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 З усіх лабораторних тестів найбільш затребуваним в клініці є  загальний аналіз крові, який відображає широкий спектр поширених порушень здоров'я, що безпосередньо та опосередковано пов'язані з відхиленнями кількості клітин крові та їх якісних характеристик від норми. Зазвичай, це не один тест, а набір аналізів, що включають підрахунок кожного з трьох видів формених елементів крові: еритроцитів і ретикулоцитів, лейкоцитів (лейкоцитарної формули), кров'яних пластинок (тромбоцитів), концентрації гемоглобіну, гематокриту, швидкості осідання еритроцитів, осмотичної резистентності еритроцитів та обчислення низки похідних показників.[8].

1.  Правила забору крові для загальнго (клінічного) аналізу крові

Для клінічного аналізу крові достатньо взяти кров із пучки пальця кисті або із вени . У першому випадку забір крові для аналізу проводить лаборант клінічної лабораторії, який почергово обходить клінічні  відділення. У другому випадку забір венозної крові проводить медична сестра у спеціальні (фірмові) пробірки зі стабілізатором [8].

Медична сестра попереджує пацієнта, що кров на аналіз потрібно здати натще. Для здачі крові на загальний аналіз дорослі пацієнти особливої психологічної підготовки не потребують, вони, зазвичай, охоче погоджуються на призначені лікарем лабораторні обстеження. У дітей забір крові проводять лише за згодою батьків і за їхньої психологічної підтримки, тому що маленькі пацієнти не люблять цю маніпуляцію.


Хворі, яким дозволено ходити, почергово підходять в маніпуляційну, де медична сестра або лаборант, використовуючи портативну валізу з необхідним обладнанням, проводять забір крові. 

Венозну кров маніпуляційна чи палатна (чергова) медична сестра отримує шляхом венепункції кубітальної вени.

Для взяття крові із пучки пальця лаборант, попередньо помивши руки і одягнувши стерильні рукавички, дезінфікує шкіру м'якоті 3-го або 4-го пальців лівої руки пацієнта ватною кулькою, змоченою у етиловому спирті. Укол роблять швидким рухом спеціальним ланцетом на глибину 2-3 мм так, щоб площина скарифікатора була перпендикулярною до дактилоскопічних ліній пальця. Першу краплину крові знімають сухою стерильною ватою. Із наступних краплин проводять забір крові для визначення еритроцитів, гемоглобіну, лейкоцитів, ШОЕ, а також готують мазки. Після закінчення процедури кінчик пальця загортають у вату, змочену в етиловому спирті і пропонують притиснути його до долоні для зупинки кровотечі. [8].

У хворих, які перебувають на ліжковому режимі, забір крові проводять у палаті.


У термінових (ургентних) випадках за призначенням лікаря забір крові проводять у будь-яку пору доби без спеціальної попередньої підготовки хворого. 


При розладах периферичного кровообігу (шок, колапс), опіках, травмах кінцівок доцільно брати кров із мочки вуха. Техніка забору крові із мочки вуха суттєво не відрізняється від взяття її з пальця.


Щоб зробити деякі дослідження, наприклад, підрахунок еритроцитів і лейкоцитів користуються спеціальними змішувачами або надягають на піпетку гумову трубку з наконечником і узявши його в рот, насмоктують у піпетку потрібну кількість крові. Кров випускають у пробірки з розчином стабілізатора, що перешкоджає її згортанню. Після закінчення взяття крові місце проколу змащують ваткою, змоченою дезінфікуючим розчином, і зупиняють кровотечу.


Щоб приготувати мазок «товстої краплі» (дослідження крові для виявлення малярійних плазмодіїв) на предметне скло збирають три краплі крові, після чого кутиком іншого предметного скельця з'єднують їх в одну краплю. Краплині дають висохнути, записують прізвище хворого і нещільно загорнувши у папір, відправляють у лабораторію. [8].

2. Визначення швидкості осідання еритроцитів (ШОЕ)

Кров, змішана з розчином стабілізатора (цитрату натрію), не зсідається при стоянні, а розділяється на два шари: верхній – плазма і нижній - формені елементи крові. Залежно від зміни хімічних і фізичних властивостей крові при різних патологічних станах осідання еритроцитів і розділення на шари відбувається з різною швидкістю [8].

У нормі ШОЕ для різних категорій обстежуваних людей різне:


-
жінки:
2-15 мм/год;


-
чоловіки: 1-10 мм/год;


-
новонароджені: 1-2 мм/год;


-
грудні діти? 9-12 мм/год;


-
люди похилого віку: до 20 мм/год.
Правила визначення ШОЕ

При визначенні ШОЕ потрібно дотримуватися таких правил:


- брати кров натще;


- прокол пальця робити на все вістря скарифікатора (тоді кров вільно виходить з ранки);


- перевіряти придатність реактивів, використовувати стерильні капіляри;


- дотримуватися правильного співвідношення реактиву і крові (1 до 4);


- старанно перемішувати реактив з кров'ю;


- заповнювати капіляри без пухирців повітря;


- ставити капіляри у штатив Панченкова строго вертикально;


- проводити визначення при температурі 18-22 °С;


- не переміщати штатив із кров'ю протягом визначення.


Відразу після встановлення капіляра в штатив лаборант повинен відмітити час постановки, записати номер і прізвище пацієнта, а також час, коли необхідно зафіксувати показник. [8].
Хід визначення

Проколюємо шкіру пальця, першу краплю знімаємо. Промиваємо капіляр Панченкова 5 % розчином цитрату натрію і набираємо крові в капіляр до мітки «К». Вносимо кров у пробірку з розчином цитрату натрію, розмішуємо і набираємо в капіляр до мітки «К» уже кров змішану зі стабілізатором. Ставимо в штатив Панченкова на 1 год. [8].

Визначення проводимо за висотою стовпчика плазми крові, що міститься над осілими еритроцитами в мм/год. Записуємо результат і пересвідчуємося, що кров не згорнулася. Для цього виймаємо капіляр зі штатива - якщо кров витікає з нього вільно, це значить, що визначення проведене правильно.


Збільшення ШОЕ вказує на наявність патологічного процесу (інфекційно-запального, гнійного, септичного, гемобластозу тощо), а також є показником важкості захворювання, однак нормальні показники ШОЕ не завжди свідчать про відсутність патологічного процесу в організмі.


Збільшенню ШОЕ сприяють підвищення концентрації в крові глобулінів, фібриногену, холестерину і зменшення в'язкості крові (зокрема при анеміях, гломерулонефриті, уремії тощо).


Сповільнення ШОЕ характерне для станів, які супроводжуються згущенням крові. збільшенням в'язкості крові, збільшенням маси еритроцитів при еритроцитозах, еритремії, а також при збільшенні вмісту в крові альбумінів і жовчних кислот, при серпоподібно- клітинній анемії, опіках, холері, вроджених вадах серця, серцево-судинній недостатності, набряках, опіках тощо. [8].

3.  Визначення концентрації гемоглобіну

Концентрацію гемоглобіну визначають для діагностики низки патологічних процесів: анемій, еритремії, вторинних еритроцитозів, оцінки ступеня крововтрати, згущення крові при дегідратації організму, для визначення регенеративної функції кісткового мозку, ефективності гемотрансфузій, впливу медикаментів, іонізуючого випромінення тощо.[8].

Нормальна концентрація гемоглобіну у жінок становить 130-140 г/л, у чоловіків 130-160  г/л. У крові дітей в перший тиждень після народження міститься 170-190 г/л гемоглобіну, у віці 3-6 місяців 95-135 г/л,  подальшому концентрація гемоглобіну стає як у дорослих. [8].

3.1. Визначення концентрації гемоглобіну гемоглобінціанідним методом на фотоколориметрі

Метод грунтується на реакції окислення гемоглобіну залізосинеродистим калієм в геміглобін, який утворює з ацетонціангідрином забарвлену речовину – геміглобінціанід, інтенсивність забарвлення розчину якого пропорційне вмістові гемоглобіну..[8].
Хід визначення

Піпеткою Салі вносять 0,02 мл крові до пробірки з 5 мл трансформуючого розчину, піпетку промивають 2-3 рази верхнім шаром розчину, перемішують вміст пробірки і залишають на 10 хвилмин.


Фотометрують розчин при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр) у кюветі товщиною 10 мм проти контролю – трансформуючого розчину чи дистильованої води.


Вміст гемоглобіну визначають за калібрувальним графіком, який будують заздалегідь, використовуючи як стандарт розчин геміглобінціаніду, що надається фірмою разом з набором інших реактивів.[8].

3.2.   Визначення концентрації гемоглобіну на автоматичних аналізаторах

Проводиться згідно з інструкцією до приладу. Для кожного приладу існують певні особливості. Зазвичай кров для визначення концентрації гемоглобіну за допомогою автоматичних аналізаторів набирають у прпобірку зі стабілізатром. Пробірки для забору крові для кожного приладу різні, їх закуповують як розхідні матеріали. [8].

Перевагами визначення концентрації гемоглобіну та інших показників крові за допомогою автоматичних аналізаторів є швидкість і точність, недоліком – вартість. На сьогодні всі великі клінічні лабораторії укоплектовані автоматичними аналізаторами крові. 

Збільшення концентрації гемоглобіну спостерігається при симптоматичних еритроцитозах у гірських жителів, пілотів, при згущенні крові на грунті голодування, сильного потовиділення і втрати рідини через кишечник (ентероколіти, дизентерія, холера тощо); також збільшення концентрації гемоглобіну має місце при гестозах першої половини вагітності (безперервному блюванні вагітних), легеневій недостатності, при вроджених вадах серця, серцевій недостатності тощо .


Виражене підвищення гемоглобіну - до 240 г/л спостерігається при еритремії, а також при низці інших патологічних процесів: гіпернефромі, полікістозі нирок, гідронефрозі, при деяких пухлинах головного мозку та ендокринних залоз.


Зменшення концентрації гемоглобіну, як і зменшення кількості еритроцитів і зниження кольорового показника, - найважливіші ознаки анемій.


Існує метод визначення гемоглобіну за методом Салі. Принцип методу грунтується на тому, що гемоглобін при додаванні хлоридної кислоти перетворюється у хлорид гематину коричневого кольору. В сучасних лабораторіях цим методом майже не користуються, оскільки він більш трудомісткий і менш точний, ніж попередні. [8].

4.  Визначення кількості еритроцитів в 1 л крові

Еритроцити складають основну масу клітин крові. Їх у 1000 разів більше, ніж лейкоцитів і в 100 разів більше, ніж тромбоцитів.

[image: image1]

В сучасних лабораторіях кількість еритроцитів визначають за допомогою спеціальних лабораторних лічильників: Пікоскел, Гемоцитометр, Гемолог, Ctll-Counter, Ctlloscope тощо. Визначення кількості еритроцитів проводять згідно з інструкцією до приладу у венозній крові змішаній зі стабілізатором. На малюнку 3.1 представлено принцип дії більшості автоматичних лабораторних лічильників формених елементів крові  


Існує також традиційний метод визначення кількості еритроцитів шляхом підрахунку їх у камері Горяєва. Камера Горяєва являє собою товсте предметне скло, яке має чотири поперечні борозни. Борозни поділяють скло на пластинки – дві бокові та середню.. Середня пластинка на 0,1 мм нижча від бокових. У свою чергу середня камера поділена поперечною борозною на дві рівні частини. На кожній половині плпстинок середньої камери нанесена сітка Горяєва.


Складовою частиною камери є шліфоване покривне скло. Його необхідно накласти так, щоб воно покрило обидві бокові та середню камери. Натискаючи великими

пальцями на краї скла, його притирають до бокових пластинок, поки не утворяться райдужні кільця (кільця Ньютона). Бокові пластинки вищі від середньої, між нею і покривним склом залишається щілина. Це і є камера, в яку заливають розведену кров.


Нанесена на дно середньої камери сітка Горяєва розграфлена на 225 великих квадратів - 15 по горизонталі та 15 по вертикалі. Частина великих квадратів (через два на третій) розділена на 16 малих квадратів [8].
Хід визначення


У пробірку наливаємо 4 мл 3 % розчину хлориду натрію. Набираємо 0,02 мл крові, кінчик піпетки витираємо і кров опускаємо на дно пробірки з розчином хлориду натрію. Рідиною з верхнього шару старанно 2-3 рази прополіскуємо піпетку. Вміст пробірки перемішуємо та заповнюємо камеру Горяєва, яка заздалегідь підготовлена. Притираємо сухе покривне скло так, щоб утворилися кільця Ньютона [8].


Вміст пробірки старанно перемішуємо, нахиляємо пробірку, занурюємо скляну паличку так, щоб на ній звисала крапля розведеної крові і підносимо її до щілини між камерою та покривним склом. Кров повинна рівномірно заповнити камеру, без пухирців повітря, не затікаючи в борозни. Можна заповнювати камеру також за допомогою

пастерівської піпетки.
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Малюнок 3.2. Сітка камери Горяєва [8]

Заповнену камеру залишають у горизонтальному положенні на 1 хвилину для осідання еритроцитів. Підраховують еритроцити під мікроскопом при малому збільшенні (об'єктив 8, окуляр 10 або 15) в затемненому полі зору (діафрагма прикрита, конденсор опущений), у 5-ти великих розграфлених на 16 малих квадратах. Щоб результат був достовірним, треба дотримуватися відповідних правил підрахунку: в кожному квадраті необхідно враховувати ті еритроцити, які розташовані всередині квадрата, а також ті, які розташовані на лівій і верхній сторонах квадрата, малюнок 3.2.[8]
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Po3paxyHOK KIIBKOCTI €pUTPOLIUTIB IPOBOIATE 338 HOPMYIIOI0:

J€ X — KUIbKICTh EpPUTPONUTIB B 1 1;

a — CyMa EpUTPOLUTIB, MIPaXOBAHUX y 5 BEJIMKHX KBaIpaTax;

6 — po3BeneHHs kpoBi y 200 pa3is;

6 — KUTBKICTb TiPAaXOBAHHX EpUTPOLUTIB y 5 BENUKUX po3rpadieHux Ha 16 mMamm
kBazpartis (5 - 16=80);
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Omxe, migpaxoBaHy KiTbKICTh EPUTPOLIUTIB MHOXATH Ha 10'%/11.
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Малюнок 3.3. Правила підрахунку еритроцитів у сітці Горяєва: а – порядок руху при підрахунку еритроцитів; б – у кожному з малих квадратів підраховуються лише ті еритроцити, що лежать у межах квадрата (забарвлені).[8]
 

Розрахунок кількості еритроцитів проводять за формулою:


         а · б · 4000                  а · 200 · 4000                    

Е = ------------------ · 106  = ------------------- = а · 10000 · 106 = а · 1010  / л


     в                                     80

де: Е – кількість еритроцитів в 1 л крові;


 а – кількість еритроцитів, підрахованих у 5-и великих квадратах;


б – розведення крові у 200 разів;


в – кількість малих квадратів у 5-и великих квадратах (5 · 16 = 80);

4000 мкл – об·єм куба з площею основи у вигляді малого квадрата;


106  - коефіцієнт перерахунку із мікролітрів  у літри. 


Таким чином, підраховану кількість еритроцитів у 5-и великих квадратах множать на 1010  / л. Оскільки при підрахунку кількості еритроцитів отримуємо тризначне число, то результат представляємо у вигляді числа помноженого на 1012  /л. 

Наприклад: у 5-и великих квадратах підраховано 435 еритроцитів. Тоді кількість еритроцитів в 1 літрі крові дорівнює: 435 · 1010 = 4,35 · 1012 /л.[8]

5.  Визначення гематокриту


Для визначення низки обчислюваних показників червоної крові необхідно знати гематокрит крові. Гематокрит – відношення об'єму формених елементів (еритроцитів) до загального об'єму зразка крові. Визначається у відсотках. Норма у жінок: 36-42%; у чоловіків – 40-48%, у новонароджених 44-62%. Підвищення гематокриту спостерігається при еритремії, вторинному еритроцитозі, у новонароджених, а зниження – при анеміях.[8]
Хід визначення гематокриту

Для попередження зсідання крові спеціальні мірні трубочки, розділені на 100 рівних частин, промивають антикоагулянтом (гепарином або трилоном Б), висушують. Заповнюють трубочку на 7/8 їхньої довжини кров'ю, взятою з  з пальця або з вени, герметизують один з кінців трубочки (заліплють пластиліном). Поміщають трубочку в центрифугу, так ищоб закриті кінці трубочок прилягали до гумової прокладки. Кількість трубочок у центрифузі має бути парною, крім того вони повинні розташовуватися симетрично (якщо трубочок 2, то одна напроти іншої, щоб не порушувати балансування цннтрифуги. Центрифугують трубочки впродовж 5 хвилин при 8000 обертів на хвилину. Підраховують кількість поділок на дні трубочки заповнених еритроцитами (червоний колір) і кількість поділок в трубочці заповнених світлою плазмою крові. В сумі обидва числа складають 100%. Гематокрит визначають за формулою: 

       а · 100%


Г = ------------ = %


           а + б  

де: Г – гематокрит;


      а – кількість поділок, яка відповідає об'єму осілих еритроцитів;


      б – кількість поділок, яка відповідає об'єму плазми.[8] 


6.  Обчислення похідних показників червоної крові



6.1 Обчислення (розрахунок) величини кольорового показника крові


Кольоровий показник подібно до гематокриту характеризує співідношення між концентрацією гемоглобіну та кількістю еритроцитів в крові. Він показує ступінь насичення еритроцитів гемоглобіном і обчислюється за наступною формулою:



Концентрація гемоглобіну в  г/л · 3
    140 · 3


КП = -----------------------------------------------------  = ---------- = 0,92 


Перші три цифри кількості еритроцитів          455

Наприклад: при концентрації гемоглобіну 140 г/л і  при перших трьох цифрах кіоькості еритроцитів, що  становлять 455, кольоровий показник буде дорівнювати 0,92.

Визначення кольорового показника має значення для диференціальної діагностики анемій, які розрізняються за величиною саме кольорового показника.


КП < 0,85 характерний для гіпохромних (залізодефіцитних) анемій; 


КП  в межах 0,85 – 1,05  характерний для нормохромних (гемолітичних) анемій; 


КП > 1,4 притаманний гіперхромним (В12 –фолієводефіцитним) анеміям. [8]

 6.2 Обчислення (розрахунок) середнього вмісту гемоглобіну в одному еритроциті в пікограмах

Середній вміст гемоглобіну в еритроциті в пікограмах (СГЕ) також слугує для диференціальної діагностики анемій і визначається за наступною формулою:



       Кількість гемоглобіну в г/л                140 г/л


СГЕ = ----------------------------------------------- = ----------------- = 30,8 · 10 -12  г = 30,8 пг
                        Кількість еритроцитів в 1 літрі крові      4,55 · 1012 /л

В нормі СГЕ лежить в межах 27 – 33 пг. СГЕ < 27 пг характерний для гіпохромних анемій, СГЕ > 33 пг притаманний гіперхромним анеміям. [8]

Кольровий показник і середній вміст гемоглобіну в еритроциті можна визначати за допомогою номограми, малюнок 3.3.


Номограма має 4 шкали. На лівій шкалі нанесено кількість еритроцитів в 1 л крові, на середній шкалі – концентрація гемоглобіну в г/л, на правій шкалі – КП і СГЕ в пікограмах. Для визначення КП і СГЕ користуємося лінійкою, яку розташовуєио на номограмі таким чином, щоб ребро лінійки проходило через поділки кількості еритроцитів (ліва шкала) і концентрацію гемоглобіну (середня шкала). На праві шкалі зліва маємо величину кольорового показника, а справа – знсчення середнього вмісту гемоглобіну в еритроциті в пікограмах.
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Малюнок 3.3  Номограма для визначення кольрового показника крові (КП) та середнього вмісту гемоглобіну в еритроциті (СГЕ). [8]

 6.3 Обчислення (розрахунок) середньої концентрації гемоглобіну в одному еритроциті (СКГЕ) в грамах на літр (г/л)

Якщо СГЕ показує середню кількість пікограмів гемоглобіну в одному еритроциті, то СКГЕ описує відношення вмісту (концентрації) гемоглобіну до об'єму еритроцита і обчислюється за наступною формулою:



     Концентрація гемоглобіну в г/л  · 100     140 г/л · 100

СКГЕ = ------------------------------------------------- = ------------------ = 350 г/л


                         Гематокрит в %                          40%

В нормі СКГЕ лежить в межах 320–380 г/л. Необхідно відмітити, що СКГЕ не залежить від розмірів еритроцита, а являється чутливим показником порушення синтезу гемоглобіну. Тому СКГЕ < 300 г/л характерна для анемій, патогенетичною ознакою яких є насамперед порушення синтезу гемоглобіну, у той час як СКГЕ > 380 г/л притамана для анемій, при яких порушується у першу чергу регенерація еритроцита як клітини. [8, 11]

6.4 Обчислення (розрахунок) середнього об'єму еритроцита (СОЕ) у фемтолітрах (фл)


Середній об'єм еритроцита характеризує анемії як мікросфероцитарні та макро- мегалоцитарні і обчислюється у фемтолітрах )фл) за наступною формулою:


        Гематокрит в % · 10                          40% · 10


СОЄ = ---------------------------------------------- = ---------------- = 87,9 · 10 -12 /л = 87,9 фл


  Кількість еритроцитів в літрі крові      4,55 · 1012 /л

Необхідно відмітити, що сучасні лабораторні аналізатори крові обчислюють всі вищеперелічені показники в автоматичному режимі. 

[image: image4]

Малюнок 3.5  Криві розподілу еритроцитів за об'ємом: нормоцитарні середній об'єм еритроцита (СОЕ або MCV від англійського Mean Cell Volume) лежить в межах від 80 до 100 фл; мікроцитарні – СОЕ < 85 фл; макроцитарні – СОЕ > 100 фл. Якщо у досліджуваному зразку наявні всі три різновиди еритроцитів, крива має характерну форму інізоцитозу [11] 

Нормальні показники середнього об'єму еритроцита лежать в межах 75-95 фл. Зменшення середнього об'єму еритроцита СОЕ < 75 фл характеризує анемію як мікросфероцитарну (мікроцитоз). Навпаки, збільшення середнього обєму еритроцита СОЕ > 95 фл свідчить про макроцитоз і мегалоцитоз еритроцитів. 


Крім того, вони визначають ширину розподілу еритроцитів за об'ємом, у вигляді стандарного відхилення (RDV-SD), яке в нормі  лежить в межах 35-46 фл; і ширину розподілу еритроцитів за обємом у вигляді коефіцієнта варіації (RDV-CV), який в нормі  знаходиться в межах 12-15% та ще низку інших характеристик формених елементів крові.. 

Оскільки сучасні лабораторні аналізатори, якими комплектуються клінічні лабораторії, здебільшого закордонного виробництва, доцільно орінтуватися в показниках червоної крові, виражених в англомовній транскрипції. Для прикладу наводимо зразок бланка з результатами загального аналізу крові (еритроцитного ряду), в якому для зручності результати дубльовані українською та англійською мовами. Наприклад: кількість еритроцитів в 1 літрі крові подано у вигляді 4,28 · 10^12/L  замість більш звичного для нас    4,28 · 1012/л     [8, 11]

ЗАГАЛЬНИЙ АНАЛІЗ КРОВІ РОЗГОРНУТИЙ З МІКРОСКОПІЄЮ
Пацієнт: Тарасюк Інна Сергіївна, 1950 р.н.(ж)                          Матеріал: кров
ПОКАЗНИК




РЕЗУЛЬТАТ
РЕФЕРЕНТНІ ЗНАЧЕННЯ
Еритроцити 




4,28 · 10^12/L             Чоловіки:     4,6-4,0 · 10^12/L
(RBC, Red Blood Cells)





 Жінки:          3,9-5,2 · 10^12/L









  Діти:










  до 1 року:    3,3-4,9 · 10^12/L









  1-5 років:     3,5-4,5 · 10^12/L









  6-12 років:   3,5-4,7 · 10^12/L









  13-16 років: 3,6-5,1 · 10^12/L

Гемоглобін




128 g/l


  Чоловіки:     130-160 g/l
(HCB, Hemoglobin)






  Жінки:          120-140 g/l









  Діти:










  до 1 року:    100-140 g/l









  1-5 років:     110-145 g/l









  6-16 років:   115-150 g/l

Гематокрит




38,6 %


  Чоловіки:     40-51 %
(HCЕ, Hemаtocrit)






  Жінки:          34-45 %









  Діти:










  до 1 року:     32-49 %









  1-16 років:    32-45 %
Середній обєм еритроцитів (СОЕ)
90,2 fl


  Дорослі:        75-96 fl
(MСV, Mean Cell Volume)





  Діти:










  до 1 року:     77-100 fl









  1-16 років:    78-98 fl

Середній вміст гемоглобіну

29,9 pg                          Дорослі:        28-32 pg
в еритроциті (СГЕ)


   


  
  Діти:
(MCH, Mean Cell Hemoglobin)




  до 1 року:     28-35 pg









  1-16 років:    28-32 pg
Середня концентрація гемоглобіну        332 g/l                         320-380 g/l
в еритроциті (СКГЕ)





  :

(MCHC, Mean Cell Hemoglobin 
Concentration)

Ширина розподілу еритроцитів               43,9 fl

35-46 fl
по об'єму, cтандартне відхилення

(RDV-SD)
Ширина розподілу еритроцитів               13,6 %

12-15 %
по об'єму, коефіцієнт варіації

(RDV-CV)

7  Приготування мазка крові


Мазки крові готують для вивчення морфологічних особливостей клітин крові та підрахунку лейкоцитарної формули.

Вимоги щодо якісного приготування мазків крові

Для дослідження готуємо не менше двох мазків;

Для виготовлення мазка повинна бути використана ася крапля крові;


Мазок повинен займати приблизно ¾ поверхні предметного скла та закінчуватися «щіточкою»;


Мазок повинен бути рівним і чітким, напівпрозорим і мати жовтуватий відтінок;


Товстий мазок непридатний для дослідження, тому що формені елементи в ноьму лежать у кілька шарів і деформуються;


У занадто тонкому мазку важко порахувати кількість лейкоцитів. [8]
Підготовка предметних стекол
Якість мазків залежить від чистоти предметного скла. Якщо скло вже було у ви​користанні, то з нього знімаємо імерсійне масло ватним тампоном, змоченим у бензо​лі або ефірі, а потім заливаємо теплим 2% розчином прального порошку і перекису водню на 8-10 год. 
Попередній мазок крові без імерсійного масла знімаємо так само, кип'ятимо у тому ж розчині 3-5 хв. Промиваємо проточною та дистильованою водою. Занурюємо у су​міш Нікіфорова (96% спирт і ефір у співвідношенні 1:1). 
Нове предметне скло про​миваємо проточною та дистильованою водою і занурюємо у суміш Нікіфорова для знежирення. Оброблене предметне скло виймаємо із суміші Нікіфорова за допомогою пінцета, витираємо насухо.[8]
Виготовлення мазків

Після проколу шкіри пальця першу краплю крові стираємо сухим стерильним ватним тампоном. До купола наступної краплі доторкаємося предметним склом на відстані 1,5- 2 см від краю. Шліфоване скло ставимо перед краплею крові під кутом 45° так, щоб вона рівномірно розтеклася по ребру шліфованого скла. Рівномірним швидким рухом ведемо шліфоване скло справа наліво, не натис​каючи і не піднімаючи скла від предмет​ного. [8]
Фіксація мазків

Після висихання мазка на повітрі підписуємо посередині олівцем прізви​ще й ініціали пацієнта або його реєстраційний номер. Фіксуємо різними методами, помістивши мазок у кювету (найкращий з фіксаторів - мети​ловий спирт). Фіксацію мазка крові проводимо для закріп​лення його на склі та запобігання гемолізові ери​троцитів. 


Різновиди методик фіксації мазків:
· метиловим спиртом протягом 3-5 хв;
· сумішшю Нікіфорова 10-15 хв;
· етиловим спиртом 96 % 20-25 хв;

-     хлороформом кілька секунд;

-     формаліном 1 хв;

-     фіксатором-барвником Мая - Грюнваль​да 3-5 хв.

Зафіксовані мазки виймаємо із фіксатора і ставимо у штатив вертикально для висихання на повітрі. [8]
Забарвлення мазків крові

При забарвленні мазків дотримуємося правил приготування розчинів барвників і часу для забарвлення. Обов'язково враховуємо рН води, яка має бути нейтральною, або готуємо фосфатний буферний розчин. Для забарвлення мазків можна використовувати наступні методи забарвлення: за Романовським, азур-еозином, за Крюковим-Паппенгеймом, за Нохтом тощо. [8]
Забарвлення мазків за Романовським

Спочатку готуємо робочий розчин фарби. Готуємо кілька різних розведень барвника (1 крапля барвника на 1 мл дистильованої води, 2 краплі на 1 мл води та 3 краплі на 1 мл води). Щоб забарвити мазок, необхідно 3-4 мл робочого розчину, який готуємо перед самим використанням.


Забарвлення мазків проводимо різними титрами, використовуючи різні розведення барвника і три мазки. Після мікроскопії вибираємо найкраще забарвлений мазок. Для виготовлення досліджуваних мазків використовуємо те розведення барвника, яке дало найкраще забарвлений мазок.


Мазки для забарвлення розташовуємо на мостику так, щоб вони не доторкались один до одного, і наливаємо попередньо розведеної фарби Романовського 3-4 мл на один мазок. Залишаємо на 30-40 хв., а потім змиваємо проточною водою і висушуємо.[8]
Забарвлення мазків за методом Крюкова – Паппенгейма

Мазки фіксуємо у фарбі-фіксаторі Мая - Грюнвальда:  На нефіксований мазок наносимо фарбу-фіксатор 2 мл на 3 хв, доливаємо стільки ж дистильованої води і забарвлюємо ще 1 хв. Фарбу зливаємо і мазок змиваємо проточною водою. Заливаємо мазки на 15-20 хв. фарбою Романовського. Змиваємо надлишок фарби з мазків водопровідною водою і мазки висушуємо їх на повітрі
Забарвлення мазків за методом Нохта

Окремо готуємо два барвники: розчин жовтого водного еозину (1 г на 1 л дистильованої води), розчин фарби азур II (1 г на 1 л дистильованої води). 

Барвники залишаємо у темному місці на два тижні для дозрівання. їх необхідно часто помішувати, щоб фарба не осідала. Фарбники змішуємо безпосередньо перед забарвленням мазків. Для розведення краще користуватися буферним розчином. Свіжовиготовлену фарбу наливаємо на зафіксований мазок на 20-30 хв. Змиваємо надлишок фарби з мазків водопровідною водою і мазки висушуємо їх на повітрі. [8]
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Малюнок 3.6 Нормальні  еритроцити - а; макроцити – б; мікроцити – в; г – пойкілоцити-  патологічні за формою та розмірами еритроцити [10]  
8  Визначення кількості ретикулоцитів.


Ретикулоцит - це молода незріла клітина еротроцита. На відміну від зрілого еритроцита має зернисто-нитчасту субстанцію. Ретикулоцити виявляють спеціальними методами забарвлення (суправітальними). В нормі кількість ретикулоцитів від 0,2 до 1 %, (2-10%о).
Хід визначення кількості ретикулоцитів

Скляною паличкою наносимо краплю фарби діамантового крезилового синього на предметне скло і робимо тонкі мазки. Такі мазки виготовляємо заздалегідь і зберігаємо в темному місці. Фарба швидко висихає. Перед взяттям крові готуємо вологу камеру. Можна використати чашку Петрі: для цього змочений водою валик вати кладемо по її периметру. Поверх мазка фарби на предметному склі робимо мазок крові. Не даючи йому висохнути, поміщаємо у вологу камеру на 8-10 хв. За цей час відбувається забарвлення нитчасто-сітчастої субстанції ретикулоцитів. Мазки висушуємо на повітрі.


Підрахунок ретикулоцитів проводимо з імерсійною системою в обмеженому полі зору, де виявляємо, скільки незрілих клітин зустрічається серед 1000 еритроцитів. 
Ретикулоцити входять в число порахованих еритроцитів. У забарвлених мазках еритроцити мають жовто-зеленуватий колір, а нитчасто-сітчаста субстанція ретикулоцитів - синюватий. [8]
Визначення кількості ретикулоцитів за методо забарвлення азуром II у пробірці
У серологічну пробірку вносимо піпеткою 0,05 мл розчину фарби азур II і 0,2 млі крові. Перемішуємо, залишаємо на 30 хв. для забарвлення і виготовляємо тонкі мазки. Еритроцити забарвлюються в жовтувато-зелений колір, а зернисто-сітчаста субстанція - в синій колір.

Визначення кількості ретикулоцитів за методо забарвлення азуром I у пробірці
У серологічну пробірку вносимо 0,3-0,5 мл розчину фарби азур І. Кров набираємо в капіляр Панченкова і вносимо в цю ж пробірку (5-6 крапель), кров з фарбою перемішуємо і закриваємо корком, залишаємо на 1-1,5 год. Виготовляємо тонкі мазки. 
Підрахунок проводимо в обмеженому полі зору. Еритроцити забарвлюються в жовтуватозелений колір, а зернисто-сітчаста субстанція - у фіолетово-синій.
Збільшення кількості ретикулоцитів - ретикулоцитоз - спостерігається при гемолітичній, гострій постгеморагічній анеміях, при еритремії. Наявність ретикулоцитозу може свідчити про приховану кровотечу.

Зменшення кількості ретикулоцитів - ретикулоцитопенія - або їх відсутність  спостерігається при апластичних анеміях, нелікованій В12-дефіцитній анемії, променевій хворобі. [8]
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Малюнок 3.7  Патологічні форми еритроцитів: 1-4 – анізоцити; 5-11 – покілоцити; 12,13 – анізохромні еритроцити; 15 – тільця Жоллі; 16 – базофільна зернистість; 17 – тільця Кабо [8]




9. Визначення осмотичної резистентності еритроцитів


Осмотична резистентність еритроцитів - це здатність еритроцитів протистояти дії гіпотонічних розчинів натрію хлориду. В гіпертонічних сольових розчинах еритроцити зморщуються, а в гіпотонічних - набухають. При значному набуханні гемоглобін виходить з еритроцитів в оточуючу рідину і виникає гемоліз.


Ізотонічним сольовим розчином для еритроцитів є 0,85 % розчин натрію хлориду. Гемоліз починається в концентрації, близькій до ізотонічного розчину; інколи вже при концентрації хлориду натрію 0,75 % гемолізується 7-10 % еритроцитів. При концентрації 0,3% в нормі гемолізуються всі еритроцити, а при мікросфероцитозі - лише 80-90 %. Гемоліз закінчується при концентрації розчину хлориду натрію 0,36-0,56 %, тобто підвищується як верхня (мінімальна резистентність), так і нижня (максимальна резистентність) границі резистентності. Амплітуда резистентності звужується. [8]
Хід визначення

У дві стерильні пробірки з двома краплями гепарину наливаємо по 1,5 мл крові в кожну. Одну пробірку ставимо на добу в термостат при температурі 37 °С, другу - використовуємо в день взяття крові. 

Із основного розчину хлориду натрію, який має концентрацію !% готуємо наступні 14 розведень у центрифужних пробірах::0,85%; 0,75%; 0,70%; 0,65%; 0,60%; 0,55%; 0,50%; 0,45%; 0,40%; 0,35%; 0,30%; 0,25%; 0,20%; 0,15%; 0,10% по 5 мл. У кожну пробірку додаємо по 0,02 мл гепаринізованої крові, ще раз перемішуємо і даємо відстоятися протягом 30 хв. при кімнатній температурі (20 °С). Центрифугуємо при 2000 об/хв. протягом 5 хв. Надосадову рідину з кожної пробірки зливаємо і вимірюємо на фотороколориметрі при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною 10 мм навпроти 1 % розчину натрію хлориду.


Приклад розрахунку: За 100 % приймаємо гемоліз у пробірці, яка містить 0,1 % розчин хлориду натрію. Порівнюємо величини екстинції надосадової рідини останніх пробірок з екстинцією, прийнятою за 100 %, і так вираховуємо процент гемолізу в кожній пробірці за формулою:

        Ех · 100%

Х = ------------





  


Е0

де:          Е0  - екстинція надосадової рідини у пробірці 0,1% розчином хлориду натрію.


   Ех  - екстинція досліджуваної проби.


В нормі при концентрації хлориду натрію  менше 0,45-0,50% починається вихід гемоглобіну з еритроцитів – це мінімальна резистентність (гемолізуються найменш стійкі еритроцити). У пробірках подальшим зменшенням концентрації натрію хлориду гемолізується омновна маса еритроцитів. А при концентрації розчину 0,35-0,30% - найбільш стійкі еритроцити, що визначається як максимальна резистентність. 


Зменшення осмотичної резистентності еритроцитів спостерігається при гемолітичній хворобі новонароджених, при отруєнні свинцем, гестозах, малярії, лейкозах, цирозі печінки тощо. [8]
Контрольні питання.
1. Правила забору крові для загального (клінічного) аналізу крові.
2  Визначення швидкості осідання еритроцитів (ШОЕ).
3. Визначення концентрації гемоглобіну гемоглобінціанідним методом на фотоколориметрі.
4. Визначення концентрації гемоглобіну на автоматичних аналізаторах.
5  Визначення кількості еритроцитів.

6  Визначення гематокриту.

7  Обчислення похідних показників червоної крові. 

8 .Обчислення величини кольорового показника крові

9  Обчислення (розрахунок) середнього вмісту гемоглобіну в одному еритроциті.
10. Обчислення середньої концентрації гемоглобіну в одному еритроциті 
11. Обчислення середнього об'єму еритроцита.

12  Приготування мазка крові.

13. Визначення кількості ретикулоцитів.

14  Визначення осмотичної резистентності еритроцитів.
Навчальні питання для підготовки до ліцензійного інтегрованого іспиту «Крок Б»

Правильна відповідь позначена *


При проведенні загального аналізу крові у пацієнтки  лаборант визначив, що показник 


концентрації гемоглобіну в крові 90 г/л. Яка  його норма у жінок?   


A
*120-140 г/л    


B
160-180 г/л  


C
60-80 г/л  


D
200-220 г/л  


E
40-50 г/л  



Визначивши показники червоної крові в ЗАК пацієнта, лаборантом встановлено, що КП - в межах норми. Яке його кількісне значення у даному випадку?  


A
*0,95  


B
1,4  


C
0,4  


D
0,78  


E
3,6  


У пацієнтки підтверджено діагноз анемія. Яка кількість еритроцитів і гемоглобіну 

спостерігається в даному випадку?  

A
*2,4 Т/л; 80 г/л  

B
3,9 Т/л; 120 г/л  

C
4,6 Т/л; 135 г/л  

D
5,2 Т/л; 150 г/л  

E
3,75 Т/л; 128 г/л  

Жінка перебуває на лікуванні у нефрологічному відділенні з діагнозом гострий 

гломерулонефрит. Який із показників при проведенні ЗАК зазнав найбільших змін?  

A
*ШОЕ  

B
Еритроцити  

C
Гемоглобін  

D
Колірний показник  

E
Тромбоцити  


Лаборант повинен зафарбувати мазки крові для підрахунку лейкоформули, в яких чітко будуть проглядатися морфологічні особливості клітин. Який із методів забарвлення він 

повинен використати?  

A
*Романовського-Гімзи  

B
Грама  

C
Ціля-Нільсена  

D
Барвник метиленовий синій  

E
Барвник бриліантовий синій  

Який показник кількості еритроцитів спостерігається у новонародженого, якщо при 

проведенні ЗАК лаборантом встановлено, що його кількісне значення відповідає нормі?  

A
*6,0•1012/л  

B
3,7•1012/л  

C
4,0•1012/л  

D
2,5•1012/л  

E
3,0•1012/л  

При підрахунку кількості ретикулоцитів отримано результат – 5‰ (0,5%). Оцініть даний 
показник?  

A
*Норма   

B
Ретикулоцитоз  

C
Ретикулоцитопенія  

D
Еритроцитоз  

E
Пойкілоцитоз


У пацієнта після значної гострої швидкої крововтрати в периферійній крові 

спостерігається ретикулоцитоз. Який показник кількості ретикулоцитів визначить лаборант при проведенні відповідного дослідження?  

A
*20‰   

B
8‰  

C
2‰  

D
10‰  

E
5‰    

При суправітальному забарвленні мазка крові діамантовим крезиловим синім иявлено клітини розміром 9-11 мкм, зелено-жовтого кольору, в яких містяться гранули. Які це клітини?  

A
*Ретикулоцити  

B
Тромбоцити  

C
Лейкоцити  

D
Еритроцити  

E
Нейтрофіли  


У пацієнтки - підозра на спадкову гемолітичну анемію. Який метод дослідження, крім 

ЗАК, допоможе у діагностиці даного захворювання?  


A
*Осмотична резистентність еритроцитів  


B
Кількість тромбоцитів в 1 л крові  


C
Тривалість кровотечі за Дюке  


D
Час зсідання крові за Сухарєвим  


E
Визчення резус-фактора  


При визначенні осмотичної резистентності еритроцитів отримано показники: мінімальна - 0,50%, максимальна - 0,32%. Оцініть результат дослідження:  

A
*Норма  

B
Підвищена осмотична резистентність  

C
Знижена осмотична резистентність  

D
Границі її розширені  

E
Границі її звужені
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Камера для підрахунку формених елементів крові в автоматичних лічильниках





Малюнок 3.1 Прнцип дії автоматичного лічильника формених елементів крові. Еритроцити по одному проходять через візький отвір. Завдяки електричному заряду, який вони несуть на своїй поверхні, вони зинюють величину електричного поля реєструючого приладу [11].
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