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1.Цель исследования

Волчаночные клетки служат морфологическим проявлением иммунологического феномена, характерного для системной красной волчанки. Они образуются в результате фагоцитоза нейтрофильными лейкоцитами (реже моноцитами) ядер клеток, содержащих деполимеризованную ДНК.  Предполагают, что фагоцитируемая субстанция представляет собой иммунный комплекс, состоящий из волчаночного фактора, остатков ядра лейкоцитов и комплемента.  Морфологически  Le-клетки характеризуются наличием в цитоплазме нейтрофильных лейкоцитов округлого бесструктурного образования , напоминающего лизированное ядро  светло-фиолетового цвета, занимающего часть клетки с оттесненным к периферии ядром.

Реже такое же образование выявляют в моноцитах, иногда оно расположено внеклеточно, может образовывать фигуры «розеток»  (образование окруженное нейтрофилами).  В отличии от  Le-клеток  обнаруживают нейтрофилы с фагоцитированной субстанцией не гомогенного характера, а с сохраненной    структурой хроматина. Такие клетки относят к клеткам Тарта и рассматривают их как предстадию  Le-клеток . Специфичными для системной красной волчанки  считают типичные  Le-клетки.

Для исследования  Le-феномена предложены многочисленные методы, в основе которых лежит инкубация  клеток больного в собственной плазме.

Настоящая стандартизованная технология  устанавливает единые требования  к выполнению микроскопического исследования клеточного состава крови, определения наличия волчаночных клеток (Le-клеток) в крови в клинико-диагностических лабораториях медицинских организаций.


Исследование клеточных элементов в периферической крови является одним из 

наиболее широко применяемых методов клинической лабораторной диагностики, который позволяет оценить состояние кроветворения и его нарушения при воспалительных заболеваниях, системных заболеваниях кроветворной системы крови, анемиях и других формах патологии. Любые отклонения результатов общего клинического анализа крови трактуются как патологические и требуют тщательного обследования пациента. 


Цель настоящей стандартизованной технологии,  в соответствии с положениями системы менеджмента качества  в медицинской лаборатории (ГОСТ Р ИСО15189-2009) [1], состоит в установлении  единых правил  доставки материала в лабораторию, требований к качеству образцов крови; выполнения исследования, контроля качества, регистрации и оценки  результатов исследования. Стандартизация и соблюдение указанных правил обеспечивает получение  правильной  информации  о морфологической характеристике эритроцитов в мазках крови.

2. Требования к обеспечению выполнения технологии

2.1 Требования к специалистам 

Перечень специалистов с высшим и средним образованием, участвующих в выполнении технологии:

· врач клинической лабораторной диагностики;

· биолог; 

· специалист со средним медицинским образованием. 

Требования к образованию специалистов.

Исследование клеточного состава крови имеют право проводить врачи  клинической лабораторной диагностики и биологи, прошедшие специализацию и повышение квалификации в установленном порядке.  Врачи должны иметь сертификат специалиста. Подготовительную работу выполняет специалист со средним медицинским образованием, имеющий соответствующий сертификат (медицинского технолога, медицинского лабораторного техника (фельдшера - лаборанта)  или лаборанта.

Работа по выполнению указанной методики в лаборатории распределяется следующим образом: 

а) персонал со средним медицинским образованием проводит: прием, регистрацию полученного биологического материала

б) врачи клинической лабораторной диагностики  и биологи  дают заключение о наличии в исследуемой крови волчаночных (LE) клеток, принимают решение о необходимости дополнительных исследований (повторное проведение исследования, морфологическое исследование мазка и т. п.), а также о срочном информировании врачей клинических отделении.  Врачи клинической  лабораторной диагностики консультируют клиницистов и  помогают в интерпретации результатов исследований.

Требования к знаниям и умениям специалистов должны соответствовать образовательным стандартам.

2.2.  Требования к обеспечению безопасности труда медицинского персонала


Требования по безопасности труда при выполнении технологии соответствуют общим правилам безопасности при работе в клинико-диагностической лаборатории согласно ГОСТ Р 52905 – 2007 [2]. Должны соблюдаться правила биологической безопасности, правила сбора и удаления отходов [3], правила работы с электроприборами и реактивами, пожарной безопасности. 


Все образцы, содержащие биологический материал (образцы периферической крови) являются потенциальными источниками инфекции. Для соблюдения биологической безопасности выполняют следующие правила: распаковка присланного в лабораторию биологического материала проводится в индивидуальных средствах защиты (халаты, резиновые перчатки); после окончания работы проводят дезинфекцию использованных расходных материалов, рабочих мест и помещений лаборатории в резиновых перчатках. Для обеззараживания используются средства, рекомендуемые для дезинфекции:


Все сотрудники должны выполнять инструкции и правила техники безопасности.

Все сотрудники лаборатории, работающие с реактивами, должны быть обучены обращению с ними, использовать средства персональной защиты, соблюдать правила личной гигиены.

Для предупреждения пожаров необходимо соблюдать правила пожарной безопасности в соответствии с действующими нормативными документами. 

2.3. Материальные ресурсы, необходимые для выполнения технологии

1.Световой микроскоп

           2. Центрифуга

           3. Стеклянные бусинки диаметром 3-4 мм

            4. Оксолат натрия

            5. Метиловый спирт

             6. Краска Романовского-Гимзы или азур-эозин 




             7.Пластиковые одноразовые пробирки с крышками, или вакуумные пробирки 
(в составе вакуумной системы) для венозной крови с К2 ЭДТА (1,5-2,2мг/мл 
крови) объемом 2-5 мл;

             8. Устройство для перемешивания образцов крови;

             9. Штативы для пробирок;

            10.Транспортные изотермические контейнеры (при наличии неблагоприятных 
условий  транспортировки образцов).

             11.Резиновые перчатки

3.  Характеристика выполнения исследования крови на наличие            волчаночных (LE)-клеток в мазках крови.

Технология исследования мазков крови на наличие волчаночных (LЕ) клеток включает следующие последовательные этапы:

а) доставка, прием и регистрация биологического материала;

б) приготовление аналитических проб из доставленных образцов (если этого требует технология исследования);

в) исследование мазков крови под микроскопом;


г) оценка результатов исследования ; 

е) оценка правильности исследования (контроль качества исследования);

ж) регистрация заключений ;

 
3.1. Правила взятия образцов крови

На точность и правильность результатов оказывает влияние техника взятия крови, используемые при этом инструменты (иглы, скарификаторы и др.), а также пробирки, в которые берется, а в последующем хранится и транспортируется кровь.

Кровь для клинического анализа берут у пациента из вены. 

Кровь следует брать натощак (после примерно 12 часов голодания, воздержания от

 приема алкоголя и курения), между 7 и 9 часами утра, при минимальной физической активности непосредственно перед взятием (в течение 20-30 мин), в положении пациента лежа или сидя.

Взятие материала следует проводить в резиновых перчатках, соблюдая правила

 асептики.

 При стандартизации процессов взятия, хранения, транспортировки венозной крови, удается добиться минимальной травматизации и активации клеток, примеси тканевой жидкости.

Достоверность и точность гематологических исследований, проводимых из венозной крови, во многом определяется техникой взятия крови. Подготовка пациента к взятию крови из вены включает несколько этапов.

Место венепункции нужно продезинфицировать марлевой салфеткой или специальной безворсовой салфеткой, смоченной 70 спиртом и подождать до полного высыхания антисептика (30-60 секунд). Применение ватных тампонов и других волокнистых материалов подобного рода может привести к засорению волокнами счетной и гемоглобиновой камер, что влечет за собой снижение точности и воспроизводимости измерения. Не рекомендуется использовать 96о спирт, так как он дубит кожу, поры кожи закрываются, и стерилизация может быть неполной.

Не рекомендуется вытирать и обдувать место прокола, пальпировать вену после обработки. Рука пациента должна покоиться на твердой поверхности, быть вытянута и наклонена немного вниз так, чтобы плечо и предплечье образовывали прямую линию. Необходимо следить, чтобы в момент взятия крови кулак пациента был разжат. Жгут следует накладывать не более чем на 1-2 минуты, тем самым обеспечивается минимальный стаз, при котором клетки крови не повреждаются. Игла должна быть достаточно большого диаметра и иметь короткий срез, чтобы не травмировать противоположную стенку вены во избежание тромбоза. После взятия крови необходимо приложить сухую стерильную салфетку к месту венепункции, а затем наложить давящую повязку на руку или бактерицидный пластырь.

П р и м е ч а н и е  ─ Кровь для гематологических исследований должна поступать свободным током непосредственно в пробирку, содержащую антикоагулянт К2ЭДТА. Взятие крови шприцом без антикоагулянта с последующим переливанием в пробирку нежелательно из-за формирования микросгустков и гемолиза. При взятии капиллярной крови необходимо использовать специальные пробирки с К2ЭДТА для капиллярной крови. 

Рекомендуется  применение вакуумных пробирок для взятия венозной крови небольшого объема (2 - 5 мл) с размером диаметра и высоты пробирки 13x75 мм. Под влиянием вакуума кровь из вены быстро поступает в пробирку, что упрощает процедуру взятия и сокращает время наложения жгута.

Вакуумная система состоит из трех основных элементов, соединяющихся между собой в процессе взятия крови: стерильной одноразовой пробирки с крышкой и  дозированным содержанием вакуума, стерильной одноразовой двусторонней иглы, закрытой с обеих сторон защитными колпачками, и одно- или многоразового иглодержателя. Пробирки, входящие в закрытую вакуумную систему, содержат различные добавки и антикоагулянты, в том числе и для проведения гематологических исследований. Метод взятия крови с помощью закрытых вакуумных систем имеет ряд преимуществ, основными из которых являются обеспечение высокого качества пробы и предотвращение любого контакта с кровью пациента, а значит, обеспечение безопасности медицинского персонала и других пациентов за счет существенного снижения риска заражения гемоконтактными инфекциями.

 Необходимо строго соблюдать объем взятой крови, который должен соответствовать указанной отметке на пробирке. Несоблюдение этого условия, а также недостаточно тщательное перемешивание крови приведет к изменению конечной концентрации антикоагулянта во взятой крови, что может повлечь за собой появление микросгустков, неточное определение концентрации клеточных элементов, искажение морфологической структуры клеток. 

П р и м е ч а н и е  1 ─ Не следует использовать пробирки с выпаренным раствором К2ЭДТА, приготовленные в условиях лаборатории. При испарении на дне пробирки образуются крупные кристаллы К2ЭДТА, которые очень медленно растворяются в крови. Это может приводить к образованию фибриновых нитей в верхней части пробы крови. 

П р и м е ч а н и е  2 ─ Технология приготовления пробирок с сухим напылением К2ЭДТА (особенно для капиллярной крови). обеспечивает равномерное распределение К2ЭДТА по стенкам пробирки.

Если прибор показывает агрегацию, то пробы с выраженной тромбоцитопенией необходимо переделать с другим антикоагулянтом (3,8% раствором цитрата натрия), но только для подсчета числа тромбоцитов, а для оценки морфологии клеток применение в качестве антикоагулянтов гепарина или цитрата натрия не рекомендуется, так как приводит к структурным изменениям клеток.


Сразу после заполнения пробирки кровью до указанного на ней объема пробу следует осторожно перемешать плавным переворачиванием и вращением пробирки в течение не менее 2 минут (пробирку с К2ЭДТА  8-10 раз, ). Пробирки нельзя встряхивать - это может вызвать пенообразование и гемолиз, а также привести к механическому лизису эритроцитов.

3.2.  Правила доставки, хранения и подготовки проб к исследованию

Для обеспечения качественного результата исследований нужно четко контролировать время и условия хранения проб до выполнения анализа.


При необходимости проведения отсроченного анализа (транспортировка на отдаленные расстояния, техническая неполадка прибора и т. д.), пробы крови хранят в холодильнике (4о – 8о С) и исследуют в течение 24 часов. Однако при этом следует учитывать, что происходит набухание клеток и изменение параметров, связанных с их объемом. У практически здоровых людей эти изменения не носят критического характера и не сказываются на количественных параметрах, но при наличии патологических клеток, последние могут изменяться или даже разрушаться в течение нескольких часов с момента взятия крови. 


Непосредственно перед исследованием кровь должна быть тщательно перемешана в течение нескольких минут для разведения антикоагулянта и равномерного распределения форменных элементов в плазме. Длительное постоянное перемешивание образцов до момента их исследований не рекомендуется вследствие возможного травмирования и распада патологических клеток.


 Кровь, хранившуюся в холодильнике, необходимо вначале согреть до комнатной температуры, так как при низкой температуре увеличивается  вязкость крови, и форменные элементы имеют тенденцию к склеиванию, что в свою очередь, приводит к нарушению перемешивания и неполному лизису. 


Приготовление мазков крови рекомендуется делать не позднее 1-2 часов после взятия крови. 

При выполнении гематологических исследований на значительном удалении от места взятия крови неизбежно возникают проблемы, связанные с неблагоприятными условиями транспортировки. Воздействие механических факторов (тряска, вибрация, перемешивание и т.д.), температурного режима, вероятность пролива и загрязнения проб могут оказывать влияние на качество анализов. Для устранения этих причин при перевозках пробирок с кровью рекомендуется использовать герметично закрытые пластиковые пробирки и специальные транспортные изотермические контейнеры. Во время транспортировки не допускается контакт образца (с нативным материалом) и бланка-направления, в соответствии с правилами биологической безопасности.

3.3.  Прием и регистрация биологического материала

Пробирки с образцами  венозной крови доставляют в лабораторию в день взятия в в штативах в специальных сумках-саквояжах для доставки биологического материала, в которых пробирки должны находиться в вертикальном положении, а при  транспортировке на удаленное расстояние  - в специальных контейнерах.  

Сотрудник лаборатории, принимающий материал, должен проверить: 

- правильность оформления направления: в бланке–направлении указываются данные обследуемого (фамилия, имя и отчество, возраст, № истории болезни или амбулаторной карты, отделение, диагноз, проведенная терапия);

· маркировку пробирок с образцами крови (на них должны быть нанесены код или фамилия больного, идентичные коду и  фамилии в бланке направления материала для исследования). Лаборант должен зарегистрировать доставленный материал, отметить количество пробирок.

4. Стандартизованная оперативная процедура

4.1Принцип метода.

Механическое воздействие на кровь, облегчающее образование LE -феномена.      
4.2 Ход исследования

В пробирку помещают 10 мг оксалата натрия и 10 мл венозной крови. Тщательно перемешивают и оставляют стоять на 1-1,5 часа. Вносят в пробирку 6-8 бусинок , закрывают пробирку плотно пробкой и перемешивают в течении 30 мин (опрокидывая пробирку пробкой вниз и вверх). Затем отстаивают в течении 1 часа при комнатной температуре до разделения слоев. Плазму отсасывают пастеровской пипеткой и переносят в центрифужную пробирку. Центрифугируют при 1000 об/мин в течении 5 мин. Надосадочную жидкость сливают, из осадка готовят мазки.  Фиксируют высохшие мазки в метиловом спирте и окрашивают гематологическим красителем. 

5. Лабораторная диагностическая интерпретация результатов:

Нормальные величины.

У здоровых людей волчановские клетки в крови отсутствуют. 

Клиническое значение.

Обнаружение LE -клеток -специфический симптом системной красной волчанки. Иследование необходимо проводить до начала кортикостероидной терапии. Отрицательный результат исследования не исключает возможность данного заболевания, он бывает в раннем периоде болезни, а также при выраженном нефротическом синдроме и потере с мочой большого количества белка.  Большую диагностическую ценность имеет иммунологическое исследование антинуклеиарного фактора.  

6 .Контроль качества исследования крови на наличие волчаночных (LE-клеток):

6.1 Порядок проведения контроля качества  

Комплексная система контроля  качества клинических лабораторных исследований осуществляется путем:

-  установления единых требований к аналитическому качеству количественных методов; 

-  ежесерийного выполнения процедур  внутрилабораторного контроля качества с использованием контрольных материалов (оперативный контроль качества);

-  регулярного участия в программах внешней оценки качества (ГОСТ Р 53133.1―2008) [4]. 

6.1.Внутрилабораторный контроль качества представляет собой систему повседневного слежения за точностью получаемых  результатов для поддержания стабильности аналитической системы, выявления и устранения недопустимых случайных и систематических погрешностей и   заключается в сопоставлении результатов исследования проб с результатами исследования контрольного материала и измерении величины отклонения. 

Проводится в соответствии с   требованиями стандарта ГОСТ Р 53133.2―2008 [5].. 


Внутрилабораторный контроль качества
 должен быть:

- систематическим, повседневным, проводиться по единым правилам, т.е. анализ контрольных проб должен включаться в обычный ход работы лаборатории;

- охватывать все области измерений (норма, высокие и низкие   патологические значения);

- производиться в реальных условиях работы лаборатории (так же, как обычные пробы пациентов, т.е. тем же персоналом и в тех же условиях);

- объективным (желательно  "шифровать" контрольный материал, чтобы исполнитель не знал, где опыт, а где контроль).



Принцип проведения внутреннего контроля достаточно прост:   периодически (в каждой серии) нужно проводить измерение одного и того же контрольного материала, а результаты этих измерений заносить на контрольную карту.


Хорошо организованная система внутреннего контроля качества позволяет достаточно эффективно выявлять ошибки, связанные с:

· внешними варьирующими факторами (реактивы, калибраторы, расходные материалы); 

· внутренними варьирующими факторами (организация в лаборатории  "домашних реактивов", обучение персонала, обслуживание приборов, ведение документации, реакция персонала на возникающие проблемы).

6.2 Внешняя оценка качества


Участие во внешней оценке качества  является обязательным и учитывается как один из основных критериев при сертификации клинико-диагностических лабораторий любого подчинения. 

Внешняя оценка качества проводится специальными  организациями, имеющими соответствующую лицензию на проведение межлабораторной оценки качества выполнения лабораторных исследований.

7. Регистрация заключений 

Заключения регистрируют на бумажных и электронных носителях, которые хранят в установленном порядке. Бланки с результатами анализа крови вклеивают в историю болезни, при использовании информационно-вычислительных систем (компьютерной техники) заключения вводят в электронную историю болезни.

8. Трудозатраты на выполнение исследования волчаночных (LE)-клеток крови:


Трудозатраты рассчитаны в условных единицах трудозатрат (УЕТ) на исследование образца крови .

	№
	НАИМЕНОВАНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ВРЕМЯ НА 1 ИССЛЕДОВАНИЕ (В МИН) ЗАТРАЧЕННОЕ  СПЕЦИАЛИСТАМИ

	
	
	СО СРЕДНИМ ОБРАЗОВАНИЕМ
	С  ВЫСШИМ ОБРАЗОВАНИЕМ

	1
	Регистрация: (предварительная и окончательная поступившего материала, паспортных данных пациентов, результатов исследований и т. д. ) ручная в журналах, бланках, на компьютере
	4,5
	

	2
	Обнаружение клеток красной волчанки  (LE-клеток по методу Новоселовой)

-единичное

-каждое последующее
	35

15
	15

15

	3
	Оценка результата и подготовка заключения
	
	0,1
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