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Современные методы анализа клеток системы крови

Количественный состав и морфология клеток крови у чело​века в норме характеризуются достаточно высокой стабильностью, которая связана с постоянством действия регуляторных меха​низмов, направленных на поддержание гомеостазиса. Поэтому изучение различных изменений в системе крови при заболева​ниях имеют важное диагностическое значение. В медицинской практике наибольшее распространение имеет общеклинический анализ крови, который включает определение концентрации ге​моглобина, подсчет содержания эритроцитов, вычисление цвето​вого показателя, подсчет количества лейкоцитов, лейкоцитарной формулы и исследование скорости оседания эритроцитов. Этот анализ проводят в большинстве случаев первичного обследова​ния в амбулаторных условиях и при многих видах медицинской экспертизы, а также практически всем стационарным больным. 

Изменения крови при заболеваниях крайне разнообразны и зависят от тяжести процесса, общей реактивности организма и сопутствующих осложнений. При анализе гематологических из​менений необходимо учитывать, что существенное влияние мо​гут оказывать различные лечебные и диагностические воздейст​вия: медикаментозное лечение, оперативные вмешательства, физиотерапия, лучевая терапия, диагностические процедуры. При гематологической патологии исследования клеток крови приоб​ретают первостепенное диагностическое значение. 

Лабораторное обследование необходимо проводить с учетом клинических данных и состояния больного. С помощью показате​лей клеток крови проводится дифференциальная диагностика, выбирается схема лечения, наблюдаются результаты терапии и так далее.  В сложившейся к настоящему времени системе клиническо​го мышления  гематологические данные имеют очень важное значение, так как являются одним из существенных элементов характеристики клинико-физиологического статуса больного и динамики развития болезни. Использование результатов иссле​дования крови составляет неотъемлемое звено процесса диаг​ностики и последующего наблюдения за результатами развития патологического процесса на фоне проводимых лечебных мероп​риятий. Изменения клеточного состава периферической крови на​блюдаются не только при патологии, но и при различных физи​ологических состояниях организма. На показатели крови могут оказать влияние физическая и эмоциональная нагрузка, сезон​ные, климатические, метеорологические условия, время суток, прием пищи и т.д. Чтобы устранить влияние этих факторов кровь для повторных анализов необходимо брать в одних и тех же ус​ловиях. 

Для подсчета и анализа клеток крови используют как руч​ные микроскопические методы, так и гематологические счетчики разного уровня автоматизации. За последние 15-20 лет произош​ло существенное развитие технологии и аппаратуры для автома​тического исследования клеток на принципе проточной цитометрии. В развитых странах мира автоматический анализ крови почти полностью заменил ручные и полуавтоматические методы. 

Условия взятия, хранения и доставки образцов крови

Правильному проведению процесса сбора образцов крови до​лжно уделяться большое внимание, чтобы гарантировать надеж​ность и точность лабораторных исследований. К сожалению, час​то наблюдается недостаточное внимание к данному аспекту об​следования. Возникающие при этом погрешности трудно поддаются контролю по той причине, что они часто имеют внелабораторное происхождение. 

Лаборанты, производящие взятие крови, а также работники процедурных кабинетов и дежурный персонал должны распола​гать всем необходимым, чтобы обеспечить сбор материала в со​ответствии с Методическими рекомендациями Минздрава (1979) и требованиями инструкций при проведении специальных ис​следований. 

На гематологические показатели могут оказывать влияние большое число различных факторов, поэтому взятие проб до​лжен быть по возможности максимально стандартизировано. Та​кие данные, как возраст, пол, активность пациента, должны обя​зательно учитываться. Концентрация гемоглобина и гематокрит у постельных больных снижены примерно на 6%. Пациенты с диареей и рвотой при поступлении в стационар могут находить​ся в состоянии дегидратации и гемоконцентрации. После регидратации может наблюдаться значительное снижение гемоглоби​на и гематокрита, что ошибочно может быть принято за кровопотерю. Другие факторы, например, физические нагрузки, тревога, курение, прием медикаментов, могут оказывать существенный эффект на некоторые гематологические параметры. В отдельных случаях должны учитываться даже суточные колебания значе​ний анализов. 

На точность и правильность результатов во многом могут оказать влияние техника взятия крови, используемые при этом инструменты (иглы, скарификаторы и др.), пробирки, в которые осуществляется забор, а в последующем происходит хранение и транспортировка. Не последнюю роль играет также выбор антикоагулянта. 

При венозном взятии крови, которому отдается предпочте​ние, игла должна быть достаточно большого диаметра и иметь короткий срез, чтобы не травмировать противоположную стенку вены и избежать гемолиза. При наложении жгута давление в вене должно обеспечивать минимальный стаз, при котором клет​ки не повреждаются. 

Стеклянные пробирки часто несут на поверхности следы детергентов, а также обладают способностью обмениваться ионами с кровью. Моноциты в той или иной степени прилипают к повер​хности стекла, что может сказаться на результатах анализов. Пробирки, бывшие долго в употреблении, имеют поврежденную поверхность, что при транспортировке и центрифугировании травмирует клеточные элементы. Это в некоторых случаях от​ражается на результатах иммунологического фенотипирования клеток, а также может привести к гемолизу эритроцитов, изме​нению их кислотной и осмотической резистентности. Этого мож​но избежать, если для проведения определенных анализов ис​пользовать пластиковую лабораторную посуду. 

Антикоагулянты требуются при взятии крови в большинст​ве случаев гематологических исследований. Наиболее часто ис​пользуют дикалиевую соль этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), тринатрий-цитрат и гепарин. Пер​вые два вещества ингибируют коагуляцию путем удаления кальция из крови; гепарин действует путем образования неак​тивного комплекса с антитромбином III плазмы, который являет​ся ингибитором образования тромбина. 

Цитрат натрия - антикоагулянт выбора при исследованиях свертывающей системы крови и функции тромбоцитов. ЭДТА - предпочтительный антикоагулянт при подсчете форменных эле​ментов крови с использованием автоматических гематологичес​ких анализаторов. Гепарин является лучшим антикоагулянтом для определения осмотической резистентности эритроцитов и функциональных исследований лейкоцитов, включая ряд тестов с иммунологическими маркерами. Особенностью действия этого антикоагулянта является способность максимально предотвра​щать гемолиз. Использование гепарина нецелесообразно при под​счете лейкоцитов и тромбоцитов, так как он полностью не пред​отвращает агрегацию клеток. Мазки, приготовленные из гепаринизированной крови и окрашенные по Романовскому, имеют го​лубоватый фон. 

Несоответствие концентрации антикоагулянта объему взятой крови, недостаточно тщательное смешивание могут привести к значительным ошибкам, в том числе повлечь за собой неточное определение концентрации клеточных элементов, искажение морфологической структуры клеток. В этом также заключается наиболее часто встречающийся источник ошибок при исследова​нии свертывающей системы крови. Использование коммерчес​ких вакуумных пробирок (vacutainers - вакуумтейнер), запол​ненных точным объемом и определенной, соответствующей кон​центрацией необходимого в конкретном случае антикоагулянта, сводит эти ошибки к минимуму. Кровь с антикоагулянтом может сохраняться при 4° С в течение 24 ч без каких-либо существен​ных изменений числа и морфологии клеток. Тем не менее, гема​тологические исследования рекомендуется проводить как можно раньше, так как патологические клетки часто менее устойчивы к хранению. 

При выполнении гематологических исследований на значи​тельном удалении от места взятия крови неизбежно возникают проблемы, связанные с неблагоприятными условиями транспор​тировки. Воздействие механических факторов (тряска, вибрация и т.д.), температурного режима, вероятность пролива и загрязне​ния проб могут оказывать влияние на качество анализов. Для устранения этих причин при перевозках пробирок с кровью ре​комендуется использовать специальные транспортные изотерми​ческие контейнеры. 

Надежность (качество) гематологических анализов

Оценка качества всех процедур, предназначенных для коли​чественных гематологических анализов, включая как мануальную, так и автоматизированную технику, может быть интерпре​тирована через надежность теста. Это особенно важно при оцен​ке клинического значения незначительных по абсолютной величине изменений. Надежность (качество) данных описывает​ся в терминах ГОСТ 16263-70 и включает в себя следующие тер​мины: 

точность измерений - качество измерений, отражающее бли​зость их результатов к истинному значению. Высокая точность соответствует малым систематическим и случайным погрешнос​тям. Точность показывает разницу между изморенной и истин​ной величиной, поэтому она может быть определена только при условии, что известно истинное значение. При проведении гема​тологических анализов четкие стандарты имеются только для измерения гемоглобина; 

правильность измерений -качество измерений, отражаю​щее близость к нулю систематических погрешностей в их ре​зультатах; 

сходимость измерений - отражает близость друг к другу результатов, выполненных в одинаковых условиях (параллель​ные исследования, проведенные одним лицом в определенной ла​боратории, в одно время, с использованием определенных изме​рительных приборов и т. д.); 

воспроизводимость измерений - показывает вариабельность между повторными измерениями одного и того же образца в различных условиях (в разное время, в различных местах и т. п.). 

Измерение, выполненное с высокой точностью, содержит мало погрешностей и является правильным. Высокая сходимость и воспроизводимость измерений не могут являться однозначными показателями их правильности и точности. 

Для большинства тестов разброс величин соответствует нор​мальному (гауссову) распределению относительно среднего зна​чения; следовательно, воспроизводимость может быть выражена через среднее квадратичное отклонение (SD). Чтобы сравнить результаты тестов, выраженные в различных единицах, пред​почтителен коэффициент вариации (CV), который вычисляют по формуле:

           SD
CV = ---------   x 100  

           X"

где CV - коэффициент вариации (%), SD - среднее квадратич​ное отклонение, X" - средняя величина. 

CV может использоваться для определения воспроизводимости двух независимых друг от друга испытаний, например, подсчета эритроцитов (клеток/ л) и концентрации гемоглобина (г/дл). 

Показатель гематокрита

Гематокрит (НСТ - hematocrit, гематокритная величина) отражает долю объема крови, занимаемую эритроцитами; выра​жается в процентах или в виде индекса в системе СИ (л/л). Тест включает в себя центрифугирование образца крови с добавлени​ем антикоагулянта в стандартном капилляре и измерение высо​ты столбика эритроцитов. Для определения гематокрита приме​няются как микро-, так и макрометоды. 

Наиболее распространен центрифужный способ с использо​ванием гематокритных центрифуг, например, с применением микроцентрифуги МЦГ-8, которая дает очень  высокие обороты и укомплектована капиллярными трубками и отсчетной шкалой. 

При макрометоде центрифугирование проводят при 3000 об/мин в течение 30 мин. Гематокрит также измеряют по разнице в электропроводности цельной крови и плазмы при помощи специальных приборов (АГ-1). Расчетным путем гематокритный показатель определяют путем умножения среднего объема эритроцитов на число эритроцитов в крови. Этот способ наиболее часто применяется на автоматических анализаторах крови. 

Определение гематокрита является точным методом оценки эритроцитарной системы; он выполняется быстро, не требует сложного инструментария, для него необходимы минимальные технические навыки. Однако надо помнить, что гематокрит отражает лишь концентрацию эритроцитов в крови, а не их общую массу в организме. Например, у пациентов с шоком за счет гемоконцентрации гематокрит может быть нормальным или даже высоким, хотя общая масса эритроцитов значительно снижена в связи с потерей крови. Следовательно, данный показатель не может быть надежным при диагностике анемии сразу после кровопотери или гемотрансфузий. 

Основным источником ошибок при определении гематокрита является несоответствующая концентрация антикоагулянта, недостаточное перемешивание образца или недостаточное центрифугирование. Специальная калибровка или контрольные материалы обычно непригодны для оценки качества этого исследования. Небольшую часть столбика эритроцитов занимает плазма, оставшаяся между клетками; она составляет от 1 до 2% этого столбика, что не имеет важного клинического значения. При наличии патологических форм эритроцитов количество такой плазмы может составлять до 6 % от общего объема клеток. Обычно, чем выше гематокрит, тем больше плазмы оказывается между клетками. Макрометод в связи с относительно медленной скоростью центрифугирования приводит к менее компактной "упаковке" эритроцитов, за счет чего между ними задерживается больше плазмы. Определение такой "задержанной" плазмы можно провести при помощи добавления человеческого сывороточного радиойодированного альбумина, что позволит скорректировать гематокрит. 

Способ определения гематокрита с использованием гематокритных центрифуг более удобен для использования, чем макрометод, и проводится гораздо чаще. И хотя автоматические счетчики постепенно вытесняют мануальную технику, этот метод пока еще очень необходим в тех случаях, когда счетчики недоступны. Кроме того, мануальный метод показан с целью прогнозирования возможных тромбоэмболических осложнений при гипервязкости крови. В случаях полицитемии исследование, проведенное при помощи счетчика, недостаточно надежно. Мануальный метод имеет также ценность у пациентов с измененным осмотическим давлением плазмы. У таких пациентов гематокрит не может быть использован для вычисления среднего объема эритроцитов (MCV - mean corpuscular volume); этот показатель должен определяться при помощи автоматических счетчиков, в которых клетки ресуспендируются в изотоническом растворе. При использовании как микро-, так и макрометода, воспроизводимость показателя гематокрита, если ее оценивать по коэффициенту вариации (CV), составляет примерно 2 %. 

В большинстве гематологических анализаторов предусмотрена возможность определения гематокрита. В кондуктометрических типах аппаратов электронным методом измеряется средний корпускулярный объем эритроцита (MCV), эта величина умножается на количество клеток в единице объема, и вычисляется гематокрит. В лазерных проточных системах используется тот же расчетный способ. Отличие заключается только в оптической технике измерения, которая соотносит величину светового импульса, образующегося при прохождении эритроцита через лазерный луч, с клеточным объемом. В других гематологических анализаторах при продолжительном центрифугировании оптически определяется объем осевших эритроцитов. Все эти методы обеспечивают данные, очень близкие к тем, которые получаются при мануальной технике. 

Концентрация гемоглобина 

Определение гемоглобина в крови является одним из основных и наиболее важных лабораторных исследований. Уменьшение концентрации гемоглобина приводит к нарушениям тканевых энергетических процессов, вызывает гипоксию и заболевание анемией. Снижение гемоглобина ниже известных предельных величин несовместимо с жизнью и ведет к смерти. 

Гемоглобин - интенсивно окрашенный протеин, и эта особенность используется для определения его концентрации. В качестве наиболее надежного и стандартного способа измерения рекомендуется цианметгемоглобиновый метод. В основе лежит превращение различных форм гемоглобина - оксигемоглобина, карбоксигемоглобина, метгемоглобина и небольшого количества других компонентов гемоглобина, присутствующих в эритроцитах, в одно устойчивое соединение - циангемоглобин. Эта реакция легко происходит при смешивании определенного количества крови с водным раствором железистосинеродистого калия и цианистого калия (реактив Драбкина) при комнатной температуре. Все формы гемоглобина, за исключением сульфгемоглобина, который редко имеется в значимых количествах, превращаются в цианистое производное. Реакция завершается очень быстро, а полученная окраска сохраняет устойчивость на протяжении 48 ч. После проведения реакции (обычно через 10 мин) концентрацию гемиглобинцианида определяют в спектрофотометре при 540 нм. При тех же условиях измеряют стандартный раствор, а затем вычисляют концентрацию гемоглобина. Этот показатель выра​жают в г/дл или в г/л. Обычно он хорошо коррелирует с гематокритом. 

Определение размеров эритроцитов 

 Диаметр эритроцита может быть определен путем прямого измерения отдельных клеток с помощью окуляр-микрометра или по диаметру диффракционных колец, появляющихся при про​хождении света через мазок крови. Более детальные представ​ления о размерах эритроцитов можно получить при построении кривой Прайс-Джонса. Эти относительно трудоемкие и непопу​лярные в лаборатории методы в настоящее время вытеснены электронными способами. 

Суммация отдельных клеточных объемов дает среднюю ве​личину объема эритроцитов, а распределение объемов с помощью электронного счетчика может быть представлено в виде гистог​раммы. И хотя не все лаборатории могут пользоваться этим ме​тодом, он дает возможность точно различить популяции эритро​цитов разного объема у пациентов с анемией, вызванной дефи​цитом железа, фолиевой кислоты или витамина В12. 

Вычисление индексов эритроцитов 

Показатели MCV ( mean corpuscular volume, средний объем эритроцита, средний корпускулярный объем), МСН ( mean cor​puscular hemoglobin, среднее содержание гемоглобина в эритро​ците), МСНС (mean corpuscular hemoglobin concentration, сред​няя корпускулярная концентрация гемоглобина), а также мето​ды их вычисления были введены в 1929 г. Винтробом (Wintrobe, 1993). 

Средний объем эритроцита (MCV) вычисляется путем де​ления гематокритной величины 1 мм3 крови на число эритроци​тов в 1 мм3 по формуле: 

             Гематокрит 1 мм3 

MCV= --------------------------------   (в норме  составляет 86-88 мкм3 (фл))
             Число эритроцитов в 1 мм3 

Результат выражают в кубических микрометрах (мкм3), или в фемтолитрах (фл). На практике средний объем эритроцита вы​числяют путем умножения гематокрита (%) на 10 и деления полученного  произведения на число эритроцитов в миллионах в кубическом миллиметре крови: 

                Гематокрит (%) х 10 

MCV=  -------------------------------------------

                Число эритроцитов (млн.кл./ мм3) 

Среднее содержание гемоглобина в эритроците (МСН) уста​навливается по формуле: 

                     Гемоглобин (г/ дл)  х 10 

МCH = -------------------------------------------- (норма составляет 27-31 пг.)

                  Число эритроцитов (млн./мкл) 

Результат выражают в пикограммах (пг), норма составляет 27-31 пг. Этот показатель характеризует среднее содержание гемоглобина в отдельном эритроците. Он аналогичен цветовому показателю, который входит в общий анализ крови и широко используется в клинике. На основе этих индексов анемии разде​ляют на нормо-, гипо- и гиперхромные. 

Средняя концентрация гемоглобина в эритроците (МСНС) вычисляется путем деления концентрации гемоглобина в г/100 мл на гематокрит и умножения на 100:  

                   Гемоглобин ( г /дл) 

МCHC = --------------------------- x 100.   (в норме составляет 30-37 г/дл.)

                 Гематокрит (%) 

Выражается этот индекс в г/дл. Различия между двумя пос​ледними индексами должны быть понятны. Первый показатель указывает на массу гемоглобина в среднем эритроците и выра​жается в долях грамма. (пикограммах). Второй индекс показыва​ет концентрацию гемоглобина в среднем эритроците, т.е. соотно​шение содержания гемоглобина к объему клетки. Он отражает насыщение эритроцита гемоглобином и в норме составляет 30-37 г/дл. В отличие от среднего содержания гемоглобина в эритро​ците (МСН) МСНС не зависит от среднего клеточного объема и является чувствительным тестом при нарушениях процессов гемоглобинообразования. Информативность МСНС при железодефицитных анемиях составляет 55% (Золотницкая Р.П., 1982). 

При нормохромных анемиях повышение или понижение сред​него размера эритроцитов связано с соответствующим повыше​нием или снижением массы гемоглобина, содержащегося в клет​ке, а средняя концентрация гемоглобина (МСНС) остается нор​мальной. При гипохромных анемиях снижение среднего содер​жания гемоглобина в эритроците более значительно, чем умень​шение среднего объема клеток. Поэтому МСНС субнормальна. 

За исключением наследственного микросфероцитоза, в неко​торых случаях серповидноклеточной анемии и гемоглобиноза С, МСНС не превышает 37 %. Следовательно, предельная гиперхромия встречается очень редко. Величина 37% - практически верхний предел, насыщения эритроцита гемоглобином, и даль​нейшее увеличение концентрации может закончиться кристал​лизацией. 

Показатель MCV является наиболее информативным для ис​следования и диагностики анемий. МСН и МСНС несут меньшую клиническую информацию. 

Взаимосвязь эритроцитарных индексов выражается формулой: 

                      МCHC (г/л) x МСV(фл) 

МСH(пг) = ------------------------------------ 

                                1000 

Индексы эритроцитов при заболевании эритрона  

	ЭРИТРОИДНЫЕ НАРУШЕНИЯ

	
	
	
	

	
	АНЕМИИ
	
	ПОЛИЦИТЕМИИ

	
	
	
	

	
	Hb    < 120 g/l

RBC < 4 x 1012 l
	
	Hb     > 160 g/l

RBC > 5 x 10 12 l

	
	
	
	

	Микроцитарные
	Нормоцитарные
	Макроцитарные
	

	MCV    < 75 fl
Гипохромная

MCH    < 24 pg
MCHC < 30 g/dl
	MCV    = 75 - 95 fl
Гипохромная

MCH    = 24 – 34 pg
MCHC = 30 - 38 g/dl
	MCV    > 95 fl
Гипохромная

MCH    > 34 pg
MCHC > 38 g/dl
	


Современные гематологические автоматы получают величи​ны МСН и МСНС расчетным путем по программе, заложенной в процессор. При отсутствии автоматов эритроцитарные индексы удобно вычислять по номограмме Мазана. 

Цветовой показатель (ЦП) - относительная величина, ха​рактеризующая среднее содержание гемоглобина в эритроците. Формула для вычисления цветового показателя имеет вид: 

               Гемоглобин (г/л) х 3 

ЦП = ----------------------------------------

             Первые три цифры содержания эритроцитов 

В норме ЦП составляет 0,86-1,05. Этот показатель имеет та​кую же клиническую интерпретацию, как среднее содержание ге​моглобина в эритроците. Однако, цветовой показатель определя​ется в условных единицах, поэтому имеет отвлеченное значение. 

Техника подсчета клеток

Мануальные методы.

Подсчитывать количество клеток в единице объема крови можно при помощи счетных камер и в мазках крови (подсчет тромбоцитов или ретикулоцитов на определенное количество эрит​роцитов). По международной системе единиц (СИ) число фор​менных элементов в крови выражают в расчете на 1 л. При под​счете содержания клеток в мазках крови препараты готовят и окрашивают особым образом. Подсчитывают под иммерсионным объективом с использованием окошка Фонио 1000 эритроцитов и количество встречающихся клеток (тромбоцитов, ретикулоцитов и др.). Зная абсолютное число эритроцитов в 1 л крови, вычисля​ют содержание анализируемых клеток. 

Наиболее распространен классический микроскопический метод подсчета клеток при помощи счетных камер, в частности камеры Горяева. Принцип этого способа заключается в том, что кровь разводят при помощи градуированных пипеток или ме​ланжеров соответствующими растворами и помещают в камеру определенного объема, в которой нанесена счетная сетка. Клетки подсчитывают визуально при помощи микроскопа. Эта техника может использоваться как для подсчета эритроцитов, так и для лейкоцитов, тромбоцитов и других клеток. 

Ручные методы подсчета клеток чрезвычайно трудоемки и не всегда дают достаточно точные результаты, так как при визу​альном подсчете постоянно присутствует субъективный фактор. Кроме того, малейшие отклонения от правил подготовки камеры и подсчета клеток влияют на конечный результат исследования. Вместе с тем, эти методы не требуют специального оборудова​ния, реактивов и могут быть применены практически в любых условиях. 

Автоматические методы

По сравнению с мануальной техникой автоматический под​счет - более точный метод оценки концентрации клеток. Каж​дый тип электронного счетчика обладает определенными особен​ностями, многие из них способны определять не только число клеток, но и другие гематологические показатели. Электронные счетчики могут быстро анализировать достаточно большое коли​чество проб крови; кроме того, они сводят к минимуму техничес​кие ошибки, обычно сопровождающие мануальный подсчет, т.к. аппарат просчитывает гораздо большее число клеток. 

Многие виды автоматических приборов использовались в ге​матологических лабораториях за последние 30 лет. Это оборудование развивалось от полуавтоматических, одноканальных счет​чиков до многопараметровых анализаторов, способных опреде​лять до 26 и более гематологических показателей со скоростью 120 проб крови в час. На сегодняшний день в мире применяется около 45 различных типов счетчиков клеток крови. Помимо круп​ногабаритных, сложных автоматов, в небольших лабораториях используются компактные автоматические и полуавтоматичес​кие счетчики. 

Использование счетчиков значительно облегчает труд работ​ников лабораторий, повышает его производительность, а кроме того улучшает качество и точность анализов. Эти приборы про​изводят фирмы, занимающиеся медицинским лабораторным обо​рудованием (Abbott, Coulter, Medical', Roche, Serono, Sysmex и др.). В последнее время достигнут достаточно высокий уровень автоматизации этих исследований, что касается всех стадий про​ведения анализа - от взятия исследуемой пробы до представле​ния конечных результатов. 

Наибольшее распространение получили приборы, подсчет клеток в которых основан на кондуктометрическом способе, ко​торый получил также название метода Култера. На более слож​ных приборах применяются оптические и радиочастотные де​текторы. 

Кондуктометрические счетчики

Эти приборы (например, Coulter, Sysmex, Celloscope и др.) считают клетки путем пропускания их суспензии через отверс​тие малого диаметра (апертуру) и определения изменений элек​трического сопротивления, вызванных прохождением клеток. По обе стороны от апертуры находятся электроды, через которые проходит постоянный электрический ток при наличии в сети из​мерительного устройства. Электрическое сопротивление клеток значительно выше по сравнению с электролитом. В тот момент, когда клетка будет проходить через микроотверстие, сопротив​ление в электрической цепи резко возрастет, и на приборе заре​гистрируется импульс. Пропуская через апертуру строго опре​деленное количество суспензии и регистрируя число событий, осуществляется подсчет клеток, а анализ амплитуды импульсов позволяет оценить размеры микрообъектов. 

Для правильного подсчета клеток через апертуру необходи​мо пропустить строго определенный объем суспензии. При этом нужно также контролировать время, в течение которого этот объем проходит. Большинство гематологических счетчиков оборудова​ны ртутной дозирующей системой. Ртуть перемещают при помо​щи вакуумного насоса в U-образной трубке. Опускаясь в трубке, ртуть вызывает ток суспензии через апертуру и при движении замыкает электрические контакты, которые расположены на оп​ределенном расстоянии друг от друга. Это расстояние между двумя контактами определяет объем образца, который анализи​руется за один цикл измерения. Другие дозирующие устройства основаны на использовании мембранных насосов и поршневых систем (по типу шприца). 

Электрические импульсы, возникающие при прохождении клеток через апертуру, усиливают и через дискриминатор на​правляют на счетчик с цифровой индикацией. Дискриминатор представляет собой устройство, которое пропускает импульсы только определенной заранее заданной амлитуды. Это позволяет избавиться от шумов и произвести настройку прибора на регис​трацию клеток в зависимости от их размера. Кроме того, проводя несколько циклов счета при разных порогах дискриминации, можно построить кривую распределения клеток по их корпуску​лярному объему (типа кривой Прайс-Джойса). Большинство ге​матологических счетчиков имеют также контрольные устройст​ва в виде осциллоскопа и звукового сигнализатора. На некото​рых приборах даже предусмотрена возможность визуального наблюдения за микроотверстием датчика при помощи небольшо​го микроскопа чтобы контролировать и устранять возможные засоры. 

Кондуктометрический тип счетчиков приспособлен для точ​ного подсчета эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов. Для под​счета эритроцитов пробу крови разбавляют в изотоническом рас​творе. В последующем эту суспензию можно использовать для подсчета лейкоцитов. Поскольку в норме число эритроцитов зна​чительно превышает количество лейкоцитов, наличие последних в растворе обычно не влияет на результат исследования. При высоком лейкоцитозе, однако, число эритроцитов может оказаться ошибочным, если не произведены поправки. 

Для подсчета лейкоцитов необходимо лизировать эритроци​ты. Слишком высокое содержание клеток в растворе может при​вести к тому, что две частицы или более будут проходить через апертуру одновременно. Этот источник ошибок может быть кор​ректирован использованием большего количества растворителя на одну пробу или электронным путем. Как правило, электрон​ные счетчики удовлетворяют требованиям подсчета лейкоцитов, даже в случае значительной лейкопении. Подсчет тромбоцитов производят после седиментации эритроцитов или, на более но​вых моделях приборов, одновременно с подсчетом эритроцитов. 

Кондуктометрические счетчики обладают возможностями не только подсчитывать клетки, но также измерять их объем. Зная средний объем эритроцита и содержание этих клеток в крови легко вычислить гематокрит. Автоматические счетчики опреде​ляют размер эритроцитов после их разведения в изотоническом растворе. Индексы красной крови, вычисленные из данных, оп​ределенных при помощи счетчика, более точны, чем индексы, полученные классическим путем, поскольку на них не оказывает влияния осмолярность крови. 

В разработке приборов для подсчета клеток признанным ли​дером является фирма Coulter Electronics (США), основанная автором первого в мире гематологического счетчика (Coulter W., 1956). Кондуктометрический метод, который часто называют ме​тодом Культера, был разработан братьями Joseph а. Wallace Coul​ter в 1947 году. Ранние модели счетчиков Культера ( А, В, FN, ZBI) имели только одну апертуру и нуждались в использовании таблиц для корректировки совпадений клеток ( когда через апер​туру одновременно проходит не одна клетка). В более усовер​шенствованных приборах эта поправка делается автоматически. Счетчик Культера модели S - один из первых мультиканальных приборов - автоматически аспирирует кровь и делает раз​ведения для подсчета эритроцитов и лейкоцитов. Концентрация гемоглобина вычисляется колориметрически на лизате, исполь​зуемом для приготовления раствора лейкоцитов. Эритроциты и лейкоциты подсчитываются одновременно трижды и каждая груп​па усредняется. Кроме того, по амплитуде импульсов определя​ется MCV. Прибор использует измеренные величины также для вычисления гематокрита (НСТ), МСН и МСНС. Следовательно, полученные данные включают содержание эритроцитов, лейко​цитов, концентрацию гемоглобина, вычисленный гематокрит и три эритроцитарных индекса. 

Счетчик Культера модели S-Plus способен также подсчиты​вать число тромбоцитов в цельной крови, а модель S-Plus 11 ана​лизирует распределение по объему эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов. Эти распределения могут распечатываться в виде графиков (гистограмм). 

Также прибор определяет такой пара​метр, как ширина распределения эритроцитов по объему (RDW - red cell distribution width). Последний показатель отражает гетерогенность эритроцитов по размерам и характеризует сте​пень анизоцитоза. Другими особенностями данного счетчика яв​ляются промывка после анализа, программа контроля качества, выставление "флагов", сигнализирующих о патологии и др. 

Пропускная способность счетчика S-Plus IV составляет 140 проб в 1 ч, потребление реагентов снижено, для анализа необхо​димо всего 100 мкл цельной крови. Кроме того, данный счетчик производит дифференциальный подсчет лимфоцитов, гранулоцитов и мононуклеаров; он дает множество показателей, в т.ч.: содержание эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, гемоглобин, гематокрит, MCV, МСН, МСНС, показатель анизоцитоза (RDW), средний объем тромбоцитов, число лимфоцитов, гранулоцитов и моноцитов. 

В последние годы получили распространение приборы, поз​воляющие одновременно анализировать до 18 параметров крови с определением трех популяций лейкоцитов (гранулоциты, лим​фоциты, моноциты). Дифференциальный подсчет З-х групп лей​коцитов базируется на том принципе, что специальный лизирующий реагент, разрушающий эритроциты, удаляет наряду с этим большую часть межклеточной жидкости и сжимает лейкоциты. Лимфоциты подвергаются большему сжатию цитоплазмы, чем гранулоциты, моноциты, эозинофилы и базофилы. Окончатель​ный результат включает процент и абсолютное содержание гранулоцитов, лимфоцитов и моноцитов. При этом автоматически производится взятие цельной крови и ее разведение. Это гемато​логические счетчики: Cоbas Micros 18 (Roche), MD-n *(Coulter), Сен-Суп 1600 (Abbott), System 9000/9020 (Serono), K-450/K-1000 (Sysmex). 

Данные фиксируются в памяти прибора и могут быть распе​чатаны на принтере. Кроме того прибор регистрирует 3 гистог​раммы распределения клеток по объему (эритроциты, лейкоци​ты и тромбоциты). 

Эти счетчики имеют два канала для детекции сигналов: один предназначен для эритроцитов и тромбоцитов, второй - для лей​коцитов. Практически на всех приборах этого класса, а их можно назвать малыми гематологическими анализаторами, использует​ся кювета для колориметрического определения гемоглобина цианметгемоглобиновым методом, которая установлена в канале счета лейкоцитов. Эти аппараты, в отличие от одноканальных счетчиков, требуют для работы и настройки специальные реа​генты, а также необходимый технический сервис. 

Интерпретация параметров эритроцитов, получаемых 

на ге​матологических счетчиках.

Для правильного клинического тол​кования параметров эритроцитов необходима комплексная оцен​ка всех показателей в сочетании с другими лабораторными дан​ными. С появлением анализаторов крови, регистрирующих множество параметров, интерпретация результатов анализа крови претерпела некоторые изменения. Некоторые из новых парамет​ров, хотя и были приняты и используются в практике, до сих пор не имеют надежной шкалы показателей нормы. Это вносит существенные затруднения в трактовку результатов. Поскольку в настоящее время автоматизированный анализ крови становит​ся все чаще первым этапом гематологического исследования, для врача важно уметь извлечь максимальную информацию из по​лученных данных. 

Основные показатели, получаемые с помощью гематологических анализаторов и факторы, влияющие на их значение

WBC (white blood cells) - количество лейкоцитов крови (х109/л). Коэффициент вариации (CV) при автоматическом определении этого показателя составляет 1-3%, в то время как при ручном подсчете 6,5-15% в зависимости от числа лейкоцитов. Измерение лейкоцитов проводится после полного лизиса эритроцитов в пробе.

Возможные ошибки измерения. Ложное завышение числа лейкоцитов при автоматическом анализе возможно при наличии в крови:

• ядросодержащих красных клеток или устойчивых к лизису эритроцитов;

• агрегатов тромбоцитов;

• криоглобулинов или криофибриногена.

Наличие ядросодержащих красных клеток и агрегатов тромбоцитов в исследуемых образцах кро​ви сопровождается в большинстве современных гематологических анализаторов появлением соответствующих "сигналов тревоги" на бланках анализов ("NRBC", "Plamb").

Ложное занижение количества лейкоцитов наблюдается в результате разрушения клеток при длительном хранении крови (более 24 часов) или грубом перемешивании.

RBC (red blood cells) - количество эритроцитов крови (х1012/л). Подсчет эритроцитов осуществляется в цельной крови (содержащей помимо эритроцитов еще и тромбоциты и лейко​циты). Поэтому измерению эритроцитов должно предшествовать соответствующее разведение крови для уменьшения интерференции со стороны лейкоцитов. Кроме того, при увеличении числа лейкоцитов ошибка оценки эритроцитов прогрессивно нарастает, при лейкоцитозе более 30 х109/л может искажаться показатель объема эритроцитов (MCV) . Коэффициент вариации для данного параметра составляет 1-2% , а для некоторых приборов - менее 1%.

Возможные ошибки измерения. Ложнозавышенные результаты наблюдаются при нали​чии в крови:

• гигантских тромбоцитов (с объемом более 30 фл);

• криоглобулинов

Ложное занижение результатов может быть следствием:

• агглютинации эритроцитов;

• выраженного микроцитоза эритроцитов.

HGB (hemoglobin) - концентрация гемоглобина (г/дл или г/л) в большинстве гематологи​ческих анализаторах определяется спектрофотометрически гемиглобинцианидным методом. Коэффициент вариации при этом не превышает 2% .

Возможные ошибки измерения. Завышение данного параметра наблюдается при:

• высоких лейкоцитозах (более 60 х109/л );

• присутствии нестабильных гемоглобинов (Hb S, НЬ С);

• из-за повышенной мутности сыворотки при гиперлипидемии, гипербилирубинемии, криоглобулинемии и др. причин. Различное влияние липемии на определение гемоглобина в приборах связано с техническими особенностями, а не с методологией. Величина результи​рующей ошибки сильно зависит от оптической геометрии прибора: размера выходного от​верстия из кюветы для образцов и расстояния до фотодиода. Наиболее удачно, видимо, эта проблема решена в приборах фирмы Sysmex, поскольку влияние липемии на фотометричес​кое определение гемоглобина в приборах данной фирмы наименьшее.

НСТ (hematocrit) - гематокрит. В автоматических анализаторах крови НСТ представлен суммой прямо измеренных объемов эритроцитов в единице объема крови и проблемы "оста​точной" плазмы не существует. Коэффициент вариации для автоматического метода - менее 1% , в сравнении с 1-2% при определении показателя методом центрифугирования.

Возможные ошибки измерения. Ложнозавышенные результаты могут наблюдаться при кри​оглобулинемии; присутствии гигантских тромбоцитов; гиперлейкоцитозе (30 х109/л ); ги​пергликемии (> 600 мг/дл).

К ложному занижению получаемых результатов приводят агглютинация эритроцитов; выраженный микроцитоз (< 36 фл) эритроцитов.

MCV (mean corpuscular volume) - средний объем эритроцита, выражается в кубических мик​рометрах (мкм3) или в фемтолитрах (1фл = 1мкм3). MCV определяется большинством гематоло​гических анализаторов благодаря прямой зависимости амплитуды электрического импульса от объема клетки. Вычисляется MCV делением суммы клеточных объемов на число эритроцитов.

В то же время MCV - это средний показатель объема всей популяции клеток. Поэтому необходимо иметь в виду, что MCV может иметь нормальное значение при наличии у пациен​та одновременно выраженного макро- и микроцитоза. В этом случае особую диагностичес​кую важность приобретает анализ гистограмм.

Возможные ошибки измерения. Ложное завышение MCV может происходить в случае:

• присутствия холодовых агглютининов. Агглютинаты эритроцитов воспринимаются при​бором как одна большая клетка, если их размер меньше верхнего порога эритроцитарного ка​нала. Сохранение in vitro и измерение таких проб при 37°С способствует получению правиль​ных результатов.

• диабетического кетоацидоза вследствие гиперосмолярности плазмы. При разведении in vitro изотоническим раствором происходит быстрое набухание эритроцитов. В этом случае измерение гематокрита на гематокритной центрифуге является более точным.

Относительное снижение MCV может быть при повышенном содержании фрагментов эрит​роцитов в крови вследствие механического гемолиза, коагулопатии потребления и других причин.

	Показатель
	Норма (для взрослого человека)

	WBC (количес​тво лейкоцитов)
	4-9 х 109 кл/л

	RBC (количес​тво эритроцитов) 
	4-5 х 1012 кл/л

	HGB (гемоглобин) 
	12,5-17,0 г/дл

	НСТ (гематокрит) 
	45 – 55%

	MCV (средний корпускулярный объем эритроцита) 
	Средний корпускулярный объем эритроцитов (MCV), также как и средний объем эритроцитов, который получают расчетным путем (из гематокрита и количества эритроцитов), выражают в кубических микронах (мкм3) или фемтолитрах (фл). В норме эти показатели почти полностью соответствуют друг другу и в сред​нем составляют 86-88 фл (80-95 фл). Для настройки приборов применяют специальные калибровочные микросферы, которые представляют собой стандартные частицы латекса, а также фик​сированные эритроциты. Общепринятого стандарта для контро​ля MCV до настоящего времени нет. 

                 Гематокрит 1 мм3 

MCV= -------------------------------------  

             Число эритроцитов в 1 мм3 

(в норме  составляет 86-88 мкм3 (фл))



	МСН (среднее содержа​ние гемоглобина в эритроците) 
	 Результат выражают в пикограммах (пг), норма составляет 27-31 пг. Этот показатель характеризует среднее содержание гемоглобина в отдельном эритроците. Он аналогичен цветовому показателю, который входит в общий анализ крови и широко используется в клинике. На основе этих индексов анемии разде​ляют на нормо-, гипо- и гиперхромные. 

                   Гемоглобин (г/ 100 мл) х 10 

МCH = ------------------------------------------------   

                  Число эритроцитов ( млн./мкл) 

(норма составляет 27-31 пг.)



	МСНС (средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах) 
	Показыва​ет концентрацию гемоглобина в среднем эритроците, т.е. соотно​шение содержания гемоглобина к объему клетки. Он отражает насыщение эритроцита гемоглобином и в норме составляет 30-37 г/дл. В отличие от среднего содержания гемоглобина в эритро​ците (МСН) МСНС не зависит от среднего клеточного объема и является чувствительным тестом при нарушениях процессов гемоглобинообразования.

                   Гемоглобин ( г /дл) 

МCHC = ------------------------------ х 100. 

                        Гематокрит (%) 

(в норме составляет 30-37 г/дл.)



	RDW (ширина распределения эритроцитов по объему в %) 
	У здоровых людей этот показа​тель варьирует от 11,5% до 14,5%

	PLT (количество тромбоцитов) 
	200 – 400 х 103 кл/мм3

	MPV (средний объем тромбоцитов) 
	В норме этот показатель варьирует от 7,4до 10,4 фл и имеет тенденцию к увеличению с возрастом: с 8,6 - 8,9 фл у детей 1- 5 лет до 9,5-10,6 фл у людей старше 70 лет.

	РСТ (тромбокрит) 
	Отражает долю объема цельной крови, занимаемую тромбо​цитами. Он аналогичен гематокриту и выражается в процентах. В норме тромбокрит составляет 0,15-0,40%. 

	PDW (ширина распределения тромбоцитов по объему
	В норме этот показатель состав​ляет 10-20%. 



	LYM (лимфоциты, %  и содержание в 103 кл/мм3) 
	23-40%; 1,2–3,0 х 103 кл/мм3

	MON (мо​ноциты, %  и содержание в 103 кл/мм3) 
	2-8%; 0,1 – 0,8 х 103 кл/мм3

	GRA (гранулоциты, %  и содержание в 103 кл/ мм3)
	51-73%; 2,0 – 6,0 х 103 кл/мм3


МСН (mean corpuscular hemoglobin) - среднее содержание гемоглобина в эритроцитах (пг). Характеризует среднее содержание гемоглобина в отдельном эритроците в абсолютных еди​ницах. Изменения МСН лежат в основе разделения анемий на нормо-, гипо- и гиперхромные. МСН - более объективный параметр, чем цветовой показатель, который не отражает синтез гемоглобина и его содержание в эритроците.

Возможные ошибки измерения. Параметр МСН является расчетным, поэтому к ложнозавышенным результатам приводят все факторы, влияющие на завышение значений гемоглобина и занижение количества эритроцитов. Ложнозаниженные результаты МСН получаются вследствие ошибок, связанных с неправильным определением числа эритроцитов (завышения их количества).

МСНС (mean corpuscular hemoglobin concentration) - средняя концентрация гемоглобина в эритроците (г/дл). Показатель МСНС отражает истинное насыщение эритроцита гемоглоби​ном, поскольку величина среднего содержания гемоглобина в эритроците (МСН) зависит от объема клетки, а МСНС нет.

Снижение значения МСНС наблюдается при заболеваниях, сопровождающихся нарушени​ем синтеза гемоглобина. Увеличение же параметра МСНС выше нормальных значений свиде​тельствует об ошибках, допущенных при измерении данной пробы (погрешности определения гемоглобина или MCV), т.к. превышение концентрации гемоглобина выше определенного фи​зиологического уровня привело бы к разрушению (гемолизу) эритроцитов, чего не наблюда​лось в данной пробе. Таким образом, данный параметр может быть использован как индика​тор ошибок, допущенных на аналитическом или преаналитическом этапах работы.

Возможные ошибки измерения. Поскольку параметр МСНС является расчетным, то к ложнозавышенным результатам приводят все факторы, влияющие на завышение значений гемог​лобина и занижение гематокрита (последний связан с измерением объема эритроцитов). Лож​нозаниженные результаты МСНС получаются вследствие неправильного определения объе​ма эритроцитов (завышения их значения).

Анализаторы серии "Technicon", работающие по принципу проточной цитометрии, непос​редственно измеряют концентрацию гемоглобина в каждом отдельном эритроците и строят гистограммы распределения клеток не только по объему, но и по концентрации гемоглобина. При этом не только возрастает точность определения этого параметра, но и вводится новый показатель - ширина распределения эритроцитов по концентрации гемоглобина (HDW -hemoglobin distribution width), который характеризует гетерогенность эритроцитарного пула.

RDW (red cell distribution width) - показатель гетерогенности эритроцитов по объему, ха​рактеризует степень анизоцитоза. Этот показатель вычисляется большинством современных гематологических анализаторов, как коэффициент вариации объема эритроцитов:

                         SD
RDW (%) = ——— х 100,
                       MCV

где SD - стандартное среднеквадратическое отклонение объема от среднего значения. RDW определяет величину колебания эритроцитов по объему, по этому параметру анизоцитоз улавливается прибором значительно быстрее, чем при визуальном просмотре мазка крови. Оценка степени анизоцитоза под микроскопом сопровождается целым рядом ошибок. При высыхании в мазках диаметр эритроцитов уменьшается на 10-20%. В толстых препаратах он меньше, чем в тонких. В то же время показатель RDW характеризует колебания объема клеток внутри популяции и не связан с абсолютной величиной объема эритроцитов. Поэтому при наличии в крови популяции эритроцитов с измененным, но достаточно однородным разме​ром (например, микроциты), значения RDW могут быть в пределах нормы (11,5-14,5%).

PLT (platelet) - количество тромбоцитов (х109/л). В отличие от ручного подсчета тромбо​цитов, где проводится предварительный лизис эритроцитов, автоматические счетчики крови анализируют тромбоциты и эритроциты в одной камере без предварительной обработки. Это создает проблему дифференцирования больших форм тромбоцитов (макротромбоцитов) и сравнимых с ними по объему эритроцитов (микроцитов), их фрагментов (шизоцитов), а так​же отшнуровавшихся фрагментов цитоплазмы лейкоцитов (клеточный дебрис).

Существует несколько механизмов, предупреждающих подсчет одних элементов вместо других. Например, в приборах, использующих кондуктометрический метод, анализируется не только высота электрического импульса, но и его форма. Существует система дискриминаторов, определяющих высоту электрического сигнала, пропорциональную размеру частицы и ширину (длительность) импульсов. Все импульсы, соответствующие размерам частиц от 1,8 до 30,0 фл подсчитываются как тромбоциты. Если амплитуда импульса превышает 30,0 фл, то выводится на экран сообщение "Micro RBC", либо "Macro PLT". При этом прибор автоматически проводит коррекцию количества тромбоцитов и выдает их истинное значение.

Возможные ошибки измерения. Ложное занижение числа тромбоцитов может давать агрега​ция или агглютинации тромбоцитов при наличии тромбоцитарных агглютининов и прилипании тромбоцитов к лейкоцитам (тромбоцитарный "сателлизм"). Агрегация тромбоцитов особенно вы​ражена при взятии крови с использованием гепарина в качестве антикоагулянта. Большинство исследователей предлагают использовать только один стандартный антикоагулянт – К-ЭДТА в концентрации 1,5-2,2 мг на 1 мл крови. Однако и это не спасает от появления артефактов. При наличии аутоантител к тромбоцитам ЭДТА индуцирует агрегацию тромбоцитов, что проявляет​ся псевдотромбоцитопенией. Тщательно выполненный подсчет тромбоцитов методом фазово-контрастной микроскопии обычно используется в качестве референтного метода, но он характе​ризуется большим коэффициентом вариации 7-23%. Для большинства современных гематологи​ческих анализаторов коэффициент вариации этого показателя не превышает 2-4%.

MPV (mеаn platelet volume) - средний объем тромбоцитов выражается в фемтолитрах (фл) или мкм3. В норме этот показатель варьирует от 7,4 до 10,4 фл и имеет тенденцию к увеличению с возрастом: с 8,6 - 8,9 фл у детей 1-5 лет до 9,5-10,6 фл у людей старше 70 лет. "Молодые" кровя​ные пластинки имеют больший объем, поэтому при ускорении тромбоцитопоэза средний объем тромбоцитов возрастает. Увеличение среднего объема тромбоцитов наблюдается при идиопатической тромбоцитопенической пурпуре, гипертиреозе, атеросклерозе, сахарном диабете, у ку​рильщиков и лиц, страдающих алкоголизмом. Преходящая макротромбоцитемия описана у ра​бочих, контактирующих с асфальтовыми испарениями, лиц, работающих с ракетным топливом. Крупные тромбоциты с аномальной морфологией появляются при миелопролиферативных за​болеваниях. Уменьшение этого показателя отмечается после спленэктомии и при синдроме Вискотта-Олдрича. В течение первых двух часов после взятия крови с ЭДТА происходит набухание тромбоцитов с изменением их объема и соответственно увеличение MPV.

PDW (platelet distribution width) - ширина распределения тромбоцитов по объему изме​ряется в процентах (коэффициент вариации тромбоцитометрической кривой) и количествен​но отражает гетерогенность популяции этих клеток по размерам (степень анизоцитоза тром​боцитов). В норме этот показатель составляет 10-20%. Изменяется при миелопролифератив​ных заболеваниях.

РСТ (platelet crit) - тромбокрит) является параметром, который отражает долю объема цель​ной крови, занимаемую тромбоцитами, выражается в процентах. В норме тромбокрит составля​ет 0,15-0,40%.

Диагностическое значение этих тромбоцитарных индексов в настоящее время не определено.

Гистограммы распределения эритроцитов и тромбоцитов по объему
Дополнительную информацию дают гистограммы распределения эритроцитов (рис.1) и тромбоцитов (рис.2) по объему, которые наглядно иллюстрируют распределение клеток по размерам и позволяют выявить аномальные популяции: микроцитов и макроцитов, охарактеризовать степень анизоцитоза. Распределение эритроцитов по объему у здоровых людей име​ет унимодальный характер. У пациентов с холодовыми агглютининами RDW и MCV обычно повышены, а эритроцитарная гистограмма показывает бимодальную клеточную популяцию, состоящую из "нормальных" эритроцитов и агглютинированных клеток с увеличенным по​чти вдвое объемом. Бимодальная гистограмма может встречаться у пациентов с анемией пос​ле гемотрансфузий, на фоне лечения ЖДА и В12-дефицитной анемии. Гетерогенность популя​ции эритроцитов при изучении мазка крови не всегда хорошо различима.
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	Рис.1 Нормальная эритроцитарная гистограмма
	
	Рис.2Нормальная тромбоцитарная гистограмма.


В норме тромбоцитарная кривая характеризуется унимодальностью и при выявлении ано​мального распределения тромбоцитов следует анализировать окрашенный мазок крови.

Использование величин RDW и MCV 
в дифференциальной диагностике анемий
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Квалифицированная интерпретация полученных результатов позволяет диагностировать и определить характер анемии, ориентировать врача на проведение дополнительных исследований, таких как определение сывороточного железа, ферритина, вита​мина В12. Это очень актуально, учитывая, что распространен​ность железодефицитных состояний у женщин детородного воз​раста и детей в некоторых регионах России достигает 30-60%, а по данным ВОЗ число лиц с дефицитом железа в мире составля​ет 500 - 600 млн. человек (Lechner К./ Gadner Н., 1993). 
Железо относится к разряду так называемых облигатных микроэлементов и является необходимым биохимическим компонен​том в процессах транспорта кислорода и тканевого дыхания, ро​ста и пролиферации клеток, в обеспечении иммунологической резистентности организма. Известно существование двух форм дефицита железа: латентного (дефицит железа без анемии) и железодефицитной анемии (ЖДА). Обе формы являются причи​ной снижения трудоспособности у взрослых, повышения вос​приимчивости к острым респираторным вирусным инфекциям у детей, вызывают задержку их роста и развития. В соответствии с этим, важное значение имеет своевременная диагностика ЖДА, мониторинг в процессе лечения и профилактика железодефицита у населения, особенно у беременных женщин. Для оценки со​стояния метаболизма железа в клинической практике наиболее часто используются такие показатели, как содержание сыворо​точного железа, общей железосвязывающей способности, насы​щение трансферрина железом и содержание ферритина в сыво​ротке крови. В зависимости от формы железодефицита и стадии железодефицитной анемии эти показатели, также как и гемато​логические параметры, могут быть различны. Преимуществом автоматического анализа крови является возможность получе​ния не только количественных показателей, но и данных о рас​пределении клеток по объему в виде гистограмм. 
В начальной стадии ЖДА количество эритроцитов находится в пределах нормы, а содержание гемоглобина может быть на нижней границе нормы или сниженным, что отражает нормаль​ную пролиферативную активность костного мозга в ответ на не​достаток железа в организме. По данным, полученным С.А.Луговской и соавт. (1996) на гематологическом счетчике Система 9000.(Serono), это сопровождается незначительным уменьшени​ем MCV при нормальном RDW, что свидетельствует о преобла​дании однородных клеток с малым объемом. Эритроцитарная гистограмма имеет обычную форму и лишь смещается влево (рис.3). 
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Рис 3. Железодефицитная анемия (начало заболевания)

По мере дальнейшего нарушения процессов гемоглобинообразования происходит еще большее снижение MCV, МСН, МСНС, увеличение RDW. Эритроцитарная гистограмма приоб​ретает вид одиночного, широкого пика, значительно сдвинутого влево (рис.4), а на тромбоцитарной гистограмме появляется второй пик в области 30-38 фл, соответствующий микроэритроцитам. 
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Рис. 4.  Железодефицитная анемия (разгар заболевания)
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При длительном течении ЖДА происходит дальнейшее сни​жение МСН, МСНС, в то время как MCV может несколько уве​личиваться, поскольку является усредненным показателем объ​ема эритроцитов, а RDW резко повышается. Эритроцитарная гистограмма характеризуется двумя пиками, отражающими при​сутствие двух популяций клеток - микро- и макроцитов. На фоне лечения ЖДА препаратами железа происходит нормали​зация HGB, МСН, МСНС, однако RDW остается увеличенным. Эритроцитарная гистограмма характеризуется широким основа​нием за счет разнородности эритроцитов по объему (рис.3). Из​менения гематологических показателей коррелируют со сниже​нием сывороточного железа, насыщением трансферрина сыво​ротки, повышением общей железосвязывающей способности и сниженным сывороточным ферритином. Вместе с тем, латентный дефицит железа характерными изменениями со стороны эритроцитов не проявляется и может быть диагностирован толь​ко на основании результатов исследований параметров метабо​лизма железа. 

Помимо железодефицитной анемии, эритроцитарная гистог​рамма с двумя пиками эритроцитов между 50 и 140 фл, указы​вающих на присутствие гетерогенной популяции клеток, может наблюдаться после гемотрансфузий. 

При В12-дефицитной анемии в результате замедления про​цессов синтеза ДНК и деления клеток образуется популяция эритроцитов с резко увеличенным объемом. Эритроцитарная гис​тограмма растянута, смещена вправо в зону макроцитов, чему соответствует повышение RDW и MCV при низких показателях ВВС, HGB, Нt, высоком МСН и нормальной МСНС. Диагноз В12-дефицитной анемии подтверждается исследованием миелограммы, определением в сыворотке крови концентрации витами​на В12 или фолиевой кислоты. Имеет значение морфологическое исследование периферической крови (макроцитоз, гиперхромия, тельца Жолли, базофильная пунктация эритроцитов, гиперсегментация нейтрофилов). 

При хронической почечной недостаточности анемия, в пато​генезе которой лежит нарушение синтеза эритропоэтина, часто имеет нормохромный, нормоцитарный характер с нерезко выра​женным анизоцитозом. Подобные изменения могут наблюдаться при острых кровопотерях, гемолизе, на фоне химиотерапии. 

При рефракторной сидеробластной анемии на фоне нормохромной нормоцитарной анемии отмечается резкое увеличение RDW, что отражается в растянутой с широким основанием эритроцитарной гистограмме. При исследовании окрашенного мазка наблюдается выраженный смешанный анизоцитоз за счет при​сутствия микроцитов, макроцитов, мегалоцитов, овалоцитов, мишеневидных эритроцитов, шизоцитов. Диагноз подтверждается исследованием пунктата костного мозга с цитохимической ок​раской на сидеробласты. Таким образом, автоматизированный анализ крови больных с различными видами анемий должен до​полняться морфологическим исследованием мазков крови, а за​тем необходимыми биохимическими, иммунологическими мето​дами исследования. 

Причины возможных ложных результатов
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	Ложное повышение
	Ложное понижение
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	Ядросодержащие красные кровяные клетки
	

	
	Агрегаты тромбоцитов
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	Тромбы

	
	Высокий (>50.000) лейкоцитоз
	Гемолиз (in vitro)

	
	
	Микроцитоз

	Гемоглобин
	>10% карбоксигемоглобина
	

	
	Криоглобулинемия
	Тромбообразование

	
	Гемолиз (in vivo)
	

	
	Гипербилирубинемия
	

	
	Миелома
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	Агглютинация эритроцитов

	
	Гигантские тромбоциты
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	Гемолиз (in vitro)

	
	Гипергликемия (>600mg/dl)
	Микроцитоз

	
	
	

	Средний объем эритроцитов
	Агглютинация эритроцитов
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	Гигантские тромбоциты

	
	Гипергликемия (>600mg/dl)
	Гемолиз (in vitro)

	
	
	Микроцитоз

	
	
	Набухание эритроцитов

	Среднее содержание гемоглобина
	Высокий (>50.000) лейкоцитоз
	Ложно-заниженный результат гемоглобина

	
	Ложно завышенный результат гемоглобина
	Ложно-завышенный результат эритроцитов

	
	Ложно заниженный результат эритроцитов
	

	Средняя концентрация гемоглобина
	Агглютинация эритроцитов
	Высокий (>50.000) лейкоцитоз

	
	Тромбообразование
	Ложно-завышенный гемоглобин

	
	Гемолиз (in vivo и in vitro)
	Ложно-завышенный гематокрит

	
	Ложно-завышенный гемоглобин
	

	
	Ложно-завышенный гематокрит
	

	
	
	

	Тромбоциты
	Криоглобулинемия
	Тромбообразование

	
	Гемолиз (in vivo и in vitro)
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	Микроцитоз
	Агрегаты тромбоцитов

	
	Включение эритроцитов
	

	
	Фрагменты лейкоцитов
	


При эритремии, на фоне повышенного содержания эритро​цитов, гемоглобина и гематокрита отмечаются изменения со сто​роны эритроцитарных индексов, сходные с железодефицитной анемией, т.е. снижение MCV, МСН, МСНС и увеличение RDW, а эритроцитарная гистограмма смещена в зону микроэритроцитов. Поскольку основным методом лечения этих больных является кровопускание, многократные потери крови ведут к развитию дефицита железа в организме. В связи с этим актуальным явля​ется ранняя диагностика развития этого состояния, что и позво​ляет осуществить автоматизированный анализ крови. 

По данным зарубежных авторов, в большинстве случаев железодефицитной анемии RDW становится выше нормы раньше, чем изменяются остальные параметры (MCV и гемоглобин). Пред​лагается изолированное снижение RDW расценивать в качестве раннего предположительного признака развития дефицита же​леза (Бессман Дж.Д., 1989; Wintrobe М.М., 1993). Кроме того, этот показатель может оказывать помощь при дифференциальной диагностике микроцитарных анемий. Так, у пациентов с малой β-талассемией отмечается низкий MCV, а показатель RDW обычно нормален, тогда как при дефиците железа MCV - низкий, а RDW - высокий. 

Использование современных гематологических счетчиков поз​воляет быстро, с более высокой точностью и воспроизводимостью, чем при мануальных методах, оценить состояние кроветворной системы, определить направление дальнейшего исследования, оценить динамику изменений красной крови в процессе проводи​мой терапии. Пока рано говорить, какое место будет занимать новая аппаратная технология в диагностической гематологии, но, вероятно, она вытеснит или дополнит многие аспекты традици​онного исследования мазка крови. 

Дифференциальный подсчет лейкоцитов

Дифференциальный подсчет лейкоцитов заключается в регистрации всех встречающихся в поле зрения лейкоцитов раз​дельно по их принадлежности к тем или иным группам. Необхо​димо учитывать, что в мазке крови форменные элементы распределяются неравномерно. По краям препарата чаще встреча​ются моноциты и эозинофилы, а по середине - лимфоциты. По​этому передвигать стекло надо в определенном порядке. Для под​счета лейкоцитов в обычно приготовленном мазке пользуются специальным методом, а именно: просматривают несколько пол​ей зрения в одном направлении, затем изменяют направление и подсчитывают такое же количество полей зрения и снова изме​няют направление (вдоль края, к центру, параллельно краю, к краю стекла и т.д.) 

Обязательным является использование иммерсионной систе​мы, так как обычные неиммерсионные объективы не дают доста​точной четкости изображения и могут быть полезны только для "обзорных" просмотров. Чаще всего применяют объектив 90 х1,25. 

МИ (масляная иммерсия) и окуляр 7х или 10х. Иммерсионный объектив 70х обладает более широким полем зрения и очень удо​бен для анализа формулы крови, хотя и обладает меньшей раз​решающей способностью. Для регистрации клеток используют лабораторный одинадцатиклавишный счетчик СЛ-1 либо другие клавишные счетчики. В том случае, если не обнаружено откло​нения от нормы, рекомендуется подсчитывать 100 клеток. При обнаружении патологии необходимо анализировать не менее 200 клеток, при этом особое внимание обращается на качественные изменения в эритроцитах и цитологическую структуру белых кровяных телец. Данные анализа лейкоформулы при подсчете на мазках в гематологии традиционно принято выражать в про​центах, хотя необходимо всегда помнить об абсолютном содер​жании клеток. 

При мануальном дифференциальном подсчете имеются 3 глав​ных источника ошибок: неравномерное распределение клеток в препарате, неправильное распознавание клеток и статистичес​кая погрешность. В первом случае имеет значение соблюдение правил передвижения препарата при дифференциальном счете клеток. Плохо приготовленный или плохо покрашенный мазок - основная причина ошибок, связанных с неправильным распозна​ванием клеток.  

Наибольшая погрешность, однако, связана с тем, что подсчи​тывается малое количество клеток в образце - 100 или, в луч​шем случае, 200. Увеличить количество регистрируемых клеток не представляется возможным, так как это сразу снизит произ​водительность лаборатории. 

В этом отношении чрезвычайно точ​ны проточные гематологические счетчики, т.к. они анализируют, как правило, около 10 тыс. клеток, что на два порядка превыша​ет возможности ручного подсчета. 

В качестве примера гематологического анализатора можно привести особенности работы  на ана​лизаторе МЕДОНИК СА 530. СА 620 (Швеция).
Качество результатов исследования крови на гематологическом анализаторе определяют​ся следующими факторами:

- точностью дозирования цельной или разведенной крови;

- точностью дозирования изотонического раствора при проведении процедуры разведе​ния крови;

- точностью определения объема суспензии, пропущенного через датчики подсчета клеток;

- точностью самого подсчета клеток;

- точностью определения размеров клеток;

- корректностью математических методов обработки первичных результатов измерений. 

Частичная дифференцировка лейкоцитов
Для работы на приборе подбирается такая композиция растворителя и гемолитика, что различные формы лейкоцитов претерпевают изменения размеров в разной степени и, благодаря этому, могут разделяться кондуктометрическим методом. На рис. 6 показана гистограмма распределения лейкоцитов по объему, которая при этом получается. Область малых объемов (35-90 фл) фор​мируется лимфоцитами, которые под действием гемолитика значительно уменьшаются в объе​ме. Нейтрофилы, напротив, расположены в области больших объемов (120-400 фл). Между двумя пиками имеется зона так называемых "средних лейкоцитов" (90-120 фл), в которую попадают моноциты, базофилы, эозинофилы и плазматические клетки.
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Рис. 6. Распределение лейкоцитов по объему при лизировании обычным гемолитиком (а) и при лизировании дифференцирующим гемолитиком (б)

Размер таких трансформированных частиц не соответствует размерам клеток при визу​альном просмотре их в окрашенном мазке крови.
Таблица.

Соотношение размеров клеток в окрашенных мазках крови  и в приборах после обработки их лизирующим реагентом

	Тип клеток


	Размер клеток при визуальном анализе мазков крови


	Размер клеток после обработки лизатом



	Лимфоциты


	наименьший


	наименьший



	Базофилы


	средний


	средний



	Эозинофилы


	средний


	средний



	Моноциты


	наибольший


	средний



	Нейтрофилы


	средний


	наибольший



	Патологические формы клеток


	различный


	различный*



	* Дальнейшая идентификация патологических форм клеток проводится путем анализа формы гистограммы и сигналов тревоги.




Высокотехнологичные гематологические анализаторы

Эти гематологические анализаторы способны осуществлять  дифференцированный счет лейкоцитов по 5-ти основным категориям: нейтрофилы, эозинофилы, базофилы, моноциты и лим​фоциты. Кроме того данные приборы обладают системой "сигналов тревоги", предупреждаю​щей оператора о наличии в исследуемых образцах крови патологических клеток. Принципы, сложенные в основу пятичленной дифференцировки лейкоцитов, различаются у разных производителей.

Трехмерный анализ дифференцировки лейкоцитов - VCS.
VCS-технология является запатентованным методом дифференцировки лейкоцитов в анализаторах фирмы Bekman- Coulter (США-Франция). Технология VCS (Voluine - Conductivity -scatter) включает в себя одновременный компьютерный анализ клеток по трем направлениям:

обьем (Volume), электропроводность (Conductivity) и дисперсия лазерного света (Scatter).

Основные характеристики, оцениваемые данным методом:

• Объем клеток (Volume), определяется сопротивлением (импедансом) для тока низкой  частоты.

• Электропроводность клеток (Conductivity), оценивается при прохождении тока высокой частоты. Значение электропроводности определяется величиной и плотностью внутренних структур клетки. По результатам математически рассчитывается структурная электропроводность для каждой клетки. Клетки с высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением (например, лимфоциты) имеют низкое значение структурной электропроводности, тогда как клетки с большим объемом цитоплазмы (низкое ядерно-цитоплазматическое соотношение, например, нейтрофилы) характеризуются повышенной структурной электропроводностью.

• Способность клеток рассеивать лазерный луч (Scatter - дисперсия света). Клет​ки, проходя через поток лазерных лучей, взаимодействуют с ним, в результате чего происходит отражение, поглощение и рассеивание световых лучей. Монохроматический лазерный луч, стал​киваясь с клетками крови, отклоняется на угол, пропорциональный размеру клетки и внутри​клеточных компонентов. Поскольку светорассеивание определяется как поверхностными свой​ствами, так и внутренней структурой клетки, оптические системы используются при дифференцировке лейкоцитов. Свет, рассеянный под средними углами, несет комбинированную ин​формацию о размере клеток, ее гранулярности, поверхностной топографии и отражательной способности. После математической обработки данных светорассеивания и импеданса форми​руется величина нормированной (на величину объема) рассеивающей способности.

Полученные по трем каналам данные с помощью электроники комбинируются и анализи​руются, в результате чего происходит распределение клеток по дифференцировочным класте​рам и, таким образом, лейкоциты разделяются на пять основных популяций: лимфоциты, мо​ноциты, нейтрофилы, эозинофилы и базофилы. Клеточные кластеры размещаются на цветной объемной диаграмме, где по оси Х - нормированная рассеивающая способность, по оси Y - объем клеток, по оси Z - структурная электропроводимость. Результатом отображения данного объем​ного графика на плоскости является лейко​цитарная скетеграмма, на которой каждый тип клеток (лимфоциты, моноциты, нейт​рофилы, эозинофилы) имеет свою зону рас​положения.

Angle Polarized Scatter Separation - мультипараметрическая система лазерного светорассеивания - регистрация интенсивности рассеивания клетками поляризованного лазерного луча под разными углами. Этот метод заключается в компьютерном анализе дисперсии лазерного счета клетками крови. Рассеивание клеткой поляризованного лазерного луча под разны​ми углами дает сведения о таких ее свойствах как:

• размер клеток - для чего оценивается прохождение поляризованного лазерного луча под малым углом рассеивания (0°),

• структура и степень сложности клеток - оценивается по анализу рассеивания поляри​зованных лазерных лучей, направленных под углом до 7°,

• ядерно -цитоплазматическое соотношение - оценивается по анализу рассеивания поля​ризованных лазерных лучей, направленных под углом до 10°,

• оценка формы клеточного ядра - осуществляется благодаря анализу светорассеивания поляризованных лазерных лучей под углом 90°,

• для оценки клеточной зернистости и дифференцировки эозинофилов используется оценка светорассеивания деполяризованного луча под углом в 90°.

Измерение активности пероксидазы в лейкоцитах – PEROXchannel
В приборах фирмы Bayer (Technicon серии Н, ADVIA) разработан принцип жидкостной цитохимии - реакции на пероксидазу.

Использование данной реакции связано с различной активностью ее в лейкоцитах. Так, эозинофилы и нейтрофилы имеют интенсивную пероксидазную активность, моноциты - сла​бую, в лимфоцитах она не выявляется. Приборы одновременно измеряют абсорбцию и дис​персию видимого света.

Проточная цитохимическая техника включает регистрацию рассеянного и погло​щенного светового луча. В лейкоцитарном канале после лизиса эритроцитов и стабили​зации лейкоцитов последние окрашивают​ся цитохимически с выявлением в них ак​тивности пероксидазы. Далее лейкоциты дифференцируют по двум признакам: раз​меру клеток, определяемому методом рассе​ивания лазерного луча, и пероксидазной ак​тивности - по поглощению клеткой светово​го потока. Дифференцировка базофилов от других гранулоцитов проводится в базо-канале.

Цитоплазма всех лейкоцитов за исклю​чением базофилов подвергается лизису пос​ле обработки пробы специфическим лизатом. Затем в канале осуществляется измерение диспер​сии лазерного света под углами 2°-3° и 5°-15°, что позво​ляет отличить и подсчитать неразрушенные клетки (базофилы) от голых ядер. Последние разделяются на 2 группы в зависимости от размера ядер:

· округлые, образованные после лизи​са моноцитов, лимфоцитов, бластов и других клеток с округло-овальной формой ядра 

· и сегментированные после лизиса нейтрофилов и эозинофилов.

Сравнивая информацию, получаемую с Регох и Baso каналов, компьютер осуществляет дифференцировку лейкоцитов на 5 основных популяций, а также сигнали​зирует в виде флагов о присутствии в крови реактивных лимфоцитов, молодых форм гранулоцитов, бластов, эритробластов.

Специфический химический лизис лейкоцитов
Метод дифференцирующих лизатов основан на пред​варительной обработке лейкоцитов реактивами, осуще​ствляющими лизис всех клеток, за исключением одной определенной популяции (например, эозинофилов или базофилов), с последующим дискриминантным анализом всех элементов по размеру и сложности структуры.

В анализаторах фирмы ТОА (серии Sysmex) для дифференцировки лейкоцитов используется комби​нация кондуктометрического (DC), радиочастотно​го (RF) методов с принципом дифференцировочных лизатов (специфический химический лизис). На ос​нове кондуктометрического и радиочастотного мето​дов происходит дифференцировка лейкоцитов на три основных класса: гранулоциты, моноциты и лимфо​циты. Базофилы и эозинофилы определя​ются в отдельных каналах методом дифференциру​ющих лизатов. Кроме того, приборы оборудованы ка​налом для выделения молодых гранулоцитов (боль​шие незрелые клетки) и атипичных лимфоцитов.
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