, postepeno padaju i vraaju se u
okvir normalnih vrijednosti.

Snizen broj retikulocita u perifernoj krvi ukazuje na usporenu eritropoezu, to
ukazuje na smanjenu aktivnost koStane srzi.

U citoplazmi retikulocita nalaze se ostaci ribonukleinske kiseline iz jezgre u
obliku tzv. granulofilamentozne supstance ili retikulofilimentozne mreZice.
To se vidi kao sitna zrnca raspriena po citoplazmi kojih mora biti 4 1 vide ili kao
tanka mreZica preko citoplazme. '
“Standardnim bojenjéim Krvnog razmaza po Pappenheimu retikulociti se ne
razlikuju od eritrocita. Stoga, da bi se odredio broj retikulocita u perifernoj krvi,
potrebno je napraviti posebno obojen krvni razmaz. To se postize vitalnim
bojenjem stanica krvi. Zove se vitalno bojenje, jer se boja veze samo na Zive,
nefiksirane stanice, iako ni to nije sasvim to¢no, jer je stanica Ziva samo do
kontakta s reagensom. Boja koja se koristi zove se briljantkrezil modrilo.
Eritrociti se pri ovom bojanju ovom bojanju oboje zelenkasto, kao i retikulociti,
ali se razlikuju po tome 3to se retikulofilamentozna mreZica u retikulocita oboji
tamnoplavo.

Da bi se izbrojao to¢an broj retikulocita na 1000 E, potrebno je pripremiti tzv.
zastorne plocice koje se stavljaju u okular mikroskopa. Iz papira se izreZe krug
veli¢ine promjera okulara i u njemu se izreze mali kvadrati¢ veliCine oko 3 x 3
mm. Ta zastorna plo¢ica stavi se u okular mikroskopa, te se na taj nac¢in dobije
smanjeno vidno polje u kojem ima oko 25 E. Potrebno je izbrojiti retikulocite u
40 takvih smanjenih vidnih polja (25 E x 40 v.p. = 1000 E).

Za analizu se uzima venska krv uzeta sa Kz;EDTA ili kapilarna krv.
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Priprema otopine za bojenje:

1. briljantkrezil modrilo........ 1 ¢ “F K
7. natrijev-Citrat... ... s ws. oo JAE
3. 9 g/L otopine NaCl... .........do 100 mL

Obiéno je boja ve¢ tvornicki pripremljena.

Postupak: U epruvetu se stavi 1 kap briljantkrezil modrila i 3 kapi Krvi.
Sadrzaj se promije$a i stoji 30 — 45 min. na sobnoj temp. ili 15 — 20 min. u
vodenoj kupelji na 37°C. Tada se na &istom predmetnom staklu napravi razmaz. iz
obojane krvi. Preparat se osusi na zraku i mikroskopira sa imerzijskim objektivom
uz smanjeno vidno polje.

Potrebno je izbrojati sve retikulocite u 40 vidnih polja u kojima je po 25 E.
Ukupni dobiveni izbrojani broj retikulocita predstavlja broj retikulocita na 1000
E.

Primjer tablice za brojenje retikulocita:

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
0 1 0 1 0 0 0 0 0 /
2 0 0 0 1 0 0 0 0 1
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Broj retikulocita na 1000 E : 9
TROMBOCITI

Trombociti su krvne ploice koje nastaju u kotanoj srzi raspadanjem citoplazme
megakariocita. Procjenjuje se da jedan megakariocit daje izmedu 2000 1 7000
trombocita. Osnovna funkcija trombocita je sudjelovanje u hemostazi. Trombocit
ima promjer 2-3 um. Okruglastog je ili ovalnog, prilicno nepravilnog oblika. Kod
trombocita obojenog po Pappenheimu, morfoloski se razlikuju 2 zone:

1. sredisnji dio'trombocita kojeg ¢ine oko 15 crvenkastih ili crveno plavkastih
(ljubi&astih) granula — granulomer
2. periferni dio trombocita kojeg ¢ini homogena, neobojena ili lagano
bazofilna osnova — hijalomer.
Broj trombocita kod zdravih, odraslih osoba iznosi 158 — 424 x 10°/L.

Broj trombocita odreduje se &esto indirektnom metodom po Fomiu:

Tom metodom trombociti se broje u obojenim preparatima razmaza kapilarne krvi
koja je dobivena ubodom lancetom u jagodicu prsta, na koju je prethodno
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stavljena 1 kap 14%-tne otopine magnezij-sulfata (MgSQy) koja spreava
sljepljivanje trombocita. .

Postupak: Jagodica prsta se dezinficira. Staklenlm staplcem stavi se na jagodicu
1 kap 14%-tne MgSO, . Kroz tu kap nacini se ubod lancetom. Kap krvi koja je
prodrla u kap otopine MgSOy , izmijeSa se uglom bruSenog predmetnog stakla.
Plohom predmetnog stakla dotakne se kapljica izmjeSane krvi, te se tako prenese
na staklo. Nacini se tanak razmaz. Preparat se dobro osusi na zraku i boji se po
Pappenheimu s tim da otopina Giemse stoji duZe na preparatu (45 — 50 minuta) da
bi se trombociti bolje obojili. Preparat se tada osusi i pod imerzijskim povecanjem
1 uz smanjeno vidno polje broje se trombociti na 1000 eritrocita (postupak
opisan kod retikulocita).

Obzirom da se trombociti ne izrazavaju na 1000 eritrocita kao retikulociti,
potrebno je preracunati koliko ih to¢no ima. Da bi se to moglo, potrebno je znati
tocan broj eritrocita.

Trombociti se tada raCunaju iz razmjera:

1000 E x izbrojani Tr = Ex10"*/L x broj Trx10%/L

Primjer: izbrojani Tr : 80
broj E : 4.0x10"/L (4000.0x10°/L)

1000 E x 80 = 4.0x10"%/L x broj Trx10%/L
80 x 4000x10°/L, 320000

brof T 0P /L = wiamicacann T R W
1000 1000

Snizena broj¢ana koncentarcija trombocita zove se trombocitopenija. lako je
donja granica ‘referentnih vrljednostl 158 x 109/L klini¢ki znaci se is 9poljavaju
kod pada vrijednosti ispod 40 x 10°/L. Kod vrijednosti ispod 10 x 10°/L,
eventualno krvarenje moze postati opasno po zivot. Trombocitopenija nastaje
zbog nedovoljnog stvaranja trombocita u kotanoj srzi ili zbog pojacane
razgradnje u cirkulaciji. Prosjeéno trombociti Zive u cirkulaciji 7 — 12 dana.

Trombocitoza j je pov1sen1 broj trombocita u krvi.,

Trombopafija je promj ena u ﬁlllkCl]l trombocr[a
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VRIJEME KRVARENJA | VR[JEME ZGRUSAVANJA

VK VZ

VK i VZ su pretrage koje se ubrajaju u pretrage hemostaze (kao 1 broj Tr).
Vrijeme krvarenja oznacava koliko dugo krvarl razrezana ‘povrSina koZe bez
sudjelovanja vanj jskih faktora.

Vrl jeme zgrusavan_]gje viijeme kO_]e je potrebno da se krv zgrua in vitro pri

———C

VK se radi metodom po Duke-u.
Pribor: sterilne lancete, benzin, alkohol, vata, filter- papir ili stani¢evina
narezana u manje kvadrate, zaporna ura (Stoperica)
Postupak: Jagodica prsta ili resica uha se ocisti benzinom, dezinficira alkoholom i
eterom i pri¢eka se oko 1 minutu da se dobro osusi. Tada se brzim pokretom
nacini ubod lancetom dubine oko 3 mm. U trenutku kada se pojavi 1. kap krvi, a
to je neposredno iza uboda, ukljuci se Stoperica. Svakih 5 — 30 sekundi pomocu
filter papira ili stani¢evine pokupi se krv, ali se pri tom ne smije dotaknuti mjesto
uboda. Cijelo vrijeme izvodenja testa, promatra se ubodno mjesto i gleda se do
kada ¢e krv spontano navirati. Onog trenutka kada krv prestane te¢i, tj. kada na
filter papiru ili stani¢evini vide ne bude tragova krvi, pogleda se na Stopericu i
zabiljezi vrijeme. To je vrijeme koje oznacava koliko dugo je krvarilo ubodno
mjesto bez ikakvih vanjskih utjecaja.

Ovo je metoda koja je podloZna utjecaju mnogih subjektivnih i vanjskih faktora i
u zadnje vrijeme ju zamjenjuju puno tonije i preciznije metode.

Faktori koji mogu utjecati na rezultat su npr.: dubina uboda lancetom, debljina
koZe pacijenta, pritisak pacijentovog prsta, doticanje ubodne rane filterom ili
stani¢evinom, ubod lancete direktno u kapilaru, subjektivno procjenjivanje
prestanka krvarenja... Sve ove moguénosti produzuju vrijeme krvarenja, te se ta
metoda koristi samo povremeno.

Normalne vrijednosti za vrijeme krvarenja su od 1 — 4 minute (60 — 240
sekundi).

Produzeno vrijeme krvarenja ukazuje na poremecaje u tijeku primarne
hemostaze, tj. prilikom adhezije i agregacije trombocita i stvaranja primarnog
trombocitnog ¢epa.

VZ se radi na dva na¢ina: a) iz kapilarne krvi metodom po Biirkeru
b) iz venske krvi metodom po Lee — White-u

Metoda po Biirkeru
Pribor: sterilna lanceta, alkohol, vata, Petrijeva zdjelica, satno staklo, parafinsko

ulje, filter papir, zaporna ura (Stoperica).

41



Postupak: Prije samog pristupanja testu, potrebno je prirediti pribor. Petrijeva
zdjelica sluzi kao vlazna komora. Zato se u iju, na dno stavi navlazeni filter papir.
Na taj filter papir stavi se satno staklo koje je u tankom sloju premazano
parafinskim uljem. Petrijevka se poklopi i spremna je za uporabu.

Pacijentu se dezinficira prst, te se ubode lancetom. Laganim pritiskom prsta
pacijentu se na satno staklo istisnu 2 — 3 kapi krvi odmabh se ukljuci Stoperica.
Petrijevka se poklopi. Svakih 30-ak sekundi naginjanjem satnog stakla provjerava
se da li je nastao ugruSak. Dok god se kapljica krvi krece, znaci da se nije
zgrudala. Onog trenutka kada prestane kliziti po satnom staklu, nastupilo je
zgru$avanje, pogleda se na $topericu i ocita se vrijeme potrebno da se krv zgrusa
in vitro. ’ .

Normalne vrijednosti za vrijeme zgru$avanja ovom metodom su 6-12
minuta (300 — 720 sekundi). |

Ova metoda je dosta brza, ali postoji velik broj mogucih pogresaka: satno staklo
ne smije biti o$teé¢eno, parafinsko ulje mora biti Cisti 1 naneseno u vrlo tankom
sloju, vanjska temperatura je varijabilna, ve¢ stvoreni krvni ugru$ak, ako se ne
uodi na vrijeme, moze se naginjanjem satnog stakla, raspasti, ¢ime se dobiju lazno
visoke vrijednosti.

Zato se preporuca raditi vrijeme zgruSavanja venske krvi metodom po Lee -
White-u.

Metoda po Lee — White-u
Pribor: 3 iste epruvete, pribor za vadenje krvi u Strealjku, stalak za epruvete,
zaporna ura.
Postupak: Pacijentu se izvadi oko 4 mL venske krvi u Strcaljku i odmah se ukljuci
stoperica. Po 1 mL krvi stavlja se u sve tri epruvete, tc se one stave u kupelj na
37°C. Svakih 30 sekundi izvadi se iz kupelji prva epruveta, naginje pod 45" 1
provjerava se da li se krv zgrusala. Kad se krv zgrusa u 1. epruveti, promatra se
epruveta broj 2 do zgru$avanja, a zatim epruveta broj 3. Kada se krv zgrulala i u
3. epruveti, zabiljeZi se vrijeme sa Stoperice.

Normalne vrijednosti za ovu metodu su 8 — 12 minuta.
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POREMECAJI MORFOLOGIJE ERITROCITA

U prepratima krvi obojanim po Pappenheimu, eritrociti su okrugle, bikonkavne
plocice, tj. stanice bez jezgre, promjera 7-8 um (7.5-7.7um) ruzicasto do crveno
obojeni sa sredi$njom svjetlije obojanom zonom.

Normalni volumen eritrocita (MCV) iznosi 83.0-97.2 {L.

Uslijed razli¢itih vanjskih ili unutar$njih ¢imbenika, eritrociti mogu promijeniti
svoj izgled (veli¢inu, obojenost 1 oblik).

Promjene velicine eritrocita

Razlikujemo: mikrocit — promjer < 6 um, MCV < 85 fL, bikonkavni
mormocit —  -II- 7-8 pm, MCV 83.0-97.2 fL. — normalni Erc
—makrocit — -II-  9-10 pm, MCYV > 95 L., bikonkavni

Pojava da se u jednom krvnom razmazu nadu eritrociti razliite ‘veli¢ine)zove se
© ! .,
amzocntoza B

Promjene obojenosti eritrocita

Razlikujemo Mm el SV_]eﬂl_]l bljedi zbog manjka Hb, normalnog
promjera — anulociti
-pormokromni — zdravi, normalni Erc
~hiperkromni — jace obojeni zbog debljine (nisu bikonkavnt),
normalnog promjera

Pojava dase u Jednom krvnom razmazu nadu razli¢i obOJmltrocm Zove se

anizokromija.
Pojava da se u razmazu nadu plavkasto obojeni eritrociti zove se polikromazija.
e

Promjene oblika eritrocita

~Target stanica je Erc u obliku mete. Hb se nalazi na rubnom i u sredi$njem dijelu

stanice, a izmedu se nalaui svijetlija zona.
Cesto kod sideropeni¢ne anemije.

Sferocit je mikrocit bez srediSnje svj ethje zone, pa izgleda poflﬂkughce ili
loptice. Cesto kod hemoliti¢ke anemije.

- Ovalocit ili eliptocit je bikonkavni Erc ovalnog oblika.
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- Akantocit je Erc na ¢ijoj se povrsini nalazi. 5-10-izdanaka, pa izgleda poput
buzdovana.

P - -
e - .o - 3.
K g =

Ehinocit je Erc sa 10-30 kra¢ih izdanaka po povrsini koji su jednake velidine, pa
podsjeca na CiCak.

Megalocit je makrocit (10-12 pm), MCV > 100 fL, bez sredidnje, svjetlije zone.

Stomatocit je Erc kod kojeg je srediSnja svjetlija ng_pa—gng_l_)wl__iklmsana.
Drepanocit je srpasti Erc. J avlja se zbog poremecaja u stvaranju Hb.

Dakrocit je Erc u obliku suze.

x~—
Shizocit je krhotina Erc nastala njegovim raspadanjem u cirkulaciji. Razliitog su
i nepravilnog oblika.

Rouleaux formacije eritrocita su vece ili manje nakupine eritrocita sloZenih
poput niza kovanica.

Ostaci jezgre u eritrocita

1. Howell-Jollyjeva tjeleSca su ostaci jezgre eritrocita. Izgledaju kao okrugle,
tamnoljubi&aste, homogene tvorbe smjestene uz rub stanice.

2. Cabotovi prstenovi su eritrociti u kojima se mogu naci ostaci jezgrine
membrane. To su plavkaste niti u obliku prstena, osmice ili zavojnice.
Obojeni su crvenoljubitasto. Mogu biti smjeteni centralno ili periferno.

3. Nuklearna prasina u eritrocitima predstavlja ostatke raskomadane jezgre.
Sli¢na je bazofilnim granulama u leukocita. Izgleda poput sitnih, plavkasto-
crvenih zrnaca obi¢no smjestenih periferno.

@Howell« Jolly tjelesca @Cabotov

prsten @Nuklcamarpraﬁilna u Erc

gﬁiﬁ.«m g

B s
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Prisutnost inkluzija u eritrocita
| Bazofilno punktirani eritrociti sadrze 10-20 plavo abojenih granula. Obitno
su veéi nego normalni eritrociti. "
Heinz-Erlichova tjeleSca nastaju taloZenjem hemoglobina unutar eritrocita.
Mogu biti okrugla, ovalna ili nepravilna oblika. Mogu se vidjeti vitalnim
bojenjem acetil-fenil-hidrazinom.
3 Siderociti su eritrociti koji sadrze zrnca Zeljeza. Bojenjem berlinskim
modrilom vide se kao tamnoplava zrmca unutar eritrocita.
4 Parazit uzroénik bolesti malarije (Plasmodium) Zivi unutar eritrocita u
nekoliko razli¢itih faza.

F\J

Al Dazofilna punktacija Erc @ Heinz- Erlichova tjeleSca @ siderociti

@ a2y

ANEMIJE woz,imfufa

Anemije su stanja sa smanjenim brojem eritrocita i/ili snizenom
koncentracijom hemoglobina.
Podjela:
1. morfologka - makrocitne, mikrocitne i normocitne
2. patofizioloska — deficitarne, hemoliticke, anemije zbog insuficijencije
kostane srzi i dishemopoeti¢ne
3. prema patogenezi - hipoproliferacijske, hemoliti¢ke i zbog poremecaja u
sazrijevanju

Sideropenicna anemija
- naj¢eséi oblik anemije
- mikrocitna, deficitarna anemija

- nedostatak Zeljeza (nedovoljan unos, oteZana apsorpcija, povedane potrebe,
kroni¢no krvarenje)
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- razvo] postupan — u 3 faze:
1. latentna sideropenija (Zeljezo se tro8i iz rezervi) : normalna krvna slika
i serumsko Zeljezo; povideni UIBC; sniZen feritin
2._manifestna sideropenija (potroseni svi depoi Zeljeza, te se ono poCinje

sniZzavati i u serumu) : normalna krvna slika, nizak feritin, snizeno
serumsko Zeljezo, poviseni UIBC ——
3.--sideropeni¢na-anemija (manjak Zeljeza manifestira se u smanjenoj
sintezi hemoglobina); snizeno: E, Hgb, Htc, MCV, MCH, Fe, feritin,
pojava anulocita, hipokromija, amzocﬁoza po"kllbatoza
Lijedenje se provodi davanjem Zeljeza. Uspjeh terapije prati se vrijednoScu

retikulocita, koji‘su pri uspje$noj terapiji poviseni (preko 40-50/1000 E).

R S

Megaloblasti¢na anemija

- makrocitna, deficitarna anemija

- prisutnost megalocita (u teZim slu¢ajevima i megaloblasta) u krvi zbog
nedostatka vitamina B, 1/ili folne kiseline (By)

- vitamin B, i folna kiselina zajedno omogucuju sintezu DNK. U nedostatku
bilo kojeg od ova dva vitamina, smanjit ¢e se sinteza DNK (u jezgri), dok ¢e
sinteza RNK (u citoplazmi) biti nepromijenjena. Zato ¢e kasniti sazrijevanje
jezgre u odnosu na citoplazmu i umjesto normoblasti¢nog reda
(eritrocitopoeze) javlja se megaloblasti¢ni red. Sve stanice megaloblasti¢nog
reda su vece od odgovara_]umh normoblasti¢nih stanica. Cesto ovakve stanice
propadaju prije sazrijevanja.

- dvije najcesce podvrste megaloblasticne anemije:
2. perniciozna anemija
3. nutritivha anemija

- nedostatak mutraénj eg faktora (protein kojeg luéi sluznica Zeluca i bez
kojeg se vitamin B, ne moZe apsorbirati ukrv)

- dijagnosticki test za ovu anemiju je tzv. Schillingov test, kojim se mjeri
izlu¢ivanje izotopom obiljeZenog B,, putem urina

- postupak: pacijentu se najprije daje da popije to¢no odredenu koli¢inu
obiljezenog B1,. Ako pacijent nema unutra$njeg faktora, nece biti
resorpcije, pa niti izlu¢ivanja tog popijenog By,. Zatim se pacijentu daje da
popije opet B, uz dodatak unutrainjeg faktora. Ako pacijent ovog puta
izlu¢uje By,, znadi da ima pernicioznu anemiju.
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Nutritivna anemija
- nedostatak folne kiseline zbog nedovoljnog unosa hranom (jednoli¢na -
ishrana siroma$na zelenim lisnatim povréem, citrusnim voc¢em, mesom...) ili
zbog oStecene jetre u kojoj se deponira folna kiselina (posebno kod
alkoholi¢ara jer alkohol ujedno ometa metabolizam folata)
- deficit folne kiseline moZe se dokazati testom FIGLU.
FormIminoGLUtaminska kiselina je meduprodukt razgradnje histidina do
glutaminske kiseline u kojem sudjeluje folna kiselina. Ako postoji manjak
folne kiseline u organizmu, FIGLU ¢e se izlu¢ivati urinom. Kod zdravih
ljudi, FIGLU dalje sudjeluje u metabolizmu i ne lu¢i se urinom.

Laboratorijski nalazi kod megaloblasti¢nih anemija:
E, Hgb, Rtc, UIBC, Trc, — sniZeni
Fe - normalno (poviseno)
MCV, MCH, bilirubin — povien
MCHC — normalna
Krvni razmaz: megalociti, E sa Howell-Jollyevim tjeleScima, poikilocitoza,
anizocitoza, hipersegmentirane jezgre neutrofilnih granulocita

Hemoliti¢ke anemije

_;_Mu se zbog skracenog Zivota Erc (prosjecan Zivot Erc je 120 dana)
- 2 faze:
1. hemoliti¢ka bolest: koStana srZ je sposobna nadoknaditi pojacan
gubitak Erc. Krvna slika normalna, poviseni Rtc. ‘
2. hemolititka anemija: javlja se kad se Zivot Erc skrati ispod 15 dana1
tada ko$tana srz vi§e ne moze nadoknaditi sav gubitak Erc, te se
razvija anemija.
- uzroci skra¢enog Zivota Erc mogu biti:

1. u samom Erc - endogene hemolititke anemije (nasljedne) ili

2. zbog prisutnosti odredenih tvari u plazmi koje izazivaju hemolizu zdravih
Erc - egzogene hemolitiCke anemije (steene).

- u endogene hemoliti¢ke anemije ubrajaju se:
= membranopatije — promjene na membrani Erc:
= nasljedna sferocitoza

= nasljedna eliptocitoza (ovalocitoza)
= akantocitoza
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- = hemoglobinopatije — promjene u sintezi hemoglobina:
o talasemije
= hemoglobinske varijante

« enzimopatije — djelomicni ili potpuni nedostatak nekih enzima §to dovodi do
oStecenja Erc

egzogene anemije mogu biti:

= imune — uzrokovane reakcijom Ag-At:
= At stvorena na vlastite Erc — autoimuna hemoliti¢ka
bolest
» At stvorena protiv Erc druge osobe — izoimuna
hemoliti¢ka bolest
= neimune — razli¢iti uzroci:
» fizikalni: opekline, fizitki napori, umjetni sréani zalisci. ..
o kemijski: te¥ki metali (olovo, Ziva, klorati, benzen, neki
lijekovi)
= bioloki: otrovi gljiva, zmija i pauka, infekcije parazitima
(malarija) ili bakterijama (streptokoki,
stafilokoki, salmonele, eSerihije)

Laboratorijski nalazi kod hemoliti¢kih anemija:

Erc, Hgb — snizeni

Rtc — poviseni

Krvni razmaz: nepromijenjeni Erc ili promijenjeni ovisno o vrsti anemije:
sferocitoza — vec€ina sferociti
eliptocitoza — ve€ina eliptociti
akantocitoza — vecina akantociti
talasemije — anizocitoza, poikilocitoza, dosta mikrocita
hgb varijante - drepanociti, target stanice, anizocitoza, ¢esto

eritroblasti
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ERITROCITOZE

To su stanja poviSenog broja Erc u perifernoj krvi. Obi¢no je povecan i Hgb i
Htc.

Razlikujemo primarnu i sekundamu eritrocitozu.

Kod primarne, dolazi do promjena u pluripotentnoj matiénoj stanici, §to dovodi
do nekontroliranog stvaranja Erc, a u manjoj mjeri i granulocita i Tr. Bolest se

zove policitemija rubra vera. Ovdje su poviseni: broj Erc, Hgb, Hic, Tr, L,
bazofili u DKS.

Sekundarne se dijele na relativnuy i apsolutnu.

Relativna ili prividna nastaje nakon opeklina, proljeva, povracanja zbog
smanjene koli¢ine plazme, pa u tom trenutku osoba ima povecani broj Erc u
odnosu na taj smanjeni volumen plazme. U krvi su povisene brojcane konc. Erc i
konc. Hgb, ali ukupna masa Firc i Hgb je u granicama normalnih vrijednosti.

Apsolutna ili stvarna eritrocitoza nastaje:

1. zbog smanjenog zasi¢enja arterijske krvi kisikom (hipoksija), jer parcijalni
tlak kisika regulira eritrocitopoezu: smanjeni kisik — povecana eritrocitopoeza
(npr. kod ljudi koji Zive na visokoj nadmorskoj visini).

2. zbog povecanog stvaranja eritropoetina. Eritropoetin se stvara veéim dyjelom u
bubrezima (90%) i ostatak u jetri. To Je hormon koji direktno stimulira
eritrocitopoezu. Kod ove eritrocitoze povecana je ukupna masa Erc i povisen je
eritropoetin.

MORFOLOSKE PROMJENE LEUKOCITA

Razlikujemo promjene koje zahvacaju jezgru i one koje zahvacaju citoplazmu.
Promjene jezgre:

- Pelger-Huetova anomalija: izostanak segmentiranja jezgre kod neutrofilnih
granulocita. Jezgre su okrugle ili izduZene ili
imaju samo po 2 segmenta. Nasljedna,
bezazlena.

- Pseudo Pelger-Huetova anomalija: ista morfologija, samo je steena zbog

raznth stanja ili bolesti.
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Hipetsegmcmacga jezgre neutrofilnih granulocita® 1 stanica sa 6
segmenata ili 3 stanice sa po 5 segmenata
jezgre. Moze biti nasljedna il steCena
prilikom raznih bolesti.

Promjene citoplazme:

- Alderova anomalija: velike, ljubitasto-crvene granule, bezazlena, nasljedna
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- Chediak-Higashijeva anomalija: velike, nepravilne, tamne granule; nasljedna,
smanjena sposobnost fagocitoze
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My Hegglinova anomalija: svijetloplavi §tapici u citoplazmi; nasljedna
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- Dohleova tjeledca: svijetloplave okrugle ili ovalne tvorbe, smjestene uz rub
citoplazme; kod infekcija, opeklina, lijeCenja
citostaticima

- Toksi¢ne granule: tamne granule u neutrofila, ste¢ena zbog teskih infekcija

Toxie Granulation/Neuirophil

g Bl B i@




KVANTITATIVNE PROMJENE LEUKOCITA

To su promjene u broj¢anoj koncentraciji leukocita ili poj edinih vrsta leukocita.
Normalan broj L za zdrave, odrasle osobe je od 3,4-9,7 x 10°/L.
L > 9,7 x 10°’/L, — leukocitoza
L < 3,4 x 10°/LL — leukopenija

Sam broj L ne upuéuje na uzrok koji je doveo do eventualne promjene. Zato se
radi DKS, po &emu se moZe prepoznati koja vrsta L je poviSena ili sniZzena.

Razlikujemo apsolutne i relativne promjene broja L. Apsolutni broj oznacava
stvarnu koncentraciju L u krvi, a relativni broj oznaCava promjenu u udjelu
pojedine vrste L. u DKS.

Neutrofilija — neutropenija

Apsolutna neutrofilija: porast broj¢ane konc. neutrofilnih granulocita iznad 7,5
x 10%/L. Relativna neutrofilija: porast udjela neutrofilnih granulocita u DKS iznad
0,72.

Neutrofilija je posljedica poremeéene ravnoteZe izmedu stvaranja neutrofilnih
granulocita u ko§tanoj srzi, njihovog boravka u pojedinim sustavima, te njihove
razgradnje.

Javlja se kod: bakterijskih infekcija, malignih bolesti, raznih upala 1 nekroza
tkiva, poremecaja metabolizma, tijekom terapije nekim lijekovima ili hormonima,
kod trovanja, nakon fizi¢kih napora, u trudnoct. ..

Apsolutna neutropenija: snizena broj¢ana konc. neutrofilnih granulocita ispod
1,5 x 10”/L. Stanje kada broj¢ana konc. neutrofilnih granulocita padne ispod 0,2 x
10°/L zove se agranulocitoza.

Do neutropenije dolazi kada se neutrofilni granulociti manje stvaraju u koStanoj
srzi, kada granulocitopoeza nije efektivna ili kada se pojacano raspadaju u krvi.
Najveéa opasnost kod neutropenija je pojatana sklonost infekcijama jer je
smanjena obrana organizma.

Javlja se kod: virusnih infekcija, nekih bakterijskih bolesti (TBC), nedostatka
vitamina B, ili folne kiseline, koriStenja nekih lijekova...

Pojava zvana ,,skretanje u lijevo™ oznatava povisen broj nesegmentiranih
neutrofilnih granulocita. Javlja se kod jakih bakterijskih infekcija (trbudni tifus).

Eozinofilija - eozinopenija
Apsolutna eozinofilija je stanje s broj¢éanom konc. eozinofilnih granulocita

iznad 0,4 x10°/L. Relativna eozinofilija ozna¢ava vide od 0,07 eozinofilnih
granulocita u DKS.
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Javlja se kod: alergijskih bolesti (astma, peludna groznica, alergije na lijekove,
hranu...), infekcija parazitima (amebe, trakavice, trihinela), koznih bolesti
(psorijaza). .. o '

Eozinopenija je stanje snizenog broja eozinoflnih granulocita, tj. potpuni
izostanak ovih stanica u krvi. To su rijetka stanja, obi¢no se jave zbog nekih
hormonskih poremecaja.

Bazofilija — bazopenija (bazocitopenija, bazofilopenija)

Bazofilija je stanje sa povecanim brojem bazofilnih granulocita iznad
0,06x10°/L, tj. 0,01 (1%) u DKS.

Javlja se kod mijeloproliferativnih bolesti (policitemia rubra vera), infektivnih
bolesti (virusi), te kod kroni¢nih granulocitnih leukemija.

Bazopenija je stanje smanjenog stvaranja bazofila (manje od 0,01x10°/L) ili
potpunog prestanka stvaranja bazofila. Obzirom da su normalne vrijednosti
niske, za dijagnostiku se koristi metoda proto¢ne citometrije. Takav poremecaj se
javlja u stanjima sa poveéanim koncentracijama glukokortikoida (urtikarija) koji
spreCavaju nastanak ovih stanica.

Monocitoza — monocitopenija

Apsolutna monocitoza je stanje s brojéanom konc. monocita veCom od
0,84x109/L, a relativna sa brojem monocita ve¢im od 0,12 u DKS.

Javlja se kod bakterijskih infekcija ( trbusni tifus, sifilis, TBC), infekcija
protozoama, malignih tumora...

Monocitopenija je stanje sa smanjenom brojéanom konc. monocita ispod
0,12x10°/L, tj. ispod 0,02 u DKS.

Klini¢ki je znagajna monocitopenija kod pacijenata na dugotrajnoj terapiji
kortikosteroidima.

Limfocitoza — limfopenija

Limfocitoza je stanje povecanog broja limfocita iznad 4,0x10°/L ili vise od 0,46
u DKS. Fizioloska, normalna limfocitoza prisutna je kod djece.

Javlja se kod akutnih virusnih infekcija, kroni¢nih bakterijskih infekcija (TBC,
hripavac), infekcija nekim parazitima (toksoplazmoza), reumatoidnog artritisa,
limfati¢kih leukemija...

Limfopenija je stanje smanjenog broja limfocita niZeg od 1,0x10%/L ili ispod
0,20 u DKS.
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Javlja se kod imunodeficijentnih bolesti (AIDS), terapije citostaticima,
glukokortikoidima ili ionizantnim zradenjem, aplasticne anemije, Hodginove
bolesti, sarkoidoze. .. o "

Promjena limfocita kod infekciozne mononukleoze

Infekciozna mononukleoza je akutna, zarazna bolest uzrokovana Epstein-
Barrovim virusom. Klini¢ka slika je u pofetku opcenita: poviSena temp.,
glavobolje, bolno grlo, slijedi: oteknuce limfnih ¢vorova, slezena je povecana i
tvrda na dodir.

U pocetku bolesti izrazena je leukocitoza (i do 50 x 10°/L) 1 karakteristi¢ne
promjene u DKS. Povecava se broj limfocita, koji moZe biti vise od 70 %, te se
javljaju tzv. atipiéni ili reaktivni limfociti. Oni su posljedica vezanja EBV na
povrsinu limfocita.

To su velike stanice (do 30 pm), razli¢itog oblika. Jezgra je relativno velika,
moze biti okrugla, eliptiéna, rascijepljena, rahlog kromatina. Ponekad se moze
vidjeti i jezgrica. Citoplazma je obilna, siva, svjetlije ili tamnije plava. U
citoplazmi se mogu vidjeti vakuole, pa takva stanica poprima Cipkast izgled.
Osim vakuola, ponekad su jasno izrazene azurofilne granule.

Te stanice su karakteristi¢ne, ali nisu specifiéne za infekcioznu mononukleozu.

Mogu se naéi i kod nekih drugih virusnih bolesti, npr.(rubeole, hepatitisa C),
bakterijskih bolesti (hripavca, sifilisa) ili parazitoza (toksoplazmoza).

U kasnijem tijeku bolesti, atipi¢ni limfociti nestaju, ali ih nadomjestaju novi,
zreli limfociti, tako da i dalje postoji izrazena limfocitoza, koja moZe potrajati |
nekoliko mjesect.
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RAZVOINIOBLICT GRANULOCITA

ML OBLAST

To je prva morfoloski prepoznatljiva stanica granulocitne loze. Okruglog je

oblika, veli¢ine 12-20 pm. Citoplazma je svijetlolju ta, bez granula, zauzima

manyji dio stanice. Jezgra je ovalna, zauzima veéi dio stanice, finog kromatina.

PROMIJELOCIT

Velika stanica, ve¢a od mijeloblasta, promjera 20-25 pm, ovalnog ili okruglog
oblika. Citoplazma je obilnija, sadrzi granule, bazofilnije, ljubi€aste boje. Jezgra
Je velika, ovalna ili okrugla, ekscentriéno poloZena, ulegmuta na jednom kraju i
nesto grubljeg kromatina.

MIJELOCIT

Stanica manja od promijelocita, promjera 14-20 pm, ovalnog ili okruglog oblika.
Citoplazina je ruZicaste boje, a prema sadrZaju karakteristi¢nih granula u

citoplazmi, razlikuje se neutrofilni, eozinofilni i bazofilni mijelocit. Jezgra je

55



ovalna ili malo bubrezasta, ek scentricno polozena, grubljeg kromating, Zauzima

vide od pola stanice.

METAMIJELOCIT

Stanica okruglog il 0

1.

oblika, manja od mijelocita, promjera 12-18 pm.

Ova stanica sazrijeva u nesegmentiranog granulocita. Wasta, sa
brojnim, odgovarajuéim zmcima (neutrofilnim, ecozinofilnim i bazofilnim). Jezgra
ima bubreZast oblik, GKSTentritno je smjeStena, kromatin je zgusnut u vece

grudice.

56




