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 کلیات

 های خودکار شمارنده سلولی  اصول اولیه کار با دستگاه

تمام کاربران دستگاههای خودکار شمارنده سلولی باید اصولی را که به عملکرد بهتر دستگاه منجر شده و در زیر 

 ر نظر داشته باشند: شود، د به برخی از آنها اشاره می

. رعایت مواردی مانند روشن و خاموش کردن دستگاه، بررسی درجات فشار)برحسب نوع دستگاه(، نحوه نگهداری 1

ها مطابق دستورالعمل شرکت  ها و سایر اقدام و )روزانه، هفتگی، ماهانه(، تعمیرات لازم، تعویض محلولشو شست

 سازنده. 

های پشتیبان )در  کار با دستگاه و اصول نگهداری، زیر نظر کارشناسان شرکتآموزشی نحوه  ی . گذراندن دوره2

این رابطه، سوابق مربوطه شامل تاریخ و شرح آموزش یا گواهی دوره آموزشی باید در پرونده هر کاربر نگهداری 

 های لازم در نظر گرفته شود.(  شود و در صورت تعویض کاربر نیز آموزش

ه از قبیل شناسنامه، دستورالعمل فنی و سوابقی مانند سوابق خرید، کالیبراسیون، کنترل . نگهداری مدارك دستگا3

 در صورت لزوم.  اتها، و سایر اقدام ها، تعمیرات و سرویس و نگهداری، تعویض محلول

 . آشنایی کامل با نحوه کالیبراسیون و کنترل کیفی دستگاه 4

  

 ودکار شمارنده سلولی)ایزوتون، لایز و(... های خ های دستگاه نکاتی در رابطه با محلول

 های دستگاه باید با داشتن تاریخ انقضا و سری ساخت مشخص، فقط از شرکت پشتیبان و یا شرکت . محلول1

 وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی تهیه شود.  IMEDسامانه شده در های ثبت
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ات مانند نام محلول، تاریخ انقضا و تاریخ تعویض . روی ظرف حاوی هر محلول باید برچسبی با حداقل اطلاع2

 شده باشد.  الصاق

 مانده محلول قبلی به محلول جدید اضافه نشود.  . هیچگاه ته3

 نکته: 

 علاوه بر شناسنامه، موارد زیر نیز باید بصورت مکتوب برای هر دستگاه در آزمایشگاه موجود باشد: 

 ها و مواد مصرفی؛  مشخصات محلو ل

 کالیبراسیون و کنترل کیفی؛ سوابق 

 سوابق تعمیر با ذکر قطعة تعویض شده؛

 .سوابق نگهداری، سرویس های دوره ای و خدمات پشتیبانی

 

  سلولی شمارنده خودکار های دستگاه شناسنامه

 های با این اطلاعات داشته های خودکار شمارنده سلولی مانند سایر تجهیزات آزمایشگاهی باید شناسنامه دستگاه

 باشند: 

 . تاریخ خرید 1

 اندازی نموده است؛  . تاریخ نصب و کالیبراسیون و نام کارشناس شرکت پشتیبان که دستگاه را راه2

 کار دستگاه؛ به . تاریخ شروع 3
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 کارخانه و کشور سازنده؛  .4

 سریال دستگاه؛  مدل و شماره .5

 شده(؛  شرایط دستگاه هنگام خرید)نو، مستعمل و بازسازی .6

 ماره تلفن و نشانی شرکت پشتیبان؛ . نام، ش7

 . نام کاربر یا کاربران دستگاه؛ 8

 . مشخصات و نحوه آموزش کاربر دستگاه توسط شرکت پشتیبان. 9

  

 شود در این شناسنامه میزان عدم دقت و عدم صحت دستگاه هنگام نصب نیز قید شود.  *توصیه می

  

 نکته:

به ویژه ایزوتون، باعث تداخل در شمارش زمینه و خطا در  رفیمصجود ذرات اضافی و نامحلول در محلوهای و

 ها می شود.  های خونی به خصوص پلاکت شمارش سلول

  CBCآزمایش  انجام در مهم های نکته

 ، به (CBC)  ها باید از روش صحیح انجام آزمایش شمارش سلولهای خونی تمام کارکنان مرتبط در آزمایشگاه

های پزشکی آگاه باشند. برای اطمینان از نتایج  گرفته در آزمایشگاه های انجام مایشعنوان یکی از شایعترین آز

 موارد زیر باید در مراحل مختلف آزمایش رعایت شود.  CBCآزمایش  
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1. (Pre Analytical Phase  )مرحله پیش از آزمایش   

 دقیقه آرام بنشیند.  5کننده باید پیش از خونگیری حداقل  مراجعه •

انوادگی و شماره پذیرش مندرج روی برچسب ظرف با برگ درخواست یا برگ پذیرش مطابقت نام، نام خ •

 داده شود. 

 تورنیکه بیش از یک دقیقه بر دست نمونه دهنده بسته نماند.  •

از ضد انعقاد مناسب با رعایت نسبت لازم به مقدار خون استفاده شود)توجه به الزامات موردنیاز دستگاه  •

 است.(  در این خصوص ضروری

بار سروته نمودن  10تا  8دقیقه با همزن یا  2)محض گرفتن خون، نمونه با ضد انعقاد مخلوط شود  به •

 ویال.( 

 نمونه با مشاهده دقیق یا با استفاده از اپلیکاتور ازنظر نبود لخته و همولیز یا لیپمی بررسی شود.  •

 ساعت باشد.  6تا  4گیری و انجام آزمایش حدود  حداکثر فاصله زمانی بین نمونه •

دقیقه روی روتاتور و یا  5تا  3بلافاصله پیش از انجام آزمایش، نمونه خون با قرار دادن ویال به مدت  •

 بار سروته نمودن کامل، هموژن و یکنواخت شود.  10حداقل 

 

2. Analytical Phase)) مرحله انجام آزمایش  

 شده و در صورت امکان سوابق آن نگهداری  هرروز پیش از شروع آزمایش، شمارش زمینه دستگاه انجام

 .شود
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  بطور معمول، مقادیر مربوط به شمارش زمینه هر دستگاه(Back Ground)  در دستورالعمل آن ارائه 

 شده است .

ها دستور  در صورت زیاد بودن تعداد نمونه های مورد آزمایش در هر سری کاری، بهتر است در فواصل آزمایش

سی شمارش زمینه مجدداً اجرا شود. برای اطمینان از صحت مرحله انجام آزمایش، آشنایی شستشوی دستگاه و برر

 های کالیبراسیون و کنترل کیفیت و رفع خطاها الزامی  کامل کاربر با اصول کار با دستگاه ، اجرای برنامه

 است. 

3. (Post Analytical Phas )شمرحله پس از آزمای 

 ه گزارش، موارد زیر باید در نظر گرفته شوند: هنگام بررسی نتایج و پیش از ارائ

 اثر مواد ضد انعقاد 

 دهد.  % کاهش می1به دلیل ایجاد رقت در نمونه،  مقدار هموگلوبین را تا  K3EDTAضد انعقاد مایع 

 .شود میزان هماتوکریت می 2های قرمز و کاهش % باعث چروکیدگی گلبول K3EDTAاستفاده از ضد انعقاد 

تغییر دهد، باید به این   K2EDTAبه  K3EDTAزمایشگاهی ضد انعقاد مورداستفاده خود را از درصورتیکه آ

 یابد.   به همین میزان کاهش می M CHC%  افزایش و میانگین MCV 2نکته توجه نماید که میانگین 

  

 خطاهای ناشی از ماهیت نمونه یا خطاهای کاذب ناشی از دستگاه  •

 دهد.  افزایش می  g/L3مقدار هموگلوبین را به میزان    L/ 9 10  ×30 ز تعداد گلبولهای سفید بیش ا •
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، میکروسیتوز و هایپوکرومی S، مقدار زیاد هموگلوبین  L/ 9 10  ×700 مواردی مانند تعداد پلاکت بیش از  •

 برند.  طور کاذب بالا می را به  Hbمیزان 

 وم آمده است. تفصیل در انتهای فصل د خطاهای کاذب ناشی از دستگاه به •

 نکته:

گسترش خون محیطی و بررسی وضعیت بالینی بیمار و مطابقت آنها با نتیجة دستگاه پیش  ه یشاهدم

 از گزارش دهی ضروری است. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

12  
  

 

 

 

 دوم فصل

 کنترل کالیبراسیون، کار، اساس

 های دستگاه خطاهای و کیفیت

 سلولی شمارنده خودکار
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  سلولی شمارنده کارخود های دستگاه کار اساس

 های خودکار شمارنده سلولی بر دو مکانیسم زیر استوار است:  اساس کار اکثریت دستگاه

  :(Electrical Impedance )مقاومت الکتریکی .1

 مطرح شد و اساس کار دستگاه 1956در سال  (Wallace Coulter)این روش اولین بار توسط والاس کولتر 

قرار گرفت.  و ... (Abbott)، ابوت (Sysmex)، سیسمکس  (Beckman)بکمن   ،(Coulter)هایی نظیر کولتر 

شده و از بین دو الکترود حامل جریان الکتریکی  در این مکانیسم، خون در یک محلول بافری الکتریکی رقیق

 می با عبور هر سلول خونی از این مسیر، مقاومت الکتریکی و یک پالس الکتریکی ایجاد مستقیم عبورمی کند.

 به زمانی است که گلبول از فضای بین دو الکترود، که تغییر در پتانسیل بین الکترودها متناسب با مدت شود.

دهنده حجم سلول و تعداد  ارتفاع هر پالس نشان کند. می شود، عبور می نامید ه (Aperture)اصطلاح دریچه 

 دهنده تعداد سلول است.  پالس نشان
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  (Aperture)فضای بین دو الکترود  . نمایی از1تصویر شماره

  

صورت یک ردیف  هسلولها ب هدر این روش، سوسپانسیون رقیق شد :(Light Scattering )پراکندگی نور .2

نور پراکنده از طریق یک فزاینده نوری  شود. کند و باعث پراکندگی نور می سلولی از مقابل منبع نوری عبور می

(Photomultiplier)  د فوتودیو یا(Photodiod)  شود که در این حالت،  های الکتریکی تبدیل می به پالس

 های الکتریکی، که متناسب با میزان پراکندگی نور بوده، نشان ها نمایانگر تعداد سلولها و ارتفاع پالس تعداد پالس

های  سلولهرچه قطر ردیف  منبع نوری برحسب نوع دستگاه، لیزر یا تنگستن است. دهنده حجم سلولها است.

 ها تابیده و نتایج دقیق )به انداز قطر گلبولهای قرمز(، نور با دقت بیشتری بر جریان سلول تر باشد عبوری کوچک

 شود.  تری حاصل می

 شده است:   در دستگاههای خودکار شمارنده سلولی حداقل دو مجرا طراحی
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داد گلبولهای قرمز و پلاکتها مشخص میشود، کننده به نمونه خون، اندازه و تع در مجرای اول، با افزودن رقیق •

منظور جداسازی پلاکتها از گلبولهای قرمز و شمارش آنها در دستگاه دو آستانه جداکننده بالا و پایین  که به

 شده است.  تعیین

 کننده، گلبولهای قرمز لیزشده و گلبولهای در مجرای دوم، با افزودن ماده لیز کننده به نمونه و با کمک رقیق •

در این مجرا، علاوه برشمارش گلبولهای سفید، مقدار  شوند. اند، شمارش می نخورده مانده سفید که دست

 شود.  گیری می اندازه متهموگلوبین وسیا ن هموگلوبین نیز به روش 

 شده است.  های جدیدتر برای شمارش افتراقی لکوسیت ها مجراهای دیگری در نظر گرفته * در دستگاه

  

 در دستگاه PCV (Packed Cell Volume) و MCV (Mean Corpuscular Volume)یری اندازه گ 

 ها، با محاسبه میانگین ارتفاع پالس در برخی دستگاه اند. به یکدیگر وابسته کاملاخودکار شمارنده سلول  های

ول های گلبهای قرمز از دریچه، مقدار  گلبول  MCVشود و بر اساس تعداد  های حاصل از عبور مشخص می

 های دیگر، از مجموع پالس در دستگاه شده، میزان هماتوکریت توسط دستگاه محاسبه می شود. قرمز شمارش

های قرمز، مقدار  شده و با استفاده از تعداد گلبول تعیین PCVهای قرمز، میزان  های حاصل از عبور گلبول

MCV  های قرمز مانند گلبولهای  ها سایر شاخص در تمام دستگاه اشود. تقریب محاسبه می  MCH و 

MCHC   ، از طریق محاسبه و با استفاده از مقادیر هموگلوبینPCV شوند.  و تعداد گلبولهای قرمز مشخص می 

ها، با استفاده از محاسبه میزان تغییرات ارتفاع  در دستگاه (RDW )های قرمز میزان پراکندگی اندازه گلبول

)با واحد فمتولیتر( یا  SDصورت انحراف معیار  های قرمز تعیین و به گلبول شده به دنبال عبور های ایجاد پالس

 شود.   )درصد ( ارائه می  CVضریب انحراف معیار 
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نیز مشخص   2 (HDW )، میزان پراکندگی هموگلوبین داخل سلول1نبایرتکنیکوها نظیر  در بعضی دستگاه

لظت هموگلوبین در هر سلول یا آنیزوکرومیا  یا نمای غ (CV )پراکندگی هدهند این مقدار درواقع نشان میشود.

 دی مورفیک گلبولهای قرمز است. 

های مختلف مانند مقاومت الکتریکی  های مختلف، با استفاده از مکانیسم شمارش افتراقی گلبول سفید در دستگاه

های شیمیایی  ، واکنشهای الکتریکی با تواترهای مختلف، تعیین اندازه هسته، پراکندگی و جذب نور و جریان

 در شمارش افتراقی سه قسمتی گزارش میشود. صورت سه، پنج و هفت ها و... صورت گرفته و به ناشی از گرانول

های بزرگ یا گرانولوسیت ها، سلولهای کوچک یا لنفوسیتها  قسمتی، سه گروه سلول بر اساس اندازه، شامل سلول

در شمارش  ا، ائوزینوفیل ها و سلولهای مونونوکلئر شمارش میشوند.و سلولهای متوسط شامل منوسیتها، بازوفیل ه

شده و در شمارش  های نوتروفیل، ائوزینوفیل، بازوفیل، لنفوسیتها و منوسیتها شمارش قسمتی، رده افتراقی پنج

و  (بلاست و گرانولوسیت های نابالغ )های ذکرشده، سلولهای بزرگ نابالغ  قسمتی علاوه بر رده افتراقی هفت

 گیرند. های آتیپیکال)بلاست های کوچک( نیز جای می لنفوسیت

گیری،  های عددی برای برخی از پارامترهای مورداندازه خودکار علاوه بر ارائه داده های تمام بسیاری دستگاه

این  .دهد تری می نمایند که مشاهده آنها به کاربر اطلاعات بیشتر و کامل نیز رسم می ()هیستوگرام  نمودارهایی

بعضی  .های سفید و قرمز و پلاکتها بر اساس اندازه هستند گر پراکندگی اندازه گلبول ها معمولاً نمایان هیستوگرام

ها علاوه بر این نمودارها، نمودار میزان پراکندگی غلظت هموگلوبین گلبولهای قرمز را در مقابل اندازه آنها  دستگاه

 دهد.   می نشان

                                           

1 Byertechnicon  

2 Hemoglobin Distribution Width  
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 سلول و محور عمودی نمایانگر تعداد سلول موردنظر است.  )حجم ( دهنده اندازه افقی نشاندر این نمودارها، محور 

  

  

 

  

 های سفید  های گلبول هیستوگرام :  2تصویر شماره 
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های با توانایی  های سفید برحسب اندازه در دستگاه های نحوه پراکندگی گلبول :  هیستوگرام3تصویر شماره

 ی قسمت شمارش افتراقی سه
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  سلولی شمارنده خودکار های دستگاه کالیبراسیون

یک کمیت توسط  هگیری شد شود که ارتباط میان مقادیر اندازه هایی اطلاق می کالیبراسیون به مجموعه فعالیت

گیری شده است،  های مرجع اندازه یک دستگاه یا روش آزمایشگاهی را با مقادیر واقعی آن ماده، که با روش

رود و مقدار مشخص  ای است که برای کالیبراسیون روش آزمایشگاهی به کار می .کالیبراتور مادهنماید مشخص می

غلظتی دارند؛  هدارد، درحالیکه مواد کنترلی باید برای کنترل کیفیت روش آزمایشگاهی به کار رود و اغلب محدود

 استفاده شوند. عنوان جایگزین کالیبراتور  توانند به بنابراین، مواد کنترلی هیچگاه نمی

سوابق . ها باید پس از نصب و پیش از شروع کار کالیبرشده و میزان عدم دقت آنها نیز بررسی شود تمام دستگاه

اجرایی این امر باید در آزمایشگاه نگهداری گردد. کالیبراسیون باید بطور کل سالی یک یا دو بار و نیز در موارد زیر 

 انجام شود: 

 زی، اندا هنگام نصب و راه •

 پس از هر بار تعمیر یا سرویس،  •

 قبول نبودن نتایج کنترل کیفی روزانه)در صورت اطمینان از خراب نبودن نمونه کنترل(،  قابل •

 تعویض محلولها )در صورت تغییر مشخص در نتایج خون کنترل یا نمونه بیماران(  •
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میتوان موفقیت روند کالیبراسیون  هستند. ها مناسب های کارخانه سازنده، برای کالیبراسیون دستگاه دستورالعمل 

های  شده روی چند نمونه خون با روش وسیله آزمایش نمونه کنترل، مقایسه نتایج دستگاه با نتایج آزمایش را به

 تأیید کرد.   3های قرمز های گلبول های متحرك درباره شاخص مرجع و یا کنترل دقیق میانگین

تورهای تجاری یا داشتن تردید نسبت به اعتبار آن، استفاده از خون کامل در صورت دسترسی نداشتن به کالیبرا

برای این کار،  برای کالیبراسیون باید از خون طبیعی و تازه استفاده کرد. برای کالیبراسیون ضروری است.

نده سلولی پارامترهای حداقل سه نمونه خون کامل طبیعی، دو بار با روشهای مرجع دستی و دو بار با دستگاه شمار

شود و پس از محاسبه میانگین نتایج هر پارامتر با روش دستی و دستگاهی، ضریب کالیبراسیون  گیری می اندازه

 شود.  ها، دقت کالیبراسیون بیشتر می با افزایش تعداد نمونه شود. جدید با استفاده از فرمول زیر تعیین می

 

 

  

متهموگلوبین،  وریت و شمارش گلبولهای سفید به ترتیب سیانگیری هموگلوبین، هماتوک های مرجع اندازه روش

های مرجع، روش  در کتاب هستند. بندی نئوبار اصلاح شده ( )با درجه میکروهماتوکریت و استفاده از هماسیتومتر

اند که در  شده های سلولی تک کاناله عنوان مرجع شمارش گلبولهای سفید، گلبولهای قرمز و پلاکتها، شمارنده

                                           

3 Moving Average  
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به علت احتمال وجود  .شود ران، به علت در دسترس نبودن این تجهیزات، همچنان از هماسیتومتر استفاده میای

ویژه در گلبولهای قرمز و پلاکتها، توصیه میشود که کالیبراسیون  خطای زیاد در شمارش سلولی با این روش، به

 وسیله شرکت پشتیبان صورت گیرد.  این پارامترها به

  

 

 

 ریب کالیبراسیون: محاسبه ض

          باشد، و با دستگاه خودکار شمارنده سلولی g/L 140گیری هموگلوبین به روش دستی  اگر میانگین اندازه

g/L  145 شود:  باشد، عامل  تصحیح کالیبراسیون دستگاه با استفاده از فرمول زیر محاسبه می 

  

 

مثال،  عنوان به کاهش یابد. 44/3هموگلوبین باید به مقدار طبق محاسبه بالا، ضریب کالیبراسیون دستگاه برای 

 تنظیم شود.  56/96% کاهش یابد و روی 3.44بوده است، باید  100این  از اگر ضریب کالیبراسیون دستگاه پیش

های شمارنده مثل گروه سیسمکس، ضریب کالیبراسیون جدید با استفاده از فرمول  در بعضی از انواع دستگاه

 یون که در دستورالعمل درج گردیده است، به ترتیب زیر محاسبه میشود: کالیبراس
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 نکته:

الیبراسیون دستگاه باید در موارد خاصی که در بالا به آنها  اشار ه شد و با استفاده از روش ذکرشده، ک

ر گیرد، درغیر این صورت، تغییر مکرر ضریب کالیبراسیون به دنبال مشاهدة هرگونه اختلال د صور ت

 نتایج، به هیچ وجه توصیه نمی شود. 
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  سلولی شمارنده خودکار های دستگاه کنترل کیفیت

های شمارنده سلولی در بخش هماتولوژی باید دستورالعمل مکتوبی داشته  آزمایشگاه برای کنترل کیفیت دستگاه

المللی  توصیة مراجع معتبر بین ود.های کنترل کیفی نیز به نحو مقتضی نگهداری ش باشد و سوابق انجام برنامه

های کشور به دلایل مختلف ازجمله  برای انجام این امر، استفاده از خون کنترل است که بسیاری از آزمایشگاه

کنند.  دسترسی نداشتن به این نمونه، از روشهای دیگری برای کنترل کیفیت دستگاه شمارنده استفاده می

استفاده از روشهای کنترل کیفی بوده که انواع خطاهای سیستماتیک و تصادفی درهرصورت، هر آزمایشگاه ملزم به 

 را مشخص نماید. 

 کنترل  . خون3-1

های شمارنده سلولی، باید در  المللی خونشناسی، برای کنترل کیفیت دستگاه های منابع معتبر بین طبق توصیه

ترتیب، در  این به غیرطبیعی استفاده کرد. هر سری کاری، دستکم از دو نمونه خون کنترل در دامنه طبیعی و

ابتدای هر سری کاری، نمونه کنترل طبیعی و غیرطبیعی و در پایان، نمونه طبیعی با دستگاه شمارنده آزمایش و 

راحتی  ها به های مختلف برای تمام آزمایشگاه شود. در ایران، دسترسی به خون کنترل در دامنه نتایج ثبت می

 شود.  طورمعمول از خون کنترل در یک دامنه استفاده می به همین دلیل، بهپذیر نیست؛  امکان

های بیماران و در صورت نیاز، به فواصل در طی روز آزمایش  نمونه خون کنترل هرروز صبح پیش از آزمایش نمونه

نی مختلف با دفعات و در فواصل زما برای رسم نمودار، نمونه کنترل باید به شود. و نتایج روی نمودار ثبت می

پس از محاسبه میانگین و انحراف  خوانده حاصل شود. 20دستگاه آزمایش شود تا دستکم برای هر پارامتر 

برای هر پارامتر، مقادیر آنها روی محور عمودی و روزها روی محور افقی   SD3±و   SD1±  ،SD2±معیارهای 

 شود.  ثبت می
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قبول  یج خون کنترل با دامنه ذکرشده در بروشور مربوطه قابلکنترل کیفیت دستگاه صرفاً با منطبق بودن نتا

شود. هر آزمایشگاه  نیست و همچنین استفاده از میانگین و دامنه مندرج در بروشور برای رسم نمودار توصیه نمی

 د. باید خود با استفاده از روش ذکرشده در بالا، نسبت به تعیین میانگین و دامنه برای رسم نمودار اقدام نمای

  SD3±و  SD1±  ،SD2±و انحراف معیارهای  g/L 144در زیر نمودار کنترل کیفیت هموگلوبین، با میانگین 

شده در  نمودار نمایانگر میزان هموگلوبین خون کنترل در  نقاط ثبت شود. مشاهده می  6و  g/L 2 ،4به ترتیب 

از قوانین لوی جنینگ ، وستگارد  یا سازمان  میتوان نمودار کنترل کیفیت را با استفاده روزهای متوالی است.

های خود در  هر آزمایشگاه میتواند بر اساس اهداف کیفیتی که برای نتایج آزمایش جهانی بهداشت تفسیر کرد.

با استفاده از نمودار کنترل کیفیت میتوان خطاهای تصادفی و  نظر دارد، از یکی از این قوانین استفاده کند.

 صورت بروز مشخص کرد. سیستماتیک را در 

   

  

 

 نمودار کنترل کیفی هموگلوبین  : 4تصویر شماره 
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 نکته:  

 

 

 : نمودارهای کنترل کیفی با قوانین وستگارد 5تصویر شمارة 

   دو   بین   نیز   و   مختلف   کاری   های   مجموعه   بین   وستگارد   چندگانة   قوانین
 . هستند   استفاده   قابل   کنترلی   نمونة   غلظت
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  4 . آزمون پایداری کالیبراسیون2- 3

های خون تازه  ان از نمونهمنظور کامل شدن روند کنترل کیفیت دستگاه، علاوه بر استفاده از خون کنترل، میتو به

در نمونه خون حاوی ضد   HCTو   Hb  ،WBC،RBCبا توجه به پایداری پارامترهایی نظیر،  استفاده کرد.

نمونه که دارای مقادیر  10و ترجیحاً  5،  میتوان در روز اول حداقل C˚ 4ساعت در  دمای  24انعقاد، به مدت 

هداری کرد و روز بعد، مجدداً مورد آزمایش قرارداد و وجود اختلاف طبیعی هستند را پس از آزمایش در یخچال نگ

 های جفت را با استفاده از آزمون آماری پایداری کالیبراسیون محاسبه کرد.  دار بین مقادیر نمونه معنی

   

 

  

  

                                           

4 T-Brittin  
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بیشتر  2.26نه از نمو 10و  برای  2.78نمونه از   5اگر مقدار آن برای  باید برای هر متغیر محاسبه شود. tمقدار 

وجود  .دار وجود دارد شده در دو روز، اختلاف معنی توان گفت که بین مقادیر شمارش می 95باشد، با اطمینان % 

کننده اشکال احتمالی است که در صورت تداوم، برای رفع آن باید اقدام  دار برای یک متغیر، بیان اختلاف معنی

 مناسب صورت گیرد. 

  

 مثال: 

نمونه خون با استفاده از یک دستگاه شمارنده سلولی در دو روز  5گیری هموگلوبین  نتایج اندازه که درصورتی

 صورت زیر بررسی می متوالی مطابق جدول زیر باشد، عملکرد دستگاه با کمک فرمول پایداری کالیبراسیون به

 شود. 
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قبول  ، نتایج هموگلوبین دستگاه قابلکمتر است(نمونه  5برای  tمقدار ) 2.78آمده از  دست به tچون عدد  

 است. 
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 . آزمایش دوتایی 3-3

 نمونه به 3تا  2صورت دوتایی، باید در هر سری کاری، حداقل  ها به ر صورت نبود امکان انجام تمام آزمایشد

دفی ها از طریق محاسبات آماری، از وجود خطاهای تصا صورت دوتایی آزمایش شوند تا با بررسی اختلاف خوانده

 شده، احتمال وجود خطای تصادفی را مطرح می محاسبه SD2افزایش اختلاف بین دو خوانده بیش از  آگاه شد.

 دهد:  های دوتایی را نشان می نمونه SDفرمول زیر طریقه محاسبه  کند.
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وم تکرار ، نمایانگر بروز خطای تصادفی و لز(d-10 )بین دو نتیجه آزمایش در نمونه سوم SD2تفاوت بیشتر از 

 آزمایش روی همان نمونه است. 

  5 بازبینی . آزمایش3-4

 ها در دمای مناسب های کنترل کیفیت، آزمایش بازبینی است که در صورت نگهداری نمونه یکی دیگر از روش

 برای این کار باید ابتدای سری کاری یا صبح دو تا سه نمونه را پس از آزمایش بلافاصله اجراشدنی است. (یخچال)

 با دربسته در یخچال قرارداد و در انتهای سری کاری یا بعدازظهر یا روز بعد، آنها را مجدداً مورد آزمایش قرارداد.

توان با  نتایج این دو آزمایش را می ها باید به دمای اتاق رسیده و کاملاً مخلوط شوند. پیش از آزمایش، نمونه

قبول است. در صورت  قابل SD2ه اختلاف نتایج در محدوده استفاده از فرمول آزمایش دوتایی مقایسه نمود ک

دهنده اشکال در عملکرد  ها در شرایط مناسب، هرگونه تغییر در نتایج خارج از این محدوده، نشان نگهداری نمونه

این آزمایش برای بررسی تغییرات هموگلوبین و گلبولهای قرمز مناسب است و به میزان  دستگاه یا معرفها است.

ویژه اگر فاصله زمانی بین دو آزمایش  ر برای گلبولهای سفید و پلاکتها کاربرد دارد؛ ولی برای هماتوکریت، بهکمت

 ساعت یا بیشتر باشد، کارایی ندارد.  6

 

نکته:  

 

                                           

5 Check Test  

  

  
 دوتایی     و   بازبینی   آزمایش   برای   که   هایی   نمونه   است   بهتر

   . باشند   یکسان   آزمایش   می   شوند ،
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 مثال: 

 نمونه توسط دستگاه شمارنده در صبح و بعدازظهر به شرح زیر است:  5گیری هموگلوبین  نتایج اندازه

  

  

  

 2SD=2 

  

بیشتر نیست، عملکرد دستگاه  SD2یک از اختلافات نتایج دو بار آزمایش روی یک نمونه، از  با توجه به آنکه هیچ

 قبول است.  قابل
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  6. آزمایش دلتا 3-5 

عنوان روشی برای کنترل کیفیت به  آمده از یک نمونه با نتایج قبلی نمونه همان فرد به دست مقایسه مقادیر به

در صورت  رود؛ با در نظر گرفتن این نکته که فاصله زمان بین دو آزمایش بیش از دو تا سه هفته نباشد. کار می

استفاده از این روش، باید به نکاتی نظیر تغییرات فیزیولوژیک طبیعی و روزانه پارامترهای خونی و همچنین، 

مختلف که باعث تغییر شمارش سلولها ، توجه  مواردی نظیر ابتلای فرد به بیماری و یا استفاده از دارو به دلایل

 با توجه به تغییرات روزانه طبیعی پارامترهای خونی در یک فرد، تنها وجود اختلافات واضح بین مقادیر به داشت.

 دهنده بروز خطا است.  آمده، نشان دست

  

 

  

  

                                           

6 Delta Test  



  
 

34  
  

 . استفاده از نتایج بیماران 3-6  

 در فواصل روزها و هفته (MCHCو  MCH ،MCV ) های گلبولی خصبه دلیل ثابت بودن مقادیر میانگین شا

هایی که حداقل  منظور ارزیابی کیفیت عملکرد دستگاه شمارنده در آزمایشگاه ها به ها، میتوان از این شاخص

های  که نمونه دهند، درصورتی ها نشان می کنند، استفاده نمود .بررسی پذیرش می CBCنمونه  100روزی 

CBC نظر میزان ایندکسهای خونی تفاوت مشخصی با یکدیگر نداشته باشند  مایش در روزهای مختلف ازمورد آز

به فقر آهن یا تالاسمی در یک روز  های افراد مبتلا ها منجر شود، مانند پذیرش نمونه که به تأثیر بارز بر میانگین

ها  خص در میانگین ایندکسشوند، هرگونه تغییر مش های گلبولی می خاص در هفته که باعث کاهش شاخص

برای استفاده از این روش، ابتدا باید میانگین  دهندة تغییر در کالیبراسیون یا اختلال عملکرد دستگاه است. نشان

تا نمونه را محاسبه و سپس، نمودار کنترل  300حداقل  MCHCو  MCH ،MCVهای  ندکسیا SD2±و 

 نمود.  مکیفیت را رس

های ذکرشده، نتایج  های خونی طبیعی ندارند، مانند مبتلایان به بیماری که ایندکسدر صورت مراجعه بیمارانی 

های بیماران را روزانه  های گلبولی آنها نباید در محاسبه میانگین لحاظ شود. پس از رسم نمودار، نمونه سندکیا

و ثبت این میانگین های گلبولی آنها  تایی تقسیم کرده و پس از محاسبه میانگین شاخص های بیست به گروه

برای اطمینان از  روی نمودار، هرگونه انحراف از مقادیر مجاز را میتوان نمایانگر عملکرد نامناسب دستگاه دانست.

صورت تصادفی باشد و در هر دسته نیز  ها، باید به تایی نمونه های بیست درست بودن این روش، انتخاب گروه

افزاری روی  های نرم صورت برنامه سان نباشند .این روش کنترل کیفی بهنمونه دارای شرایط بالینی یک 7بیش از 

 شده است.  ها نصب بعضی دستگاه
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 (CV ) . بررسی عدم دقت3-7

در صورت استفاده از خون کنترل، میتوان با استفاده از نتایج نمونه کنترل  این بررسی به دو شکل انجام پذیر است.

شده، عدم دقت هر پارامتر را محاسبه کرد و در صورت دسترسی نداشتن  زمایشکه طی روزهای متوالی با دستگاه آ

ترتیب، هرماه دو نمونه یا بیشتر را  این به های روزانه برای این امر استفاده کرد. به خون کنترل، باید از نمونه

آمده، عدم دقت هر پارامتر را محاسبه  دست صورت متوالی با دستگاه آزمایش کرده و از نتایج به بار به 10حداقل 

های  های با دامنه اندازی، با استفاده از نمونه ویژه هنگام نصب و راه شود که عدم دقت دستگاه به توصیه می کرد.

 شده استفاده کرد، به برای تهیه نمونه غیرطبیعی پایین، میتوان از نمونه رقیق طبیعی و غیرطبیعی بررسی شود.

 .آمده مخلوط کرد دست سمای نمونه را جدا کرده و سپس حجمی از نمونه را با این پلاسمای بهترتیب که پلا این

برای این کار باید ظرف نمونه را  نمونه خون با دامنه غیرطبیعی بالا را نیز میتوان با غلیظ کردن نمونه تهیه نمود.

پلاسمای ایجادشده و مخلوط کردن  نگهداری کرد و سپس با برداشتن نیمی از º45ساعت با زاویه  2به مدت 

در صورت مطابقت نداشتن عدم دقت هر پارامتر با ادعای  عنوان نمونه غیرطبیعی بالا استفاده نمود. کامل، از آن به

 شده است، ضروری است با شرکت پشتیبان تماس گرفته شود.  سازنده که در بروشور درج
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 مثال:  

 ش گلبولهای سفید به روش زیر محاسبه میشود: میزان عدم دقت دستگاه برای شمار
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 صحت  . بررسی3-8

منظور بررسی تکرارپذیری مناسب  های کنترل داخلی کیفیت هستند و به های ذکرشده جزئی از برنامه روش

برای ارزیابی صحت  دهنده صحت نتایج نیست. شوند، ولی تکرارپذیری مناسب همواره نشان ها انجام می آزمایش

های دیگری نظیر استفاده از استاندارد، کالیبراتور و یا شرکت  های آزمایش، باید از روش رد تجهیزات و روشعملک

هدف برنامه کنترل خارجی کیفیت، ایجاد هماهنگی بین نتایج  های کنترل خارجی کیفیت استفاده کرد. در برنامه

کننده  های شرکت جرای برنامه به آزمایشگاههای مجهول از مرکز ا ها است. در این برنامه، نمونه آزمایشگاه

ها، نتایج را جهت پردازش به مرکز  های لازم روی نمونه ها پس از انجام آزمایش شود. آزمایشگاه فرستاده می

شود که یکی از آنها  های مختلف بررسی می روش نتایج در مرکز ذکرشده به نمایند. اجرای برنامه ارسال می

به اطلاع ( DI)صورت  ها است که نتیجه آن به شگاه با میانگین نتایج کل آزمایشگاهمقایسه نتایج هر آزمای

 شود.  آزمایشگاه رسانده می
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 های میکروسکوپی یا بالینی  . تطابق نتایج دستگاه با یافته3-9

ها با مشاهده های حاصل از دستگاه و مقایسه و مطابقت آن به توصیه سازمان جهانی بهداشت، بررسی نتایج آزمایش

های دائمی کنترل کیفیت  های بالینی بیمار، باید از برنامه های خونی مربوطه و یافته میکروسکوپی گسترش

انتظار حاصل از دستگاه نظیر لکوسیتوز، لکوپنی،  ترتیب، هرگونه نتیجه غیرقابل این به آزمایشگاه باشد.

های غیرطبیعی باید پیش از گزارش با مشاهده گسترش  سندکیترومبوسیتوپنی، هموگلوبین خیلی پایین یا بالا و ا

 خون محیطی یا بررسی وضعیت بالینی و یا سابقه بیمار تأیید شود. 

 نکته:   

  

)مرجع ( و دستگاهی در مراجع معتبر روش روزمره برای کنترل کیفیت  اگر چه مقایسة روش دستی

ر از این روش به عنوان یکی از را ه های عنوان نشد ه است، ولی در بسیاری از آزمایشگاه های کشو

 درصورت استفاده از این روش، توجه به نکته های زیر الزامی است:  کنترل کیفیت استفاده می شود.

نمونه )بدیهی است آزمایش روی تعداد نمونه های بیشتر  3آزمایش دستکم روی  .1

 امکان دستیابی به نتایج صحیح تر را فراهم می نماید(؛ 

مایش دوتایی به روش دستی و دستگاهی روی هر نمونه و محاسبة میانگین انجام آز .2

 نتایج برای هر پارامتر با هر دو رو ش؛ 

 برای مقایسة همخوانی نتایج.  Paired  t testاستفاده از آزمون آماری  .3
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 به روش زیر است:  paired t testبا استفاده از آزمون آماری  tفرمولهای محاسبه 

 

 

:n   ها  اد نمونهتعد 

:d  اختلاف نتایج روش دستی و دستگاهی برای هر نمونه 

d  میانگین اختلاف نتایج: 

SD2  واریانس اختلاف بین نتایج :SE diff  تفاوت استاندارد میانگین دو گروه داده : 

tمقادیر مجاز ین جدول بر شده است .با استفاده از ا درج t testبا توجه به ضرایب اطمینان مختلف در جدول    

مجاز را  t%، میتوان عدد 95و در نظر داشتن ضریب اطمینان  (n-1 ) و درجة آزادی (n)ها  اساس تعداد نمونه

 مشخص کرد. 
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 مثال: 

 

قبول  مورد t، مقدار 2(n-1)و درجة آزادی  نمونه ( 3های مورد آزمایش ) با توجه به تعداد نمونه tبر اساس جدول 

 مجاز tاز مقدار  (15/0 )شده در این آزمایش محاسبه tاست. کمتر بودن مقدار  3/4برابر  %95با ضریب اطمینان 

 قبول بودن نتایج است.  نشان دهندة همخوانی و قابل (3/4 )
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  سلولی شمارنده خودکار های دستگاه خطاهای

روشهای دستی، تکرارپذیری یا دقت ها در مقایسه با  های شمارنده سلولی در آزمایشگاه اگرچه استفاده از دستگاه

است به دلایل گوناگون  توجهی بهبود بخشیده است، ولی صحت نتایج حاصل ممکن نتایج حاصل را به میزان قابل

بنابراین، کاربر دستگاه علاوه بر آشنایی با نحوه کار، نگهداری، کالیبراسیون و کنترل  اطمینان نباشد. همواره قابل

گیری پارامترهای خونی توسط دستگاه  تمام عللی که منجر به خطا در شمارش یا اندازه کیفی دستگاه، باید از

ها برای شمارش سلولها است،  شود، نیز آگاه باشد. گروهی از این خطاها ناشی از نحوه طراحی دستگاه شمارنده می

جای دو  مارش یک سلول بهمثلاً عبور همزمان دو سلول از بین دو الکترود که به ایجاد یک پالس و درنتیجه، ش

هایی که پس از عبور از بین دو الکترود و شمارش، دوباره به گردش بین الکترودها  شود یا سلول سلول منجر می

 های قرمز رخ می در شرایطی نیز که بنا به دلایل مختلف آگلوتیناسیون گلبول شوند. وارد و مجدداً شمارش می

های هوا،  شمارش حباب شوند. عنوان یک سلول بزرگ شمارش می اه بهدهد، گلبولهای به هم چسبیده در دستگ

ها هستند.  عنوان یک سلول نیز از موارد دیگر خطا در دستگاه ها یا ذرات خارجی به قطرات چربی، میکروارگانیسم

 شود:  در زیر به موارد دیگری که ممکن است بالقوه موجب اختلال در شمارش دستگاه شوند، اشاره می

معمولاً به دلیل ایجاد کدورت باعث افزایش کاذب، ولی  L  3 10  ×30فزایش شمارش گلبولهای سفید بیش از. ا1

 شود.  می MCVجزئی در هموگلوبین و همچنین، افزایش کاذب هماتوکریت و 

و افزایش اسمولالیتة خون ناشی از سایر علل ممکن است سبب  mg/dL 400. افزایش غلظت گلوکز بیش از 2

 شود.  MCHCو هماتوکریت و کاهش  MCVیش کاذب افزا

 برای رفع این خطا خون باید پیش از انجام آزمایش ده دقیقه با ایزوتون انکوبه شود. 
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و  MCVطور کاذب باعث کاهش شمارش گلبولهای قرمز و افزایش  به . آگلوتینین های سرد با تیترهای بالا،3

MCHC  شود.   کننده این مشکل حل می ل رقیقشوند که با گرم کردن خون یا محلو می 

 طور کاذب کاهش نشان می های سفید شکننده هستند، شمارش آنها به در بعضی از انواع لوسمی ها که گلبول. 4

 کننده است.  دهد که در این موارد، شمارش با هماسیتومتر کمک

و  MCHقدار هموگلوبین ،سطوح بسیار بالای چربی باعث کدرشدن پلاسما و درنتیجه افزایش کاذب م. 5

MCHC برای حل این مشکل، انداز ه گیری هموگلوبین باید به روش دستی و با افزودن حجم مناسبی  شود. می

 از پلاسمای بیمار به بلانک و صفر کردن دستگاه اسپکتروفتومتر با آن انجام شود. 

 است به نادرست بودن نتایج دستگاه شود که ممکن ، به موارد بیشتری اشاره می 10تا  4های شماره  در جدول

ها باید از  کاربر دستگاه علاوه بر آشنایی با موارد مندرج در این جدول های شمارنده سلولی خودکار منجر شوند.

  نحوة رفع این خطاها نیز آگاه باشد. 
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 فصل سوم

 ها های مرجع انجام آزمایش روش
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 متهموگلوبین   نوگلوبین به روش سیاگیری همو اندازه

گیری مرجع  متهموگلوبین، روش دستی اندازهنوگیری هموگلوبین در خون با روش سیا روش شیمیایی اندازه

های مهمی که هنگام انجام  های شمارنده نیز کاربرد دارد. نکته هموگلوبین است که برای کالیبراسیون دستگاه

 ج صحیح باید در نظر گرفته شوند: این آزمایش برای دستیابی به نتای

و ازلحاظ شیمیایی  (Aکلاس )ای استفاده شود که ازنظر صحت در حد استاندارد  از ظرفهای شیشه •

 تمیز باشند. 

های کنترل کیفیت  از دقت و صحت عملکرد سمپلرها، اسپکتروفتومتر و یا فتومتر با استفاده از برنامه •

 رل کیفیت ثبت شود.( اطمینان حاصل شود )تمام مستندات کنت

مؤسسه استاندارد آزمایشگاه بالینی(، که )  CLSIدر صورت امکان، از درابکین با ترکیب توصیه شدة  •

 مقادیر لازم برای تهیه آن در زیر آمده است، استفاده شود. 

KCN                                                                 0.05g   

K3Fe (CN)                                                        0.2g  

KH2PO4 (Anhydrous)                                      0.140g    

Nonionic Detergent                                           0.5-1ml 

Clinical laboratory Reagent water(type I)         1000ml  
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 متهموگلوبین تبدیل میکند. نوها را غیر از سولفوهموگلوبین به سیا دقیقه تمام هموگلوبین 5ین معرف در مدت ا

 دقیقه زمان نیاز دارد.  30یابد برای اکسید شدن به  کربوکسی هموگلوبین که در افراد سیگاری افزایش می

کات نگهداری نمود و در صورت های تیرة دربسته از جنس بوروسیلی محلول درابکین را باید در ظرف •

 کدری دور ریخت.  مشاهده

های لازم باید ازنظر ایمنی به  ها و دفع آنها، به علت سمی بودن، احتیاط هنگام استفاده از این محلول •

 کار رود. 

توان استفاده نمود، ولی زمان کامل شدن واکنش  نیز می (غیر از فرمول بالا)از درابکین با ترکیبهای دیگر  •

 تر و احتمال ایجاد کدری بیشتر است.  نیطولا

برای انجام آزمایش میتوان از نمونه خون مویرگی یا وریدی استفاده نمود، ولی استفاده از خون وریدی  •

 برتری دارد. 

 -mg/ml 2/2هستند که به مقدار  (دی سدیک یا دی پتاسیک)  EDTAضد انعقاد مناسب، نمکهای  •

 اید استفاده شوند. به ازای هر میلیلیتر خون ب 5/1

 پس از خونگیری، باید نمونه را بلافاصله با ضد انعقاد مخلوط نمود.  •

% کاهش نشان 1، به دلیل ایجاد رقت در نمونه، میزان هموگلوبین تا k3EDTAدر صورت استفاده از  •

 دهد.  می
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 روش آزمایش 

درابکین مخلوط و  ml   5خون با ml    02/0گیری هموگلوبین به روش دستی درروش معمول اندازه •

 شود.  پس از طی مدت لازم برای کامل شدن واکنش، جذب نوری آن با فتومتر خوانده می

شود تا  منظور کالیبراسیون دستگاه شمارنده، از روش رقت زیاد استفاده می برای انجام آزمایش به •

سازی زیر  از روشهای رقیق برای اجرای این کار، میتوان سازی کاهش یابد. احتمال خطای ناشی از رقیق

 استفاده کرد: 

- ml 04/0  خون باml 10  درابکین یا 

- ml 4/0  خون باml 100  درابکین یا 

- ml 1/0  خون باml 25  .درابکین 

  

 نکته:  

استفاده از وسایل  برای انجام آزمایش، به ویژه به منظور بررسی کالیبراسیون دستگاه شمارنده ،

 و تجهیزات کالیبره ضروری است. و ابزار  Aشیشه ای کلاس 

   

 در هر دو روش معمولی و با رقت زیاد، ابتدا نمونه خون توسط پیپت یا سمپلر با سرعت آهسته و ثابت کشیده می

شود و پس از پاك کردن سطح خارجی پیپت یا سرسمپلر با پارچه بدون پرز، که با آب مقطر یا نرمال سالین 

بار برداشت  10تا  8نمونه باقیمانده در پیپت یا سرسمپلر، باید با  شود. تخلیه میآزمایش  مرطوب شده، داخل لوله
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بار سروته  6تا  5و تخلیه، با محتویات لوله کاملاً شسته شود .برای مخلوط شدن کامل خون و درابکین، پس از 

ر دمای اتاق نگهداری دقیقه د 5نمودن لوله، باید محلول را برای کامل شدن واکنش پیش از خواندن جذب نوری، 

 نمود.  

شود. در صورت  استفاده می nm 540موج  منظور خواندن جذب نوری از فتومتر یا اسپکتروفتومتر با طول به

شده و مقدار هموگلوبین  موج ذکرشده خوانده از استاندارد هموگلوبین، جذب نوری این محلول نیز در طول استفاده

 شود:  حاسبه میبرحسب گرم در لیتر از فرمول زیر م

  

  

  

تهیه و جذب  4/1و  3/1، 2/1های مختلف  برای رسم منحنی استاندارد هموگلوبین، ابتدا از محلول استاندارد، رقت

شود. پس از تعیین مقدار هموگلوبین هر  خوانده می مقابل بلانک )درابکین ( nm 540  موج نوری آنها در طول

و مقدار غلظت هموگلوبین هر  (Y) ب نوری هر رقت روی محور عرضیرقت، روی کاغذ نمودار خطی مقادیر جذ

شود. خطی که از مبدأ و نقاط تلاقی مقدار هموگلوبین و جذب نوری مربوط  ثبت می ( X ) رقت روی محور طولی

 ها را محاسبه کرد.  توان با استفاده از آن غلظت هموگلوبین نمونه گذرد، منحنی استاندارد نام دارد که می می
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 منابع خطا 

تکنیک نامناسب خونگیری وریدی که با تغلیظ نمونه سبب افزایش کاذب مقدار هموگلوبین و  •

 شود؛  شمارش سلولی می

 استفاده از تجهیزات بدون سوابق کنترل کیفیت و کالیبراسیون؛  •

 آگاهی ناکافی کارکنان از نحوة صحیح انجام آزمایش و منابع خطا؛  •

 ونه پیش از آزمایش؛ مخلوط نمودن ناکافی نم •

 وجود لخته در نمونه؛  •

 نگهداری درابکین در مقابل نور یا یخ زدن؛  •

ویژه اگر پس از باز شدن مدت طولانی در  به)مصرف گذشته  استفاده از استاندارد خراب یا تاریخ •

 دمای اتاق بماند(؛ 

 کالیبراسیون نادرست اسپکتروفتومتر؛  •

ازحد گرم  از کافی نبودن زمان گرم شدن دستگاه یا بیش عملکرد نامناسب اسپکتروفتومتر ناشی •

نگرفتن  شدن دستگاه، اختلالات مربوط به منبع نوری، فتوسل، ولتاژ، خطی نبودن دستگاه، صحیح قرار

 کووت و یا استفاده از کووت کثیف یا خشدار. 
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 گیری حجم سلولهای متراکم شده به روش میکروهماتوکریت  روش اندازه

PCV این نسبت پس از سانتریفوژ مناسب  های قرمز متراکم شده به حجم خون کامل است. ت حجم گلبولنسب

. روش مرجع (%42جای  به 42/0مانند )صورت اعشاری گزارش میشود  آمده و ترجیحاً به دست نمونة خون به

دستگاههای  های متراکم شده، روش میکروهماتوکریت است که برای کالیبراسیون گیری حجم سلول اندازه

 شود.  شمارنده نیز استفاده می

  

 گیری حجم گلبولهای قرمز متراکم شده  های مهم در آزمایش اندازه نکته*

 پذیر است.  انجام آزمایش با استفاده از خون مویرگی، شریانی و وریدی امکان •

ین به ازای هر واحد هپار 7های هپارینه حاوی حداکثر  آوری نمونه به طریق مویرگی، از لوله در جمع •

 شود.  لوله مویینه استفاده می

 گیری ساعت پس از نمونه 6آوری در دمای اتاق نگهداری و حداکثر در مدت  میتوان نمونه را پس از جمع •

 آزمایش نمود. 

 005/0های دوتایی نباید بیش از  مقدار هماتوکریت نمونه ها باید به روش دوتایی آزمایش شوند. نمونه •

 گر اختلاف داشته باشند. با یکدی (5/0%)

 k2EDTAمنظور کالیبراسیون دستگاه شمارنده فقط باید از ضد انعقاد  در صورت انجام این آزمایش، به •

به علت ایجاد  k3EDTAاستفاده از ضد انعقاد  استفاده شود تا از چروکیدگی گلبولهای قرمز جلوگیری شود.
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دهد .در صورت استفاده از ضد انعقاد مایع،  می % کاهش2را  MCVچروکیدگی در گلبولهای قرمز میزان 

 ضریب رقت باید محاسبه شود. 

)بدون  های مویینه با حلقة آبی توصیه میشود برای انجام آزمایش کالیبراسیون دستگاه شمارنده از لوله •

 استفاده شود.  (ضد انعقاد

 د. هنگام خواندن نتیجه با خط کش مخصوص، مقدار بافی کوت در نظر گرفته نشو •

 است.  ±%1های متراکم شده به روش میکروهماتوکریت  گیری حجم سلول قبول اندازه خطای قابل •

  

 روش آزمایش 

بار سروته شده است، پر و با  8طول لوله میکروهماتوکریت باید از خون کامل، که پیش از آن حداقل  4/3تا  3/2

از هر نمونه  طح آن نیز باید کاملاً صاف باشد.کمتر و س  mm 4طول خمیر نباید از  خمیر مخصوص مسدود شود.

سنج  با تنظیم  زمان روی هم در دستگاه میکروهماتوکریت قرار گیرد. خون باید دو لوله به این روش پرشده و روبه

دقیقه پس از   10شده نتیجه آزمایش حداکثر  شده و پس از طی مدت تعیین ها انجام دستگاه سانتریفوژ نمونه

صورت  ها به باگذشت زمان و باقی ماندن لوله شود. و با استفاده از خط کش هماتوکریت خوانده میتوقف دستگاه 

 شود.  تدریج شیبدار و خواندن نتیجه با مشکل مواجه می افقی، حدفاصل پلاسما و سلول به
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 :نمای شماتیک از نمونه هماتوکریت پس از سانتریفوژ  6تصویر شماره 

  

 منابع خطا 

 شود؛  جریان خون به علت بستن طولانی تورنیکه که باعث افزایش غلظت خون می توقف •

های سخت و طولانی به دلیل ورود مایع بین بافتی به فضای داخل عروقی که باعث رقیق یا  خونگیری •

 شود؛  لخته شدن خون می

 همولیز در اثر استفاده از سرسوزن نازك؛  •

 مخلوط نشدن نمونه با ضد انعقاد؛  •
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 پر یا مسدود کردن نادرست انتهای لوله هماتوکریت؛  •

 مسدود کردن انتهای لوله با حرارت؛  •

 خطای دید هنگام خواندن نتیجه آزمایش؛  •

 عنوان جزئی از ستون گلبولهای قرمز هنگام خواندن نتیجه آزمایش؛  محاسبه بافی کوت به •

ای به دام افتادن پلاسما که این مورد در آنمی های ماکروسیتیک کم و در اسفروسیتوز، خط •

% است که 3تا  1تالاسمی و آنمی سیکل سل زیاد است. در حالت طبیعی، میزان پلاسمای به دام افتاده %

 % در نظر گرفته شود. 2هنگام کالیبراسیون دستگاه شمارنده باید 
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 گاه میکروهماتوکریت استاندارد ویژگیهای دست 

  8cmشعاع چرخش بیشتر از  •

 ثانیه؛ 30توانایی رسیدن به حداکثر سرعت در   •

دقیقه بدون افزایش  5در محیط، حداقل به  g 12000تا  g 10000حدود  RCFتوانایی ایجاد  •

 C°45 دما از 

 ثانیه(.  30قابلیت تنظیم حداقل  )با داشتن زمان سنج خودکار •

  

2× r × RPM5 -1/118 × 10RCF =   

  

:RCF  میدان نسبی سانتریفوژ 

RPM دور در دقیقه : 
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 کنترل کیفیت و بررسی کالیبراسیون دستگاه میکروهماتوکریت 

 دقیقه را دارا باشد.  5به مدت  g 10000دستگاه میکروهماتوکریت باید توانایی ایجاد حداقل نیرویی برابر با 

 برای انجام این کار بررسی موارد زیر ضروری است:  ید هر سه ماه انجام شود.کنترل کیفیت دستگاه با 

 سرعت سانتریفوژ،  •

 زمانسنج،  •

 ها   حداکثر توان در تجمع سلول •

 و عملکرد زمانسنج دستگاه به ترتیب با تاکومتر کالیبره و کرونومتر ارزیابی می )دور در دقیقه ( سرعت سانتریفوژ

 شود.  توان دستگاه در تجمع سلولها از خون تازه استفاده می شوند. برای بررسی حداکثر

 اند را به خوبی مخلوط شده دی پتاسیک که به EDTAبرای انجام این امر دو نمونه خون تازه حاوی ضد انعقاد 

آنها ثبت میشود .سپس، زمان سانتریفوژ را   PCVکرده و مقادیر  صورت دوتایی به مدت دو دقیقه سانتریفوژ

درپی بدون تغییر بماند. این  گیری شدة پی ثانیه افزوده تا زمانی که میزان دو هماتوکریت اندازه 30یه به ثان30

شود. این آزمایش بهتر  های قرمز در نظر گرفته می عنوان حداقل زمان لازم برای متراکم نمودن گلبول زمان به

 نیز انجام شود.  یا بیشتر  (%50) 5/0است حداقل با یک نمونه دارای هماتوکریت 

 مثالی است از ارزیابی حداکثر توان یک دستگاه میکروهماتوکریت در تجمع سلولها.  71جدول شماره 

                                                           

 . 61 ماه یکبار باید انجام شود 6این مورد پس از خرید و پیش از شروع به کار با دستگاه و حداقل هر  
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های قرمز در دستگاه میکروهماتوکریت مورد  دهد که زمان متراکم نمودن گلبول های جدول بالا نشان می داده

ای با  دقیقه برای نمونه  5/4و  5/0های با میزان هماتوکریت کمتر از  دقیقه برای آزمایش نمونه 5/3آزمایش ،

 است.  5/0هماتوکریت بیشتر از 

 شده سازمان جهانی بهداشت بهصورت زیر انجام می گاه میکروهماتوکریت به روش توصیهارزیابی عملکرد دست

 شود: 

  و حاوی ضد انعقاد  5/0چند نمونه خون با هماتوکریت کمتر ازEDTA دی پتاسیک ( mg 5/1  برای

 9 ،7، 5، 3صورت دوتایی به مدت  به را پس از بیست بار سروته نمودن ظرف نمونه، (هر میلی لیتر خون
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 )در صورت مناسب بودن توان دستگاه شود. دقیقه سانتریفوژ کرده و سپس نتایج آنها ثبت می 11و 

 به بعد بدون تغییر بماند.  5نتایج باید از دقیقة  (gبرحسب 

  برای بررسی ابزار خواندن هماتوکریت میتوان لوله هماتوکریتی که طول ستون سلول و پلاسمای آن

بوده را انتخاب کرد و روی خط کش معمولی طوری قرارداد که  5/0آن  PCVو  cm5مجموعاً حدود 

باشد. قرار گرفتن  cm 5ابتدای ستون گلبول قرمز روی نقطه صفر و انتهای ستون سلول و پلاسما روی 

دهنده صحت خواندن توسط ابزار خواندن  نشان cm 5/2انتهای بالایی ستون گلبولهای قرمز روی 

 ه است. هماتوکریت مورداستفاد
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  دستی روش به خونی سلولهای شمارش

های شمارنده سلولی  ها به روش دستی، جایگزین قابل قبولی برای دستگاه شمارش گلبولهای سفید و پلاکت

 ها در شرایط معمول برای شمارش های قرمز کاربرد زیادی ندارد؛ زیرا در آزمایشگاه است، ولی برای شمارش گلبول

 شود.  شده که موجب عدم دقت زیاد در شمارش این سلولها می بول قرمز شمارشگل 400های دستی، حدود 

 9برای شمارش سلولهای خونی به روش دستی از هماسیتومتر)نئوبار اصلاحشده( استفاده میشود که بر روی آن 

پس از قرار گرفتن لامل سنگین )دارای سطح  شده است. تعبیه mm 1 mm × 1 فضای خطکشی شده با مساحت

 شود.  ایجاد می mm 4 1/0یقلی ( روی آن فضایی با حجم ص

هماسیتومتر و لامل سنگین پس از هر بار استفاده باید بلافاصله با آب گرم شسته شده و با پارچه تمیز بدون پرز 

سطح این لام نباید با گاز یا پارچه زبر تماس داده شود؛ زیرا باعث خراشیدگی خطوط  پاك و در هوا خشک شود.

وسیله پیپت در فضای  نمونه مورد آزمایش پس از رقیق شدن، کاملاً مخلوط شده و به شوند. لام می روی

شده و سپس، با  بررسی×  10ها باید با عدسی  پراکندگی سلول شود. هماسیتومتر زیر لامل سنگین وارد می

برای × 10سی شیئی  طورمعمول، از عد به . )شمارش انجام شود× 6یا × 10و عدسی چشمی × 40عدسی شیئی 

 شود.( برای شمارش پلاکتها استفاده می× 40شمارش گلبولهای سفید و از عدسی شیئی   

  

 سفید  گلبولهای شمارش

شود که  با محلول حاوی ماده رنگی مخلوط می EDTAبرای شمارش گلبولهای سفید، خون حاوی ضد انعقاد 

برای انجام این  آورد. را نیز به رنگ بنفش  سیاه درمی های سفید های قرمز، هسته گلبول علاوه بر لیز گلبول



  
 

64  
  

 (ml/L 20)% 2محلول رنگی با استفاده از اسید استیک  شود. آزمایش استفاده از ضد انعقاد هپارین توصیه نمی

 شود که با اضافه نمودن چند قطره ویولة دوژانسیان به رنگ بنفش درآمده است.  تهیه می

  

 روش آزمایش 

 mlخوبی مخلوط شده به  از خونی که به ml 1/0ای،  آزمایش پلاستیکی یا شیشه آزمایش، در لولهبرای انجام 

ایجاد شود )مخلوط کردن ناکافی خون پیش از تهیه رقت،  20/1شود تا رقت  کننده اضافه می محلول رقیق 9/1

مخلوط کنند ه های مکانیکی  . پس از بستن دهانة لوله، با استفاده از(موجب خطای زیاد درنتیجه آزمایش میشود

محتویات لوله کاملاً مخلوط  دقیقه، 2و چرخاندن همزمان به مدت  120 °یا سروته نمودن آن با دست با زاویه 

سپس، بلافاصله با استفاده از پیپت یا لوله  شوند. های هوا نیز با محلول مخلوط می حباب با این کار، شود. می

نشین شدن  منظور ته هماسیتومتر در یک مرحله از این مخلوط پرمی شود. به مویینه، فضای زیر لامل ضخیم در

دقیقه روی سطحی صاف، بدون لرزش و دور از نور خورشید و حرارت  2ها، هماسیتومتر باید به مدت  سلول

 های سفید باید در چهار مربع کناری و در دو طرف محفظه گلبول ها انجام شود. نگهداری و سپس، شمارش سلول

هایی که روی اضلاع بالایی و  های داخل این فضا، گلبول ها، علاوه برشمارش گلبول در این مربع شمارش شوند.

های روی اضلاع سمت راست و پایینی مربع در شمارش به  شوند؛ ولی گلبول سمت چپ هستند نیز شمارش می

 آیند.  حساب نمی
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 کاررفته برای شمارش گلبولهای سفید  نمایی از فضاهای هماسیتومتر به : 1تصویر شماره 

در صورت ایجاد هریک از مشکلات زیر هنگام پر کردن هماسیتومتر، شمارش باید با استفاده از لام خشک و تمیز  

 دیگری انجام گیرد: 

 ازحد اسلاید و سرریزشدن آن؛  پر کردن بیش •

 ها از محلول؛  پر نشدن کامل محفظه •

 ه؛ ایجاد حباب هوا در هر قسمت محفظ •

 ها.  هرگونه ذره اضافی در محفظه •
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گلبول سفید باید شمارش شود، ولی برای دستیابی به عدم   100طبق توصیه سازمان جهانی بهداشت، حداقل 

 برای به حداقل رساندن خطای ناشی از پراکندگی نامناسب سلول سلول الزامی است. 400%، شمارش 5 (CV)دقت 

 1/0فضای  9 )کشی شده هماسیتومتر های سفید در کل فضای خط ولشود که شمارش گلب ها، توصیه هم می

 انجام گیرد.  (میکرولیتر

 توان از فرمول زیر استفاده نمود:  های سفید می برای محاسبه تعداد گلبول

  

 

 

 گلبول سفید شمارش شود،  تعداد کل گلبول  420 (کشی شده فضای خط 9 )میکرولیتر 9/0برای مثال، اگر در 

 شود:   ید به طریق زیر محاسبه میهای سف
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 شمارش پلاکت 

شمارش با استفاده از خون  پذیر است. انجام EDTAها روی خون وریدی حاوی ضد انعقاد  شمارش پلاکت

ها نسبت به خون وریدی کمتر و شمارش آن نیز ناپایدارتر است؛  شود، ولی تعداد پلاکت مویرگی نیز انجام می

 مانند.  از پلاکتها در محل سوراخ کردن پوست باقی می زیرا تعداد متفاوتی

 روش آزمایش 

 شود. های قرمز می است که موجب لیز گلبول (g/L 10)% 1کننده حاوی اکسالات آمونیوم آبی  محلول رقیق

ری گی در صورت وجود لخته، باید دوباره نمونه پیش از تهیه رقت باید از نبود لخته در نمونه اطمینان حاصل کرد.

 کننده مخلوط می محلول رقیق ml 9/1خون کاملا مخلوط شده با  ml 1/0، 20/1برای تهیه رقت  انجام شود.

سپس، هماسیتومتر با  دقیقه روی مخلوط کننده مکانیکی قرار گیرد. 15تا  10شود، این مخلوط باید به مدت 

 20ها، حداقل  نشین شدن پلاکت های سفید از این مخلوط پر و برای ته روش ذکرشده برای شمارش گلبول

پس از گذشت مدت  شود. نگهداری می ه شدهدقیقه در ظرف پتری که کف آن کاغذ صافی مرطوب قرارداد

ها  بردن کندانسور میکروسکوپ، پلاکت در صورت پایین شوند. ها با میکروسکوپ شمارش می ذکرشده، پلاکت

ها در مربع مرکزی هر محفظه شمارش  رمعمول، پلاکتطو رؤیت هستند. به به صورت ذرات کوچک درخشانی قابل

 انجام شود. (میکرولیتر 1/0حجم ) mm 1 2ها باید در یک یا بیشتر از فضاهای  شوند، ولی شمارش پلاکت می

 پلاکت الزامی است.  200%، شمارش حداقل 10% تا 8/0برای دستیابی به عدم دقت 
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 منابع خطا 

 شوند:  ی)مربوط به روش آزمایش ( و ذاتی تقسیم میاین خطاها به دو گروه تکنیک

 . خطاهای تکنیکی 1

 آوری نمونه؛  خطاهای جمع •

 مخلوط نکردن کامل نمونه؛  •

 )استفاده از پیپت و هماسیتومتر غیر کالیبره و غیراستاندارد(؛  پیپت کردن نادرست •

 )سنگین(؛  جای ضخیم استفاده از لامل عادی به •

 کننده؛  با رقیق مخلوط نکردن کافی نمونه •

 پر کردن نادرست اسلاید؛  •

 ها.  شمارش نادرست سلول •

  

 . خطاهای ذاتی 2

این خطاها به پراکندگی غیریکنواخت سلولها در نواحی مختلف اسلاید مربوط است که با مخلوط نمودن کافی 

عداد زیاد میتواند ها به ت شود. فقط شمارش سلول های اسلاید نیز برطرف نمی محلول پیش از پر کردن محفظه

 این خطا را کاهش دهد. 
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شده  جدول زیر میزان پراکندگی نتایج شمارش دستی گلبولهای سفید را در مقایسه با تعداد سلولهای شمارش

 یابد.  شده، میزان پراکندگی نتایج کاهش می های شمارش دهد. با افزایش تعداد سلول نشا ن می
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