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/naczenie rozmazu krwi obwodowej w nowoczesnej

hematologii laboratoryjnej

Automatyczne liczenie komérek

Przez kilkanascie ostatnich lat dziedzina hematologii labora-
toryjnej znacznie sie rozwineta. Manualne metody oznaczania
pojedynczych parametréw zostaty zastgpione przez automa-
tyczne analizatory wykonujace petng morfologie krwi (CBC), jak
rowniez ocene wzoru odsetkowego leukocytéw. Przyczyng tego
jest wieksza precyzja i doktadnosc¢ automatycznego zliczania,
w poréwnaniu do metod manualnych. Nalezy jednak pamietac,
ze automatyczne zliczanie jest lepsze w przypadku dobrze scha-

rakteryzowanych dojrzatych krwinek biatych, natomiast do réz-

nicowania niedojrzatych i nieprawidtowych komérek, w ktérych

wystepuja zmiany cytologiczne, doktadniejsza jest ocena mikrosko-

powa. Analizatory hematologiczne oprécz informagji ilosciowych,
dostarczajg danych jakosciowych w formie ,flag”, czyli alertéw

komunikujacych mozliwos¢ wystapienia interferencji lub nieprawi-

dtowych komérek, a tym samym mozliwo$¢ otrzymania btednych
wynikéw.

W zwigzku z tym wykonanie manualnego rozmazu krwi obwo-
dowej wymagane jest tylko, gdy wystepuja nieprawidtowosci
ilosciowe i flagi.

Manualny rozmaz krwi obwodowej

Powszechnie panuje przekonanie, ze manualna metoda réznicowania
jest lepsza niz zliczanie automatyczne, w odniesieniu do prébek
patologicznych. Jednak jest to stuszne tylko w okreslonych warunkach.
Manualne obliczanie wzoru odsetkowego krwinek biatych polega
na wizualnej ocenie zabarwionego rozmazu krwi pod mikroskopem.

Do prawidtowej oceny morfologii komdrek niezbedne s3 swieze
i dobrze przygotowane rozmazy krwi obwodowej, a na koricowy
wynik takiej oceny wptywaja cztery czynniki: jako$¢ rozmazu,
jakos¢ barwnika, jako$¢ mikroskopu oraz umiejetnosci i doswiad-
czenie osoby oceniajace;j.

a) Wykonanie rozmazu krwi obwodowej
Rozmazy krwi obwodowej s3 zazwyczaj wykonywane przy
uzyciu technik ,,spread” (ang. rozprowadz) lub ,wedge” (ang.
klin). W celu manualnego wykonania rozmazu nalezy krople
krwi umiescic na brzegu szkietka i rozprowadzi¢ ja na szkietku
podstawowym, za pomoca szybkiego przesuniecia drugiego
szkietka (lub szkietka rozprowadzajacego) nachylonego pod
odpowiednim katem.



Sysmex Educational Enhancement and Development | Luty 2013

Dobrze zrobiony rozmaz jest gruby na poczatku (krwinki
czerwone naktadajg sie na siebie), stopniowo staje sie coraz
cieniszy, a na koricu posiada dobrze rozdzielone komarki. Tak
zwana “strefa oceny” — obszar o optymalnej grubosci do oceny
pod mikroskopem $wietlnym, powinna mie¢ przynajmniej

2 cm dtugosci. Rozmaz powinien zajmowac centralng czesc
szkietka, a po bokach powinien byc pozostawiony margines.

Wykonanie dobrego rozmazu wymaga praktyki. Rozmaz nie
moze byc zbyt cienki lub zbyt gruby, a ogon rozmazu powinien
byc gtadki. Idealna jakos$¢ rozmazu zalezy od: szybkosci, kata

i wielkosci kropli.

m Szybkie przesuniecie szkietka rozprowadzajacego daje
dtugi i cienki rozmaz. Im wolniej szkietko jest przesuwane,
tym krétszy i grubszy jest rozmaz.

m Kat wiekszy niz 30° powoduje, ze rozmaz jest grubszy;
kat mniejszy niz 30° sprawia, ze rozmaz jest cieriszy.

m Mata kropla krwi moze by¢ niewystarczajaca do wykonania
rozmazu o odpowiedniej dtugosci; zbyt duza moze spowo-
dowac rozciagniecie rozmazu poza granice szkietka.

Na rozmaz moze wptywac takze, bardzo zmienna i zalezna od
pacjenta, lepkosc krwi (hematokryt).

U o0s6b cierpiacych na anemie krew wykazuje mniejsza lepkos¢,
przez co rozmaz moze byc¢ zbyt cienki, jesli nie zostanie zwiek-
szony kat nachylenia. Przeciwna sytuacja wystapi w przypadku
krwi pacjenta cierpigcego na czerwienice.

Nieodpowiednia grubos¢ rozmazu moze stanowic problem.
W rozmazach wyjatkowo cienkich (z powodu zbyt matej kropli,
zbyt wolnego rozprowadzania lub zbyt matego kata nachylenia),
krwinki czerwone (RBC) moga wygladac jak sferocyty. Z kolei
liczba krwinek biatych (WBC), takich jak monocyty i neutrofile,
bedzie wieksza na ogonie. Powoduje to wyznaczenie nieprawi-
dtowego wzoru odsetkowego. Natomiast w wyjgtkowo grubych
rozmazach obszar zliczania jest zbyt maty, poniewaz do odpo-
wiedniego réznicowania WBC konieczne jest co najmniej 10 pdl
widzenia (pod matym powiekszeniem), w ktérych 50 % RBC nie
naktada sie na siebie. Z kolei ostry koniec, zabrudzenie szkietka
rozprowadzajacego lub akumulacja WBC (z powodu zbyt wolnego
rozprowadzania lub bardzo wysokiej liczby WBC) powoduja,
ze rozmaz koniczy sie obszernym lub postrzepionym ogonem.

b) Barwienie rozmazu

Krew obwodowa wymaga barwienia, ze wzgledu na potrzebe
uwydatnienia szczegdlnych cech wygladu cytoplazmy i jadra
komdrkowego u réznych komérek. W hematologii powszechnie
stosowane jest barwienie Romanowskiego lub jego pochodne,
takie jak Wright, Wright-Giemsa i May-Grunwald-Giemsa.
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Ryc. 1a) rozmaz reczny o stabej jakosci
b) rozmaz automatyczny o dobrej jakosci

Tab. 1 Zabarwienie elementéw komérkowych w wyniku barwienia
Romanowskiego (Dacie and Lewis, Practical Haematology)'

Element komérkowy Kolor

Jadro chromatyna fioletowy
jaderko jasny niebieski
Cytoplazma erytrocyt ciemny réz
retikulocyt szaro-niebieski
limfocyt niebieski
monocyt szaro-niebieski
neutrofil rézowy
eozynofil rézowy
bazofil niebieski
Ziarnistosci neutrofile fioletowy
(ziarnistosc toksyczna) (ciemny niebieski)
eozynofile pomarariczowo-czerwony
bazofile fioletowo-czarny
ptytki krwi fioletowy
Wtrety zarodziec malarii fioletowy

Barwienie Romanowskiego zawiera kombinacje barwnikéw:
eozyny i btekitu metylenowego i/lub ktéregokolwiek z pro-
duktéw jego oksydacji. W wyniku tego barwienia, ogladane
pod mikroskopem komarki uzyskuja niebieskie, fioletowe lub
rézowe zabarwienie (tab. 1).

Mechanizm barwienia

Mechanizm, w ktérym niektére elementy strukturalne komérki
sg barwione, podczas gdy inne podobne struktury nie ulegaja
zabarwieniu, zalezy od ztozonych réznic pomiedzy barwnikami,
od tego jak ze sobg reaguija, a takze od pH barwnika i mikrosro-
dowiska komdrkowego. Kwasowe struktury oddziatujg z zasa-
dowym barwnikiem — btekitem metylenowym o niebieskim
kolorze. Natomiast struktury zasadowe przytaczaja barwniki
kwasowe, w tym wypadku eozyne, ktdra jest rézowa. Dlatego
ziarnistosci eozynofili sg intensywnie rézowe, a ziarnistosci
bazofili intensywnie fioletowe. Termin ,,eozynofilny” odnosi sie
do powinowactwa do eozyny (barwnik rézowy), a ,bazofilny”
do zasady lub niebieskiego barwnika.
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W procedurze barwienia Romanowskiego wykorzystywany
jest takze alkohol metylowy, ktéry dziata zaréwno jako roz-
puszczalnik, jak i srodek utrwalajacy.

Czynniki powodujqgce btedne barwienie

Zte barwienie szkietka moze by¢ wywotane przez wiele czyn-
nikéw. Objawia sie tym, ze szkietko jest zbyt ciemne lub zbyt
blade, zbyt niebieskie lub zbyt rézowe, ziarnistosci sg bardzo
ciemne lub niewidoczne, tto jest niebieskie lub widoczne s3
ztogi barwnika. Rézne struktury komérkowe maja rézne powi-
nowactwo do barwnikéw — DNA faczy sie natychmiast, wolniej
wiaze sie RNA, a najwolniej hemoglobina. Z tego powodu
w celu otrzymania jakosciowo dobrego wyniku konieczny jest
prawidtowy czas barwienia.

Niezbedne jest réwniez stosowanie barwnikéw w odpowiedniej
proporcji, poniewaz one takze reaguja ze sobg. W przypadku
odczynnikéw przygotowywanych samodzielnie, czesta przyczy-
ng bteddéw sg Zle dobrane proporcje, jednak problem ten mozna
wyeliminowac przez stosowanie komercyjnie dostepnych
barwnikéw. Istotne jest réwniez pH barwnika, ktére powinno
znajdowac sie w zakresie 6,8-7,2. Innymi przyczynami btedéw
s3: naduzywanie barwnika, wysoka temperatura otoczenia
powodujaca parowanie oraz zanieczyszczenie bakteriami lub
innymi czastkami.

Automatyczne wykonanie rozmazu i barwienia

Jesli nie sg przestrzegane wytyczne dotyczace przygotowywania
i barwienia szkietek, istnieje prawdopodobieristwo, ze rozmazy
beda niskiej jakosci. Moze byc to przyczyna btedéw w ocenie
mikroskopowej i potencjalnie powaznych konsekwencji w opiece
nad pacjentem.

Zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej, standaryzowane
przygotowywanie szkietek i barwienia gwarantujg dobrg jakosc
rozmazoéw krwi obwodowe]. Najlepszg formga standaryzacji jest
automatyzacja, ktéra jesli zostata zastosowana w laboratorium,
najczesciej ogranicza sie do etapu barwienia. Wiekszo$¢ automa-
tycznych systemoéw barwienia to tak zwane ,,systemy otwarte”
pozwalajace na uzycie dowolnego barwnika, réwniez przygoto-
wywanego samodzielnie. Dlatego mozna powiedzie¢, ze w tej
procedurze kontrolowany jest tylko czas barwienia. Nie jest
eliminowane prawdopodobieristwo uzycia zbyt duzej ilosci lub
nieprawidtowego sktadu barwnikéw. Ponadto automatyczne
barwienie rozmazéw wykonywanych recznie, nadal nie gwarantuje
dobrej jakosci wyniku.

W petni zautomatyzowane aparaty do wykonywania i barwienia
rozmazow zazwyczaj sg przeznaczone dla laboratoriéw wyko-
nujacych bardzo duzo rozmazéw. Rozwiazanie dla mniejszych
laboratoriéw zostato przygotowane przez Sysmex, we wspétpracy
z RAL Diagnostics oraz Cellavision i sktada sie z niezaleznych

urzadzen umozliwiajacych automatyczne przygotowanie stan-
daryzowanego rozmazu, barwienia i cyfrowej oceny morfologii
komorek krwi.

Mikroskopowa ocena rozmazéw krwi obwodowej

Optymalne wyniki, oprécz dobrej jakosci rozmazu i barwienia,
wymagaja takze odpowiedniej konserwacji mikroskopu oraz
wprawionego operatora.

Tak jak w przypadku innych urzadzen laboratoryjnych, mikroskop
wymaga regularnych czynnosci konserwacyjnych. Ciepte, wilgotne
klimaty sprzyjaja rozwojowi grzyboéw, ktdre niszcza uktad optyczny,
przez co mikroskop staje sie bezuzyteczny. Z kolei w goracym i
suchym klimacie problemem jest kurz.

Mikroskop powinien by¢ prawidtowo ustawiony w celu otrzy-
mania odpowiedniej ilosci $wiatta i wyeliminowania artefaktéw
refrakcyjnych, ktére moga by¢ btednie ocenione jako wtrety
komérkowe.

Poréwnanie réznicowania krwinek biatych
metodg manualng i automatyczna

Szczegbtowy opis dziatania analizatoréw Sysmex i sposéb réznico-
wania WBC jest opisany w artykule ,,Przeglad korzysci ptynacych
ze zmiany analizatora hematologicznego 3-Diff na analizator
hematologiczny 5-Diff”. W przypadku poréwnania liczenia auto-
matycznego i manualnego widoczne sa réznice, ktére wiekszos¢
laboratoriéw interpretuje na korzys$¢ zliczania manualnego, kwe-
stionujgc doktadnosc zliczania automatycznego.

Nalezy pamietac¢, ze status metody referencyjnej przypisany do
manualnego réznicowania krwinek biatych opiera sie o wytyczne
CSLI, méwigce o zliczeniu 800 komdrek (2 osoby liczace po 200
komérek w 2 rozmazach), a nie o rutynowej praktyce zliczania przez
jedna osobe 100 komérek w jednym rozmazie.

Ponadto analizatory hematologiczne zliczaja znacznie wiecej ele-
mentéw, np. analizator Sysmex wykonuje réznicowanie krwinek
biatych z okoto 10000 komérek, dlatego réznice w stosunku do
metody manualnej mogga byc¢ catkiem znaczne i obejmowac przy-
czyny, takie jak:

a) Nieréwny rozktad komérek w rozmazie
Nawet w najlepszym rozmazie rozktad komérek nie jest przy-
padkowy. Z reguty neutrofile i monocyty maja sktonnos¢ do
umiejscawiania sie na koricu rozmazu, a limfocyty posrodku.

Ten problem jest uwidoczniony, gdy rozmaz jest zbyt cienki
lub brzeg jest poszarpany. W automatycznym zliczaniu, komérki
sg zawieszone w roztworze i kazda pojedyncza komdrka jest
liczona w kazdej podwielokrotnosci prébki.
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b) Nieprawidtowe okreslanie i pomijanie komérek
Cecha ludzkiej natury jest przegladanie szkietka w poszukiwaniu
»dobrego miejsca do liczenia”, a wszelkie nietypowe komorki,
ktére zobaczymy sg czesto uzywane, jako punkt startowy
obszaru zliczeA. W zwiazku z tym, odsetek komérek nieprawi-
dtowych moze zostac przeszacowany. Podobnie dos¢ powszech-
na jest tendencja do przeskakiwania komérek, ktére sa trudne
morfologicznie do rozpoznania. Analizator z kolei identyfikuje
i kategoryzuje kazda pojedyncza komdrke.

Najczesciej jako przyktad rozbieznosci wyniku, zaleznego od
metody zliczania, wskazywana jest liczba monocytéw. Przyczyna
tego jest ztozona, poniewaz:

® monocyty majg sktonnos$¢ do gromadzenia sie w ogonie
rozmazu, ktéry z reguty nie stanowi obszaru zliczen.

® monocyty morfologicznie mogg by¢ mylone z aktywowanymi
limfocytami, przez co sa ,pomijane” w zliczaniu 100 komérek.

®m im starsza jest krew przed wykonaniem rozmazu tym
wiecej komdrek ulega rozpadowi, w wyniku czego trudniej
jest doktadnie zidentyfikowa¢ monocyty.

m eozynofile i bazofile, chociaz wzglednie wystepujg dos¢ rzadko,

sg bardzo charakterystyczne i tatwe do zidentyfikowania.

Monocyty sa mniejszosciowa populacja, wiec kazda mata réznica
spowodowana ktéras$ z powyzszych przyczyn jest nasilana. W
zwigzku z tym, liczba monocytéw pochodzaca z analizatora jest

z zasady wyzsza niz w przypadku liczenia manualnego. Réznice te
bytyby mniejsze gdyby wytyczne CSLI byty $cisle przestrzegane.

Poniewaz manualne zliczanie monocytéw uznane zostato za
metode mato wiarygodna, jako nowg metode referencyjna
zaproponowano wykorzystanie znakowanych fluorescencyjnie

przeciwciat monoklonalnych CD45 i CD14, we fluorescencyjnej

cytometrii. Wykazata ona dobrg korelacje ze zliczaniem auto-
matycznym?.

Zakresy referencyjne dla automatycznego
i manualnego réznicowania komérek

Sposobem aby poradzi¢ sobie z widocznymi réznicami pomiedzy
zliczaniem automatycznym i manualnym, w szczegélnosci z liczba
monocytéw, jest Sciste postepowanie z Dobra Praktyka Labora-
toryjna i ustanowienie zakreséw referencyjnych dla kazdej

z metod. W ten sposéb wartosci otrzymane beda odpowiednio
interpretowane w zaleznosci od Zrédta, bez wptywu na ocene
kliniczna.

Poréwnanie normalnych i patologicznych
populacji komérek

Jak opisano artykule “Przeglad korzys$ci ptynacych ze zmiany
analizatora hematologicznego 3-Diff na analizator hematologiczny
5-Diff”, analizatory automatyczne poprzez flagi powiadamiajg
uzytkownika o podejrzeniu obecnosci nieprawidtowych krwinek
biatych. W takim przypadku nalezy wykona¢ rozmaz krwi obwo-
dowej i oceni¢ go pod mikroskopem.

Dla catkowicie prawidtowych prébek, gdzie nie wystepuja flagi,
odpowiedniejsze jest zliczanie i réznicowanie automatyczne.

Podsumowanie

1. W dobie nowoczesnej zautomatyzowanej technologii,
nie ma potrzeby wykonywania manualnego zliczania
i réznicowania krwinek biatych, jak i wykonywania rozmazu
krwi obwodowej we wszystkich przypadkach. Powinno
byc¢ to zarezerwowane tylko dla prébek, ktére przez aparat
sg zidentyfikowane jako podejrzane o wystepowanie
zaburzen morfologicznych lub nieprawidtowosci iloscio-
wych komérek. To powinno da¢ laboratoriom mozliwos¢
lepszego wykorzystania umiejetnosci i dostepnosci
personelu, dzieki skupieniu sie tylko na tych rozmazach,
ktére naprawde wymagaja szczegdlnej uwagi.

2. W celu zapewnienia, ze ocena mikroskopowa dostarczy
wynik, ktéremu mozna zaufa¢ w ocenie klinicznej, jakos¢
rozmazu i barwienia musza by¢ optymalne. Najlepszg
droga osiagniecia tego jest automatyzacja, zaréwno wyko-
nywania szkietek jak i barwienia.

3. Réznice w manualnym i automatycznym zliczaniu beda sie
pojawiac szczegdlnie w przypadku monocytéw. Zaleca
sie okreslenie zakreséw referencyjnych, oddzielnych dla
kazdej metody.
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