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1.Цель исследования

Настоящая стандартизованная технология  устанавливает единые требования  к выполнению микроскопического исследования клеточного состава крови, изучения морфологической характеристики эритроцитов 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 степени колебания величины (анизоцитоз) и формы (пойкилоцитоз) эритроцитов, оценивают возможные патологические процессы, вызвавшие отклонения от нормы, принимают решение о необходимости дополнительных исследований (повторное проведение измерения, 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 Реактивы, контрольные и расходные материалы

3 Пластиковые одноразовые пробирки с крышками для капиллярной крови с К2 ЭДТА (1,5-2,2мг/мл крови) объемом 0,5 мл;

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

5 Устройство для перемешивания образцов крови;

6 Штативы для пробирок;

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

8 Резиновые перчатки

3.  Характеристика выполнения исследования морфологической характеристики эритроцитов в мазках крови и КМ

Технология исследования морфологической характеристики эритроцитов 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 морфологической характеристики эритроцитов под микроскопом


г) оценка результатов исследования морфологической характеристики эритроцитов 

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, пальца, или из мочки уха, у новорожденных – из пятки. 


П р и м е ч а н и е 1 – Использование капиллярной крови нежелательно, так как результаты исследования в капиллярной крови могут отличаться от венозной из-за сложности перемешивания образца, примеси тканевой жидкости и т.д., но допускается по медицинским показаниям, когда взятие венозной крови невозможно.

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.

3.1.1 Венозная кровь. 

Венозная кровь считается лучшим материалом для клинического исследования крови. 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.

 Этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) в форме двукалиевой (К2ЭДТА) или двунатриевой  (Na2ЭДТА) соли  ─ предпочтительный антикоагулянт при подсчете форменных элементов крови с использованием автоматических гематологических анализаторов. 


Концентрация К2ЭДТА во взятой крови должна быть постоянной и составлять 1,5 – 2,2 мг/мл крови.


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, пробирку с цитратом натрия для определения СОЭ – также 8-10 раз). Пробирки нельзя встряхивать - это может вызвать пенообразование и гемолиз, а также привести к механическому лизису эритроцитов.

3.1.2.  Капиллярная кровь. 

Для исследований клеточного состава капиллярную кровь рекомендуется брать в следующих случаях: 


- при необходимости ежедневного мониторинга за показателями крови, например, у онкологических больных на фоне химиотерапии,


- при ожогах, занимающих большую площадь поверхности тела пациента;


- при наличии у пациента мелких или труднодоступных вен;


- при выраженном ожирении пациента;


- при установленной склонности к венозному тромбозу;


- у новорожденных

Для взятия пробы капиллярной крови используют стерильные скарификаторы-копья одноразового применения или лазерные перфораторы. Между объемом получаемой крови и глубиной прокола имеется прямая зависимость. В связи с этим скарификатор следует выбирать в зависимости от места прокола и количества крови, необходимого для выполнения различных исследований. Пункцию пальца не следует проводить у младенцев, так как это может привести к повреждению кости. У новорожденных кровь берут  из пятки, при этом рекомендуется использовать специальные атравматичные скарификаторы. 

Перед проколом кожу пальца пациента обрабатывают стерильным тампоном, смоченным 70 спиртом. Кожа в месте прокола должна быть сухой, розовой и теплой. Место пункции необходимо просушить естественным способом  для удаления остатков спирта, поскольку он может вызвать гемолиз. 

Применение ватных тампонов и других волокнистых материалов не рекомендовано, поскольку это приводит к засорению волокнами счетных и гемоглобиновой камер. В результате точность измерения снижается. Первую каплю крови, полученную после прокола кожи, следует удалить тампоном, поскольку эта капля содержит примесь тканевой жидкости. Капли крови должны свободно вытекать, нельзя давить на палец и массировать зону вокруг прокола, так как при этом в кровь попадает тканевая жидкость, что существенно искажает результаты исследования. После взятия крови к раневой поверхности прикладывается новый стерильный тампон, смоченный 70 спиртом. Тампон следует удерживать, пока не прекратится кровотечение. После прокола капиллярная кровь помещается в специальный микрокапилляр или специальные пластиковые пробирки одноразового пользования, обработанные антикоагулянтом К2ЭДТА

При прикосновении края пробирки к месту пункции капли крови начинают стекать в нее под действием капиллярного эффекта. После завершения сбора крови пробирку следует плотно закрыть. Необходимым условием для обеспечения качественной пробы является ее обязательное немедленное перемешивание с антикоагулянтом путем (в зависимости от формы пробирки)  осторожного встряхивания или переворачивания пробирки 10 раз. В случае последовательного взятия капиллярной крови в несколько микропробирок необходимо соблюдать определенный порядок их заполнения. Последовательность взятия крови такова: в первую очередь заполняются пробирки с К2ЭДТА, затем с другими реактивами и в последнюю очередь заполняются пробирки для исследования сыворотки крови.

Следует отметить, что при взятии капиллярной крови возможен ряд особенностей, которые бывает весьма трудно стандартизировать:

- физиологические - холодные, цианотичные пальцы, 

- методические – малый объем исследуемой крови и в связи с этим

 необходимость разведения образца для анализа на гематологическом анализаторе и др.

Все это приводит к значительным разбросам в получаемых результатах и, как следствие, к необходимости повторных исследований для уточнения результата.

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.

3.4 Приготовление мазков для гематологических исследований

Подготовка стекол. Качество препаратов крови зависит от чистоты предметных стекол, для этого их специально обрабатывают, что включает следующие этапы: предварительное удаление иммерсионного масла, замачивание на 8-10 ч растворе с моющими средствами (2% р-р хозяйственного мыла или стирального порошка), кипячение в этом же растворе 5-10 мин. (не более!), промывка в проточной воде, высушивание и обезжиривание в смеси Никифорова 60 мин. Чистые стекла рекомендуется брать за края или пинцетом. 

Приготовление мазков крови. Необходимой предпосылкой для правильного учета морфологических характеристик клеток крови является правильно приготовленный и хорошо ' окрашенный мазок. Каплю крови наносят на предметное стекло на расстоянии 1,5 см от узкого края. Широкое основание насадки на моноветте помещают перед каплей крови под углом 45° к предметному стеклу и выполняют движение назад к капле с тем, чтобы кровь растеклась равномерно по ребру насадки. Затем быстро и легко, без нажима ведут моноветт с насадкой справо налево, равномерно распределяя кровь по предметному стеклу. Вся капля крови | должна быть использована для мазка. Для исследования готовятне менее 2  мазков из каждого моноветта. После приготовления мазка насадки снимают с моноветта, помещают в дезинфицирующий раствор, а затем утилизируют. Пластиковый лоток и поверхность рабочего стола также обеззараживают дезинфицирующим раствором.

Хорошо приготовленный мазок должен отвечать следующим условиям [приложение №1 к приказу МЗ СССР от 23.04.85 г. № 545]:

· он начинается на 1 — 1,5 см от узкого края предметного стекла и оканчивается в 2-3 см от его противоположного края;

· мазок должен быть равномерной толщины, а не волнообразным; хороший мазок крови толще всего вначале, постепенно утончается и заканчивается в виде следа, как бы оставленного тонкой щеткой;

· мазок должен быть «свободным с края», т.е слой крови не должен достигать длинного края стекла, а между ним и краем должно оставаться расстояние в несколько миллиметров;

· «метелочка» мазка должна быть расположена не ближе 1,5 см от края стекла;

· на мазке должны быть четко нанесены надписи: номер мазка, фамилия и инициалы пациента.

Эти критерии являются индикаторами оценки качества приготовленных мазков крови. Невыполнение одного из условий ведет к неправильному распределению клеток крови или плохому выявлению их морфологических о

собенностей, а вместе с тем и к ошибкам при их подсчете.

Мазки, превышающие 74 общей длины предметного стекла, очень толсты. Эритроциты в большей части такого мазка прижаты один к другому или ложатся монетными столбиками. Это мешает правильно исследовать морфологию клеток. Мазки короче 7г стекла очень тонки. Лейкоциты в них отделены друг от друга, сильно деформированы, неправильно распределяются (неравномерно по мазку).

Отсутствие свободных от крови краев означает, что использованная при приготовлении мазка насадка на моноветте касалось края предметного стекла. В таких случаях большие клетки перемещаются к краю мазка, и это вызывает неправильное распределение клеток. В неравномерном (волнообразном) мазке распределение клеток весьма неудовлетворительно. Толстые участки содержат больше лимфоцитов, тонкие — больше моноцитов и сегментоядерных клеток.

Приготовленный мазок высушивают на воздухе и маркируют ближе к началу мазка грифельным карандашом.

3.5 Фиксация и окраска мазков

Для доброкачественного исследования морфологии клеток крови не меньшее значение, чем приготовление мазка, имеют правильная его фиксация и окраска. Правильная фиксация мазка придает стойкость форменным элементам крови по отношению к содержащейся в красках воде, которая без фиксации мазка лизирует эритроциты и изменяет строение лейкоцитов. Фиксация мазка, вызывая коагуляцию белков, «прикрепляет» препарат к стеклу.

В качестве фиксаторов используют метиловый спирт, этиловый спирт, фиксатор Мая— Грюнвальда, смесь Никифорова, состоящую из равных частей этилового спирта и серного эфира. Лучшими фиксаторами являются метиловый спирт и фиксатор Мая—Грюнвальда. Недостаточная фиксация мазка дает слабую окраску нейтрофильной зернистости лейкоцитов и ведет к некачественной окраске клеток. Качественная окраска мазка позволяет правильно дифференцировать клетки крови и их структуру при микроскопическом исследовании.

После фиксации мазка его окрашивают. При применении любой методики окрашивания важно точно соблюдать методические правила приготовления растворов красителей и временные промежутки в течение процесса окрашивания. При приготовлении растворов красителей необходимо учитывать рН воды (она должна быть нейтральной). Партии красителей, поступающих в продажу, имеют различную интенсивность окраски. Поэтому необходимо опытным путем установить оптимальные концентрации (разведение) и время окрашивания для каждого флакона красителя, которые устанавливают путем окрашивания серии мазков растворами красителя различной концентрации, меняя длительность его воздействия.

Правильная и качественная окраска мазков крови и костного мозга имеет очень большое значение для точной оценки изменений морфологии крови. Известно, что окраска мазков состоит из двух этапов: фиксации и окраски. Можно пользоваться методами окраски на рельсах или в кювете.

Фиксация необходима для придания форменным элементам крови стойкости к воде, содержащейся в краске, и для коагуляции белка, что обеспечивает прикрепление клеток к стеклу.

Время фиксации обусловлено выбором используемого фиксатора:

1. Метиловый спирт - точно 3 мин.;

2. Фиксатор-краситель Мая-Грюнвальда - 3 мин. (5-10мин.);

3. 96% этанол или смесь Никифорова (1:1= 96% этанол+серный эфир) - не менее 30 мин. 

Окраска мазков. Принцип основан на химическом сродстве различных составных частей клетки к анилиновым краскам. Внутриклеточные структуры могут быть базофильными и ацидофильными. Ядро, содержащее в значительном количестве нуклеиновые кислоты, связывает, главным образом основные краски (базофильное). Цитоплазма (и включения в цитоплазму) разных клеток может включать различные краски в зависимости от типа и зрелости клетки.

Таким образом, кислые внутриклеточные субстраты, связываются с основными красителями, т.е. являются базофильным, а основные внутриклеточные субстраты -связываются с кислыми красителями, т.е. являются оксифильными (ацидофильными, ортохромными). Если включаются оба красителя одновременно, то окраска -метахроматическая. 

Красители. Русский врач Д.Л.Романовский в 1891 предложил свой краситель. Окраска с помощью комбинации основных и кислых красителей называется окраской по Романовскому и имеет различные модификации (Нохта, Лейшмана, Гимзы, Паппенгейма, Райта и др.)

I. Основные красители:

1)
метиленовый синий и его производные:

азур 1 (метиленовый азуровый)

азур 11 (смесь равных частей азура 1 и метиленового синего)

2)
толуидиновый синий.

И. Кислые красители: водорастворимый желтый эозин.

Критерии хорошей окраски мазков считаются общепринятые: Эритроциты - розовые (гемоглобин, будучи основным, окрашивается в ацидофильно). Ядра лейкоцитов окрашиваются в фиолетово-красный цвет с хорошо видимой структурой хроматина, ядрышки - в синевато-голубоватый или светло-светло-фиолетовый, цитоплазма нейтрофилов - в светло-розовый, лимфоцитов - в сине-голубой, моноцитов - в серо-голубой. Зернистость эозинофильная - оранжево-красная, базофильная - темно-фиолетовая, азурофильная - вишнево-красная. Следует помнить, что белки являются амфолитами, легко изменяющими свой заряд в зависимости от реакции среды, поэтому рН, при которой происходит окраска, имеет большое значение.

Значение рН воды. Азур-эозиновые смеси красок обладают высокой чувствительностью к реакции красящей среды, поэтому применяемая для приготовления красящих расворов и для смывания их дистиллированная вода должна иметь нейтральную реакцию. Хорошо известно, что при кислой реакции воды клетки долго не прокрашиваются и имеют красный оттенок, а при щелочной (чаще всего причиной щелочной оеакции являются стекла, плохо отмытые от моющих средств) - эритроциты окрашиваются в серовато-си Определение рН воды определяют либо с помощью рН-метра либо с помощью индикаторных полосок. Для получения хорошей окраски воду щелочной реакции следует подкислить 1% уксусом, а воду кислой реакции - подщелачивают по каплям 1% расвором бикарбоната натрия. Можно сделать буфер: 100 мл дистиллята + 0,5 мл раствора двузамещенного фосфата натрия (17,838г + 1л воды) + 0,5 мл р-ра однозамещенного фосфата калия (13,614 +1л воды), рН должна быть = 6,8-7,2 (кровь - 7,0; КМ - 7,4-7,5). Приготовление краски. Титр краски и время окрашивания устанавливают по мазку с лучшей окраской.

1. Титр краски - это оптимальное количество краски на 1 мл дистиллята -устанавливают путем окрашивания разными разведениями краски: 1, 2 или 3 капли на 1 мл диет.воды.

2. Рассчет необходимого количества краски (рабочего раствора) на N количество мазков: на 1 мазок требуется 3-4 мл краски, а для N мазков - N х (3-4мл) = считать мл

3. Приготовление рабочего раствора - краску разводят, приливая ее к воде, но не наоборот. Разведенной краской можно пользоваться только в течение рабочего дня.

Примечания!

каждая новая партия красителей требует отработки своего режима окраски, даже если они применяются для одного и того же биоматериала; -   при приготовлении красок и смывания их должны обязательно использоваться буферные смеси с рН 6,8-7,3;

разные биоматериалы требуют своего режима окраски. Наиболее распространенными являются окраска по Романовсому-Гимзе и окраска Мая-Грюнвальда по Паппенгейму. В качестве унифицированных приняты окраска мазков по Нохту и по Паппенгейму. По Романовскому. Только кровь.

1. Высушенные на воздухе, надписанные мазки фиксируют метиловым спиртом 3 мин.

2. после высыхания фиксатора + раб. раствор Романовского (разведение 1 капля краски на 1 мл дистиллята) - на 20-25 мин.(25-40 мин.)

3. далее слить краску, смыть водой, высушить.

По Нохту. ПК, КМ. Готовят краски: азур-эозин (1г азура 11 + 1л дистилированной воды) и водный эозина калия (1г +1л дистилированной воды); можно приготовить буфер вместо диет, воды; вызревание краски длительное - 12-14 дней; готовят рабочий раствор перед употреблением (0,5 мл азура 11 +0,5 мл эозина + 3 мл дистиллированной воды/буфера), пропорции могут варьировать.

1. Мазок перед окраской фиксируют метанолом - 3 мин., высушивают;

2. На высохший фиксированный мазок наливают рабочий р-р краски 20-30 мин (либо помещая мазки в кювету с рабочим раствором, либо наливают на мазок, помещенный «на рельсы», 3-4 мл рабочего раствора).

3. Вынимают контейнер со стеклами из кюветы с красителем и помещают его в кювету с водопроводной водой (в случае окраски «на рельсах» краску со стекол смывают водопроводной водой, не снимая их с «рельсов» ).

4. Высушивают на воздухе.

По Паппенгейму - комбинированная окраска с помощью фиксатора-красителя Мая-Грюнвальда-Романовского-Гимзе. Препараты костного мозга, селезенки, лимфоузлов.

	
	Сухие нефиксированные мазки
	В кювете
	Или на рельсах

	
	1. фиксировать фиксатором-красителем Мая-Г рюнвальда 3(5) мин.
	Поставить мазки в кювету с раствором М.-Г.
	на нефиксированный мазок налить 3-4 мл

	
	2. промыть диет, водой (или водопроводной водой)
	Ополоснуть в кювете с диет, водой
	Не сливая краситель-фиксатор, добавить 3-4 мл воды на 1 мин.

	
	
	

	
	
	

	
	
	



Мазки пунктатов л/у и селезенки принято окрашивать по Лейшману и Райту без предварительной фиксации с помощью краски Лейшмана.

Специальные методы окраски предназначены для выявления особенностей клеток:

1. суправитальная окраска на ретикулоциты бриллиантовым крезиловым синим;

2. для выявления базофильной зернистости эритроцитов метиленовым синим;.

3. для выявления телец Гейнца в Эр - метод Дейси - метиленовым фиолетовым;

4. окраска на сидероциты и сидеробласты - берлинской лазурью;

3.6 Микроскопия мазка

Микроскопию мазков проводят по следующей методики. Мазок  передвигают от верхнего края к нижнему. Затем отодвигают на 2-3 поля зрения вдоль края и идут в обратном направлении до верхнего края и т.д. можно использовать и другие способы. 

Микроскопическое исследование исходно проводится под малым увеличением микроскопа сухим объективом ( х10) носит ориентировочный характер и преследует: а) плотность ядерных клеток, б) распределение клеток, в) наличие ненормальных клеток, г) определение наиболее подходящего участка для подробного исследования.

Под большим увеличением с иммерсией (объектив с погружением, х90) производят подробное исследование патологических характеристик, а также дифференцированный подсчет клеток.

Исследование эритроцитов. В то время как правильное определение Гб и Гт указывают на наличие анемии, аспект эритроцитов на мазке способствует уточнению вида анемии. Хотя по расчету постоянных эритроцита получаются точные данные о величине эритроцитов и содержания в них гемоглобина, тем не менее в текущей практике исследование мазка представляет более быструю и реальную информацию. Граница между средней и терминальной третью мазка составляет оптимальную зону идеальной толщины для исследования эритроцитов. По величине определяется нормоцитный, микроцитный или макроцитный характер. Лишь небольшие отклонения от нормы не подлежат определению, в связи с чем требуется какой-либо стандарт для сравнения или прямое измерение, с помощью окулярного микрометра.

В отношении формы определяются: сфероцит, овалоцит, «звездочкообразный», «капельный», дробленный эритроцит или шизоцит, серповидный и пр. эритроциты. Степень колебания величины (анизоцитоз) и формы (пойкилоцитоз) выражаются +, ++, +++ или ++++. Однако для постановки диагноза подробное описание этих колебаний представляет большую ценность, чем общий термин анизоцитоз или пойкилоцитоз. Колебания содержания гемоглобина по сравнению с нормой (нормохромия) вызывают различную интенсивность цвета (анизохромию). Распространение бледного участка, в центре эритроцита, указывает на уменьшение содержания в нем гемоглобина (гипохромию), резкий характер этого явления отражается в анулоцитозе. Резко и однородно окрашенные эритроциты, в которых отсутствует бледная центральная зона (гипохромные) появляются либо за счет увеличения объема — макроциты, мегалоциты, либо по причине утолщения — сфероциты. Необходимо отмечать и другие аномалии эритроцитов, такие как: полихроматофилия, базофильноточечный аспект (базофильная пунктация), кольца Кабо, тельца Жолли, эритробласты, эритроциты с паразитами или расположение эритроцитов валиками. В любом случае число полихроматофильных эритроцитов должно соответствовать числу ретикулоцитов, выявленных на суправитальных препаратах. Когда на мазке число эритробластов невелико они выражаются из расчета на 100 лейкоцитов, когда же их количество большее счисление делается на 1000 эритроцитов и цифра выводится на мм3. В таком случае необходимо внести поправку показателя лейкоцитов вычитанием эритробластов из общего количества ядерных клеток, выявленных при счислении в камере. Поскольку наличие эритробластов в периферической крови всегда носит патологический характер, их следует тщательно отличать от мелких лимфоцитов. Число эритробластов отражает, в частности, степень реактивности костного мозга и лишь в меньшей мере тяжесть анемии.

4.Контроль качества исследования морфологических характеристик эритроцитов при микроскопии.

4.1Порядок 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]. 

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).

4.2Внешняя 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 исследовании.

5.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.

6.Требования к режиму труда и отдыха, диетическим назначениям и ограничениям при подготовке пациента к взятию крови

 Взятие крови из вены и пальца проводится натощак (см. п. 6.1). Другие требования  - см. ГОСТ Р 53079.4―2008[6].

7. Трудозатраты на выполнение исследования клеточного состава крови


Трудозатраты рассчитаны в условных единицах трудозатрат (УЕТ) на исследование образца крови (таблица 14).

Т а б л и ц а  14   Трудозатраты в УЕТ на выполнение технологии «Исследование клеточного состава крови»

	Код

услуги
	Вид исследования
	Трудозатраты в УЕТ.

	
	
	Специалиста со средним образованием
	Врача клинической лабораторной диагностики

	2.1.2
	Взятие крови из пальца для гематологических исследований одного гематологического показателя
	2
	

	2.2.


	Регистрация (предварительна и окончательная)


	4,5
	

	
	Измерение диаметра эритроцитов в окрашенном мазке окуляр-микрометром 
	
	20



	
	Оценка результата и подготовка заключения
	
	0,1
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	Оптимальное время исследования крови – в интервале от 1 до 4 часов после взятия. В промежутке от 5 до 30 минут происходит временная адаптации тромбоцитов к антикоагулянту и их агрегация, что может привести к их ложному снижению в пробе крови.


	Нежелательно исследовать кровь позднее 8 часов после взятия, т.к. изменяются некоторые характеристики клеток: снижается объем лейкоцитов, повышается объем эритроцитов, что в конечном итоге приводит к ошибочным результатам измерения и неправильной интерпретации результатов. Только концентрация гемоглобина и количество тромбоцитов остаются стабильными в течение суток хранения крови. 


	Кровь нельзя замораживать. Капиллярную кровь с К2ЭДТА следует хранить при комнатной температуре и анализировать в течение 4 часов после взятия.  





3. добавить рабочий р-р Романовского


15-20 мин.


или добавить краски азур-эозин по Нохту (8-15 мин.)�
Поставить мазки в кювету с краской Романовского�
Налить на мазок краску Романовского 3-4мл.�
�
4. промыть водопроводной водой�
Ополоснуть в кювете с диет, водой�
не сливая краситель-фиксатор, добавить 3-4 мл воды на 1 мин.�
�
5. высушить на воздухе.�
�
�
�
 








