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کتاب پيش رو تحت عنوان دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، 
کنترل کيفيت و خطاها( به همت استادان و کارشناسان آزمايشگاه مرجع سلامت، زير 
نظر مستقيم کميتة تخصصی هماتولوژی اين ادارة کل و با استناد بر آخرين اطلاعات 

علمی موجود در منابع معتبر و تجربيات کاربردی تدوين شده است.
کيفيت  کنترل  روند  يكسان نمودن  و  استاندارد  هدف  با  که  مجموعه  اين  در 
کاربردی و  تهيه  گرديده،  به دستورالعمل هاي  دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي 
قابل اجرا براي استفادة تمام همكاران و کارشناسان در رشته های مرتبط آزمايشگاهی 

متناسب با نياز آزمايشگاه ها اشاره  شده است. 
شاهد  کتاب،  اين  در  موجود  توصيه هاي  و  نكات  از  بهره گيري  با  است  اميد 

ارتقاي کيفيت عملكرد بخش هماتولوژي آزمايشگاه هاي پزشكي کشور باشيم.

پيش گفتار

دکتر سعيد مهدوی
مدير کل آزمايشگاه مرجع سلامت

به‌نام‌خالق‌هستي‌بخش





دستيابی به نتايج صحيح و دقيق در آزمايشگاه های پزشكی بدون استفاده از برنامه های تضمين 
کيفيت امكان پذير نيست. مسئول آزمايشگاه موظف است با توجه به تعداد مراجعان، تعداد و 
نوع تجهيزات، روش های آزمايشگاهی به کار رفته، تعداد کارکنان و...، با روش های مختلف 
ازجمله آموزش کارکنان، استفاده از روش های استاندارد آزمايشگاهی، انتخاب روش های 
مناسب کنترل کيفيت و شرکت در برنامه های ارزيابی خارجی کيفيت از درست بودن نتايج 

اطمينان حاصل نمايد.
 1)CBC(يكی از آزمايش های معمول در آزمايشگاه های پزشكی ، شمارش سلول های خون
است که در بيشتر آزمايشگاه ها با دستگاه های خودکار شمارندة سلولی)سل کانتر(2 انجام می شود؛ 
بنابراين، اطمينان از صحت و دقت نتايج اين آزمايش، مستلزم آگاهی کامل از عملكرد اين 

دستگاه ها و آشنايی با روش های کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاهای مربوط است.
 )WHO(متن اين کتاب با استفاده از منابع معتبر و راهنماهای منتشرة سازمان جهانی بهداشت
و مؤسسة استاندارد آزمايشگاه بالينی)CLSI(3  و متون و منابع معتبر خون شناسی با هدف ارائة 
مطالب کاربردی و روش های کنترل کيفيت قابل اجرا در کشور، براي کارکنان آزمايشگاه های 

کشور در تمام سطوح تهيه شده و مشتمل  بر سه فصل است:
فصل اول شامل کلياتي در ارتباط با دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي؛

فصل دوم دربارة اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و انواع خطاهای دستگاه های 
خودکار شمارندة سلولی؛

فصل سوم دربارة روش های مرجع انجام آزمايش هاي کاربردي براي کاليبراسيون دستگاه ها.

1. Cell Blood Counter
2. Cell Counter

3. Clinical Laboratory Standard Institute

مقدمه



يادآور مي شود، علاوه بر لزوم آشنايی کامل با موارد مزبور، آگاهی از روش های 
کاليبراسيون و کنترل کيفيت ابزار پايه اي نظير سمپلر، اسپكتروفتومتر، فتومتر و سانتريفوژ 
ميكروهماتوکريت براي تضمين کيفيت نتايج آزمايش هايي که براي کاليبراسيون اين 
دستگاه ها کاربرد دارد، ضروري است. براي آشنايی با روش های ارزيابی کيفيت ابزار پايه، 
مي توان از متن ها و منابع معتبر و يا کتاب کنترل کيفيت در آزمايشگاه های پزشكی، که توسط 

اساتيد و کارشناسان آزمايشگاه مرجع سلامت گردآوري و تأليف گرديده، بهره برد.

دکتر پريسا داهيم

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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فصل اول
كليات





به منظور رعـايت اصول ايمنی و جلوگيـری از بروز اشكالات مربوط 
به نوسانات برق، وجود سيم اتصال به زمين و تثبيت کنندة نوسانات 

برق برای دستگاه ضروری است.

نكته

اصول‌اولية‌كار‌با‌دستگاه‌های‌خودكار‌شمارندة‌سلولی‌ 
تمام کاربران دستگاه های خودکار شمارندة سلولی بايد اصولي را که به عملكرد بهتر 

دستگاه منجرشده و در زير به برخي از آنها اشاره مي شود، درنظر داشته باشند: 
1.   رعـايت مـواردی مـاننـد روشن  و خـاموش  کـردن دستگاه، بـررسی درجـات 
فشار)برحسب نوع دستگاه(، نحوة نگهداري  و شست وشو)روزانه، هفتگي، ماهانه(، 
تعميرات لازم، تعويض محلول ها و ساير اقدام ها مطابق دستورالعمل  شرکت سازنده.
2.   گذراندن دورة آموزشي نحوة کار با دستگاه و اصول نگهداري، زير نظر کارشناسان 
شرکت هاي پشتيبان)در اين رابطه، سوابق  مربوطه شامل تاريخ و شرح آموزش 
بايد در پروندة هـر کاربر نگهداری شود و درصورت  يا گـواهی دورة آموزشی 

تعويض کاربر نيز آموزش هاي لازم درنظر گرفته شود(. 
3.    نگهـداري مدارك دستـگاه از قبيل شناسنامه، دستورالعمل فنی و سوابقي مانند 
سـوابق خريد، کاليبراسيون، کنتـرل و نگهداری، تـعويض محلول هـا، تعميرات و 

سرويس هـا، و ساير اقـدام هـا درصورت لزوم.
4.   آشنايی کامل با نحوة کاليبراسيون و کنترل کيفی دستگاه.
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وجود ذرات اضافی و نامحلول در محلول های ذکرشده به ويژه ايزوتون، 
باعث تداخل در شمارش زمينه و خطا در شمارش سلول های خونی 

به خصوص پلاکت ها می شود.

نكته

شناسنامة‌دستگاه‌های‌خودكار‌شمارندة‌سلولی‌
دستگاه های خودکار شمارندة سلولی مانند ساير تجهيزات آزمايشگاهی بايد شناسنامه ای 

با اين اطلاعات داشته باشند:
1.  تاريخ خريد؛

2.  تاريخ نصب و کاليبراسيون و نام کارشناس شرکت پشتيبان که دستگاه را راه اندازي 
نموده است؛

3.  تاريخ شروع کار دستگاه؛
4.  کارخانه و کشور سازنده؛

5.  مدل و شماره سريال دستگاه؛
6.  شرايط دستگاه هنگام خريد)نو، مستعمل و بازسازی شده(؛

7.  نام، شماره تلفن و نشاني شرکت پشتيبان؛
8.  نام کاربر يا کاربران دستگاه؛

9.  مشخصات و نحوة آموزش کاربر دستگاه توسط شرکت پشتيبان.

نكاتي در رابطه با محلول های دستگاه های خودکار شمارندة سلولی)ايزوتون، لايز و...(

1.  محلول های دستگاه بايد بـا داشتن تـاريخ انقضا و سری ساخت مشخص، فقط 
بهـداشت، درمـان و  ثبت شـده در وزارت  يـا شرکت های  از شرکت پشتيبان و 

آموزش پزشكی تهيه  شوند.
2.  روی ظرف حاوی هر محلول بايد برچسبی با حداقل اطلاعات مانند نام محلول، 

تاريخ انقضا و تاريخ تعويض الصاق شده باشد.
3.   هيچ گاه ته ماندة محلول قبلی به محلول جديد اضافه نشود.

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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1. Pre Analytical Phase

CBCنکته‌هاي‌مهم‌در‌انجام‌آزمايش‌
تمام کارکنان مرتبط در آزمايشگاه ها بايد از روش صحيح انجام آزمايش شمارش سلول های 
خونی)CBC(، به عنوان يكی از شايع ترين آزمايش های انجام گرفته در آزمايشگاه های پزشكی 
مختلف  مـراحل  در  بايد  زيـر  موارد   ،CBC آزمايش  نتايج  از  اطمينان  براي  باشند.  آگاه  

آزمايش رعايت شوند.

1. مرحلة پيش از آزمايش1
  مراجعه کننده بايد پيش از خونگيری حداقل 5 دقيقه آرام بنشيند.  

  نام، نام خانوادگی و شمارة پذيرش مندرج روی برچسب ظرف با برگ درخواست يا 
برگ پذيرش مطابقت داده شود.

  تورنيكه بيش از يک دقيقه بر دست نمونه دهنده بسته  نماند.
   از ضدانعقاد مناسب با رعايت نسبت لازم به مقدار خون استفاده شود)توجه به الزامات 

مورد نياز دستگاه در اين خصوص ضروری است(.
  به محض گرفتن خون، نمونه با ضدانعقاد مخلوط شود)2 دقيقه با ميكسر يا 8 تا10 بار 

سروته نمودن ويال(.
  ظرف حاوی نمونة CBC دربسته باشد.

علاوه بر شناسنامه، موارد زير نيز بايد به صورت مكتوب برای هر دستگاه در 
آزمايشگاه موجود باشد:

  مشخصات محلول ها و مواد مصرفی؛
  سوابق کاليبراسيون و کنترل کيفي؛

  سوابق تعمير با ذکر قطعة تعويض شده؛
  سوابق نگهداری، سرويس های دوره ای و خدمات پشتيبانی.

نكته

توصيه می شود در اين شناسنامه ميزان عدم دقت و عدم صحت دستگاه هنگام نصب 
نيز قيدشود.

فصل اول
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  نمونه با مشاهدة دقيق يا با استفاده از اپليكاتور ازنظر نبود لخته و هموليز يا ليپمی 
بررسی شود.  

  حداکثر فاصلة زماني بين نمونه گيري و انجام آزمايش حدود 4 تا 6 ساعت باشد.
  بلافاصله پيش از انجام آزمايش، نمونة خون با قراردادن ويال به مدت 3 تا 5 دقيقه 

روی روتاتور و يا حداقل 10 بار سروته نمودن کامل، هموژن و يكنواخت شود.

2. مرحلة انجام آزمايش1 
هر روز پيش از شروع آزمـايش، شمارش زمينة دستگاه2 انجام شـده و درصورت امكان 
سوابق آن نگهداری شود. به طور معمول، مقادير مربوط به شمارش زمينة هر دستگاه در 
دستورالعمل آن ارائه  شده است. سازمان جهاني بهداشت نيز در اين رابطه معيارهايي ارائه 

نموده است که در زير به آنها اشاره مي شود:
x 1012/ L 0/03  <  تعداد گلبول های قرمز   
x 109/ L 0/04  < تعداد گلبول های سفيد
0/2g / dL  <               هموگلوبين

x 109/ L 0/5  <          تعداد پلاکت ها
درصورت زيادبودن تعداد نمونه های مورد آزمايش در هر سری کاری، بهتر است در 

فواصل آزمايش ها دستور شست وشوی دستگاه و بررسی شمارش زمينه مجدداً اجراشود.
برای اطمينان از صحت مرحلة انجـام آزمايش، آشنايی کـامل کاربر با اصول کـار با 

دستگاه ، اجرای برنامه های کاليبراسيون و کنترل کيفيت و رفع خطاها الزامی است.

3. مرحلة پس از آزمايش3
هنگام بررسی نتايج و پيش از ارائة گزارش، موارد زير بايد درنظر گرفته شوند: 

اثر مواد ضدانعقاد
 %1 تا  را  هموگلوبين  مقدار  نمونه،  در  رقت  ايجاد  به دليل    K3EDTA مايع  ضدانعقاد    

کاهش مي دهد.
1. Analytical Phase
2. Back Ground
3. Post Analytical Phase

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(

14



  استفاده از ضدانعقاد K3EDTA باعث چروکيدگي گلبول هاي قرمز و کاهش 2%  ميزان 
هماتوکريت مي شود. درصورتي که آزمايشگاهي ضدانعقاد مورد استفادة خود را از 
 %2   MCV ميانگين  که  توجه نمايد  نكته  اين  به  بايد  تغييردهد،   K2EDTA به   K3EDTA

افزايش و ميانگين MCHC  به همين ميزان کاهش مي يابد.

خطاهاي ناشي از ماهيت نمونه يا خطاهاي کاذب ناشي از دستگاه
 3g/L 109 ×30، مقدار همـوگلوبين را بـه ميـزان/ L تعداد گلبول هاي سفيد بيش از  

افزايش مي دهد. 
   مواردی مانند تعداد پلاکت بيش از L /109 ×700، مقدار زياد هموگلوبين S، ميكروسيتوز 

و هايپوکرومي ميزان Hb را به طور کاذب بالامي برند.
   خطاهاي کاذب ناشي از دستگاه به تفصيل در انتهاي فصل دوم آمده است.

مشاهدة گسترش خون محيطی و بررسی وضعيت بالينی بيمار و مطابقت 
آنها با نتيجة دستگاه پيش از گزارش دهي ضروري است.

نكته

فصل اول

15
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1.‌اساس‌كار‌دستگاه‌هاي‌خودكار‌شمارندة‌سلولي
اساس کار اکثريت دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي بر دو مكانيسم زير استوار است:

1.  مقاومت الكتريكي1: اين روش اولين بار توسط والاس کولتر2 در سال 1956 مطرح شد 
و اساس کار دستگاه هايي نظير کولتر3، بک من4، سيسمكس5، ابوت6 و... قرارگرفت. 
در اين مكانيسم، خون در يک محلول بافري الكتريكي رقيق  شده و از بين دو الكترود 
حامل جريان الكتريكي مستقيم عبورمي کند. با عبور هر سلول خوني از اين مسير، 
مقاومت الكتريكي و يک پالس الكتريكي ايجاد مي شود. تغيير در پتانسيل بين الكترودها 
متناسب با مدت زماني است که گلبول از فضای بين دو الكترود، که اصطلاحاً دريچه7 
ناميده می شود، عبورمي کند. ارتفاع هر پالس نشان دهندة حجم سلول و تعداد پالس 

نشان دهندة تعداد سلول است.  

1. Electrical Impedance
2. Wallace Coulter
3. Coulter
4. Beckman

5. Sysmex
6. Abbott
7. Aperture

)Aperture(تصوير شمارة 1:  نمايی از فضای بين دو الكترود

Oscilloscope

Power
Supply

Pneumatic
Supply

Electrodes

Aperture

Vacuum

 Close up of Aperture

40 fL
35 fL
30 fL
25 fL
20 fL
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1. Light Scattering
2. Photomultiplier
3. Photodiod

4. Packed Cell Volume
5. Mean Corpuscular Volume

2. پراکندگي نور1: در اين روش، سوسپانسيون رقيق شدة سلول ها به صورت يک رديف 
سلولي از مقابل منبع نوري عبورمي کند و باعث پراکندگي نور مي شود. نور پراکنده 
تبديل مي شود که  الكتريكي  پالس هاي  به  يا فوتوديود3  فزايندة نوري2  از طريق يک 
در اين حالت، تعداد پالس ها نمايانگر تعداد سلول ها و ارتفاع پالس هاي الكتريكي، 
که متناسب با ميزان پراکندگي نور بوده، نشان دهندة حجم سلول ها است. منبع نوري 
بر حسب نوع دستگاه، ليزر يا تنگستن است. هرچه قطر رديف سلول هاي عبوري 
کوچک تر باشد)به اندازة قطر گلبول هاي قرمز(، نور با دقت بيشتري بر جريان سلول ها 

تابيده و نتايج دقيق تري حاصل مي شود.
در دستگاه هاي خودکار شمارندة  سلولي حداقل دو مجرا طراحي شده است:

  در مجراي اول، با افزودن رقيق کننده به نمونه خون، اندازه و تعداد گلبول هاي قرمز و 
پلاکت ها مشخص مي شود، که بـه منظور جـداسازي پلاکت هـا از گلبول های قرمز 

و شمارش آنها در دستگاه دو آستانة جداکنندة بالا و پايين تعيين شده است.
   در مجراي دوم، با افزودن مادة ليزکننده به نمونه و با کمک رقيق کننده، گلبول هاي 
در  شمارش مي شوند.  مانده اند،  دست نخورده  که  سفيد  گلبول هاي  و  ليزشده  قرمز 
به روش  نيز  مقدار هموگلوبين  اين مجرا، علاوه بـر شمارش گلبول هـای سفيد، 

سيان مت هموگلوبين اندازه گيري مي شود. 
در دستگاه هاي جديدتر براي شمارش افتراقي لكوسيت ها مجراهاي ديگری درنظر 

گرفته شده است. 
اندازه گيري 4PCV و5MCV در دستگاه هاي خودکار شمارندة سلول کاملًا به يكديگر 
وابسته اند. در برخي دستگاه ها، با محاسبة ميانگين ارتفاع پالس هاي حاصل از عبور 
گلبول هاي قرمز از دريچه، مقدار MCV مشخص مي شود و براساس تعداد گلبول هاي 
قرمز شمارش شده، ميـزان هماتـوکريت تـوسط دستگاه محـاسبه مي شود. در دستگاه های 
PCV تعيين شده  از عبور گلبول های قرمز، ميزان  پالس های حاصل  از مجموع  ديگر، 
و بـا استفاده از تعـداد گلبول های قرمز، مقدار MCV محاسبه می شـود. تقريباً در تمام

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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دستگاه ها ساير شاخصه های گلبول های قرمز مانند 1MCH و 2MCHC ازطريق محاسبه 
و با استفاده از مقاديـر هموگلوبين، PCV و تعداد گلبول هاي قرمز مشخص می شوند. 

از  استفاده  با  دستگاه هـا،  در   3)RDW(قرمز گلبول هـای  انـدازة  پـراکندگی  ميزان 
محاسبة ميزان تغييرات ارتفاع پالس هـای ايجادشده به دنبـال عبور گلبول هـای قرمز 
تعيين   و بـه صورت انحراف معيـار 4SD )با واحد فمتوليتر( يا ضريب انحراف معيار 

5CV)درصد( ارائه  می شود.

داخل  هموگلوبين  پراکندگي  ميـزان  بـايرتكنيكون6،  نظيـر  دستگاه هـا  بـعضي  در 
سلول)HDW(7 نيز مشخص می شود. اين مقدار در واقع نشان دهندة پراکندگی)CV( غلظت 
هموگلوبين در هر سلول يا آنيزوکروميا8 يا نمای دی مورفيک9 گلبول های قرمز است.

شمارش افتراقي گلبول سفيد در دستگاه هاي مختلف، با استفاده از مكانيسم هاي 
مختلف مانند مقاومت الكتريكي و جريان هاي الكتريكي با تواترهاي مختلف، تعيين 
از گرانول ها و...  ناشي  نور، واکنش هاي شيميايي  پراکندگي و جذب  اندازة هستـه، 
صورت گرفته  و به صورت سه، پنج و هفت قسمتي گزارش مي شود. در شمارش افتراقي 
سه قسمتي، سه گروه سلول براساس اندازه، شامل سلول هاي بزرگ يا گرانولوسيت ها، 
سلول هاي کوچک يا لنفوسيت ها و سلول هاي متوسط شامل مونوسيت ها، بازوفيل ها، 
ائوزينوفيل ها و سلول هاي مونونوکلئر شمارش مي شوند. در شمارش افتراقي پنج قسمتي، 
و  مونوسيت ها شمارش شده  و  لنفوسيت ها  بازوفيل،  ائوزينوفيل،  نوتروفيل،  رده های 
نابالغ  افتراقي هفت قسمتي علاوه بر رده هاي ذکرشده، سلول هاي بزرگ  در شمارش 
)بـلاست و گرانـولوسيت هاي نابالغ( و لنفوسيت هـاي آتيپيكال)بلاست هاي کوچک( 

نيز جاي مي گيرند.

1. Mean Corpuscular Hemoglobin
2. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
3. Red cell Distribution Width
4. Standard Deviation
5. Coefficient Variation
6. Byertechnicon
7. Hemoglobin Distribution Width
8. Anisochromia
9. Dimorphic
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تصوير شمارة 2: هيستوگرام های گلبول های سفيد

از   برخي  برای  عددي  داده هاي  ارائة  علاوه بر  تمام خودکار  دستگاه های  بسياری 
پارامترهای مورد اندازه گيری، نمودارهايی)هيستوگرام( نيز رسم می نماينـد که مشاهدة 
آنها به  کاربر اطلاعات بيشتر و کامل تری می دهد. اين هيستوگرام ها معمولاً نمايانگر 
پراکندگی اندازة گلبول های سفيد و قرمز و پلاکت ها براساس اندازه هستند. بعضی 
دستگاه ها علاوه بر اين نمودارهـا، نمودار ميزان پراکندگی غلظت هموگلوبين گلبول های 

قرمز را در مقابل اندازة آنها نشان می دهد.
در اين نمودارها، محور افقی نشان دهندة اندازة)حجم( سلول و محور عمودی نمايانگر 

تعداد سلول مورد نظر است.
a
62.6 fL

b
88 fL

Volume          (fL)

Volume          (fL)

c
145 fL

Volume          (fL)
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تصوير شمارة 3:  هيستوگرام های نحوة پراکندگی گلبول های سفيد برحسب 
اندازه در دستگاه هاي با توانايی شمارش افتراقی سه قسمتی

Classification of 
WBC types
based on size100%

WBC

Re
la

tiv
e 

N
um

be
r

50

27 92 152

100 150 200 250 300 (fL)

400 fL

(after adding
lysing reagent)WBC
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2.‌كاليبراسيون‌دستگاه‌های‌خودكار‌شمارندة‌سلولی‌
کاليبراسيون به مجموعه فعاليت هايی اطلاق می شود که ارتباط ميان مقادير اندازه گيری شدة 
يک کميت توسط يک دستگاه يا روش آزمايشگاهی را با مقادير واقعی آن ماده، که با 
روش های مرجع اندازه گيری  شده است، مشخص می نمايد. کاليبراتور ماده اي است که 
براي کاليبراسيون روش آزمايشگاهي به کار مي رود و مقدار مشخصي دارد، درحالي 
که مواد کنترلي بايد براي کنترل کيفيت روش آزمايشگاهي به کار  رود و اغلب محدودة 
غلظتي دارند؛ بنابراين، مواد کنترلي هيچ گاه نمي توانند بـه عنوان جايگزين کاليبراتور 

استفاده شوند. 
تمام دستگاه ها بايد پس از نصب و پيش از شروع کار کاليبرشده و ميزان عدم دقت 

آنها نيز بررسی شود. سوابق اجرايي اين امر بايد در آزمايشگاه نگهداری گردد.  
کاليبراسيون بايد به طور کل سالي يک يا دو بار و نيز در موارد زير انجام شود:

  هنگام نصب و راه اندازی، 
  پس از هر بار تعمير يا سرويس، 

  قابل قبول نبودن نتـايج کنترل کيفی روزانه)درصـورت اطمينان از خـراب نبودن 
نمونة کنترل(،

  تعويض محلول ها)درصورت تغيير مشخص در نتايج خون کنترل يا نمونة بيماران(.
برای بررسی ميزان عدم دقت)CV( پارامترهای مختلف اندازه گيري شونده توسط 
تازه در دامنه های طبيعی و غيرطبيعی  از نمونه های کنترل يا خون  دستگاه، می توان 
مطابق توضيحات بند 3 مبحث »کنترل کيفيت دستگاه هـاي خودکار شمارندة سلولي« 
استفـاده کرد که مقادير به دست آمده بايد مطابق ادعای کـارخانة سازنده باشـد کـه در 

دستـورالعمل دستگاه درج شده است. 
براي کاليبراسيون دستگاه ، کاليبراتورهاي تجاري وجوددارد که مقادير مورد نظر 
در آنها با روش هـاي مرجع اندازه گيری شده است. اين سوسپانسيون های سلول هاي 
خوني، درصورت داشتن تاريخ انقضاي معتبر و تأييديه هاي لازم و به شرط رعايت

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(

24



دستورالعمل هاي کارخانة سازنده، براي کاليبراسيون دستگاه ها مناسب هستند. مي توان 
موفقيت روند کاليبراسيون را به وسيلة آزمايش نمونة کنترل، مقايسة نتايج دستگاه با نتايج 
آزمايش شده روي چند نمونه خون با روش هاي مرجع و يا کنترل دقيق ميانگين هاي 

متحرك دربارة شاخص هاي گلبول هاي قرمز1 تأييدکرد.
به  ترديد نسبت  داشتن  يا  کاليبراتورهاي تجاري  به  نداشتن  درصورت دسترسي 
اعتبار آن، استفاده از خون کامل براي کاليبراسيون ضروري است. براي کاليبراسيون 
بايد از خون طبيعي و تازه استفاده کرد. برای اين کار، پارامترهاي حداقل سه نمونة 
دستگاه شمارندة  با  بار  دو  و  دستي  مرجع  با روش هاي  بار  دو  طبيعی،  کامل  خون 
سلولی اندازه گيري مي شود و پس از محاسبة ميانگين نتايج هر پارامتر با روش دستی و 
دستگاهی، ضريب کاليبراسيون جديد با استفاده از فرمول زير تعيين مي شود. با افزايش 

تعداد نمونه ها،  دقت کاليبراسيون بيشتر مي شود.

1. Moving Average

= ضريب کاليبراسيون 
ميانگين روش دستگاهی ـ ميانگين روش دستی

ميانگين روش دستگاهي × 100

روش های مرجع اندازه گيری هموگلوبين، هـماتوکريت و شمارش گلبول هـای 
از هماسيتومتر)با  استفاده  به ترتيب سيان مت هموگلوبين، ميكروهماتوکريت و  سفيد 
نئوبار اصلاح شده( هستند. در کتاب هاي مرجع، روش مرجع شمارش  درجه بندی 
قـرمـز و پلاکت هـا، شمارنده های سلولی تک کاناله  گلبول هـای سفيد، گلبول های 
از  همچنان  تجهيزات،  اين  نبـودن  دردسترس  بـه علت  ايران،   در  که  عنوان شده اند 
هماسيتومتر استفاده می شود. به علت احتمال وجـود خطای زياد در شمارش سلولی 
با اين روش، به ويژه در گلبول های قرمز و پلاکت ها، توصيه مي شود که کاليبراسيون 

اين پارامترها به وسيلة  شرکت پشتيبان صورت گيرد. 
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140 -145
145  

ضريب کاليبراسيون × 100     = -3/44    =

محاسبة ضريب کاليبراسيون: اگر ميانگين اندازه گيری هموگلوبين به روش 
با دستگاه  خودکار شمارندة سلولي 145g/L باشد، عامل  140g/L و  دستی 

تصحيح کاليبراسيون دستگاه با استفاده از فرمول زير محاسبه می شود: 

مثال

طبق محاسبة بالا، ضريب کاليبراسيون دستگاه برای هموگلوبين بايد به مقدار 3/44  
کاهش يابد. به عنوان مثال، اگر ضريب کاليبراسيون دستگاه پيش از اين 100 بوده است،  بايد 

3/44% کاهش يابد و روی 96/56 تنظيم شود.
انواع دستگاه هاي شمارنده مثل گروه سيسمكس، ضريب کاليبراسيون  از  در بعضی 
با استفاده از فرمول کاليبراسيون که در دستورالعمل درج گرديده است، به ترتيب  جديد 

زير محاسبه می شود: 
ميانگين روش دستی

ميانگين روش دستگاهی
= ضريب کاليبراسيون   ضريب کاليبراسيون قبلي ×

کاليبراسيون دستگاه بايد در موارد خاصی که در بالا به آنها اشاره شد 
و با استفاده از روش ذکرشده، صورت گيرد، درغير اين صورت، تغيير 
مكرر ضريب کاليبراسيون به دنبال مشاهدة هرگونه اختلال در نتايج، 

به هيچ وجه توصيه نمی شود.

نكته
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3.‌‌كنترل‌كيفيت‌دستگاه‌هاي‌خودكار‌شمارندة‌سلولي
بايد  هماتولوژی  بخش  در  سلولی  دستگاه های شمارندة  کيفيت  کنترل  برای  آزمايشگاه 
دستورالعمل مكتوبی داشته باشد و سوابق انجام برنامه های کنترل کيفی نيز به نحو مقتضی 
نگهداری شود. توصية مراجع معتبر بين المللی براي انجام اين امر، استفاده از خون کنترل 
است که بسياری از آزمايشگاه های کشور به دلايل مختلف ازجمله دسترسی نداشتن به 
اين نمونه، از روش هـای ديگري برای کنترل کيفيت دستگاه شمارنـده استفاده می کنند. 
درهر صورت، هـر آزمايشگاه ملزم به استفاده از روش هـای کنترل کيفی بوده که انواع 

خطاهاي سيستماتيک و تصادفی را مشخص نمايد.
 در ادامة اين مبحث، علاوه بر نحوة استفاده از خون کنترل، دربارة روش های مختلف 

کنترل کيفيت که براي بررسی عملكرد دستگاه نيز کاربرد دارند، توضيح داده خواهدشد.

3ـ1ـ‌خون‌كنترل
طبق توصيه هـای منابع معتبـر بين المللی خـون شناسی، بـرای کنترل کيفيت دستگاه هـای 
شمارندة سلولی، بايد در هر سری کاری، دست کم از دو نمونه خون کنترل در دامنة 
طبيعی و غيرطبيعی استفاده کرد. به اين ترتيب، در ابتدای هر سری کاری، نمونة کنترل 
طبيعی و غيرطبيعی و در پايـان، نمونة طبيعی بـا دستگاه شمارنـده آزمـايش و نتايج 
تمام  بـرای  مختلف  دامنه هـای  در  کنترل  بـه خون  دسترسی  ايران،  در  ثبت   مي شـود. 
آزمايشگاه ها به راحتی امكان پذير نيست؛ به همين دليل، به طور معمول از خون کنترل در 

يک دامنه استفاده می شود.
نمونه خون کنترل هر روز صبح پيش از آزمايش نمونه های بيماران و درصورت نياز، 
به فواصل در طي روز آزمايش و نتايج روي نمودار ثبت می شود. براي رسم نمودار، نمونة 
کنترل بايد به دفعات و در فواصل زماني مختلف با دستگاه آزمايش شود تا دست کم براي 
، ±1SD هر پارامتر 20 خوانده حاصل شود. پس از محاسبة ميانگين و انحراف معيارهاي
2SD± و 3SD± براي هر پارامتر، مقادير آنها روي محور عمودي و روزها روي محور 

افقي ثبت مي شود.
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  کنترل کيفيت دستگاه صرفاً با منطبق بودن نتايج خون کنترل با دامنة ذکرشده در بروشور 
مربوطه قابل قبول نيست و همچنين استفاده از ميانگين و دامنة مندرج در بروشور براي 
رسم نمودار توصيه نمی شود. هر آزمايشگاه بايد خود با استفاده از روش ذکرشده در بالا، 

نسبت به تعيين ميانگين و دامنه برای رسم نمودار اقدام نمايد. 
در زير نمودار کنترل کيفيت هموگلوبين، با ميانگين 144g/L و انحراف معيارهای

نقاط ثبت شده در  2SD ،±1SD± و 3SD± بـه ترتيب 2g/L، 4 و 6 مشاهـده می شود. 

نمودار نمايانگر ميزان هموگلوبين خون کنترل در روزهای متوالی است. مي توان نمودار 
کنترل کيفيت را با استفاده از قوانين لوی جنينگ1، وستگارد2 يا سازمان جهانی بهداشت 
تفسيرکرد. هر آزمايشگاه مي تواند براساس اهداف کيفيتی که برای نتايج آزمايش های 
خود درنظر دارد، از يكی از اين قوانين استفاده کند. با استفاده از نمودار کنترل کيفيت 

می توان خطاهای تصادفي و سيستماتيک را درصورت بروز مشخص کرد.

1. Levyjening 
2. Westgard

تصوير شمارة 4: نمودار کنترل کيفی هموگلوبين

g/
L

Day
Hemoqlobin

+3s
+2s
+1s

-1s
-2s
-3s

152
150
148
146
144
142
140
138
136
134
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تفسيرنتيجة خون کنترل

±2SD هشدار، نشان دهندة خطای تصادفی يا سيستماتيکيک کنترل خارج از محدودة
±3SD رد نتايج، نشان دهندة خطاي تصادفی يا سيستماتيکيک کنترل خارج از محدودة

±2SD رد نتايج، نشان دهندة خطاي سيستماتيکدو خواندة متوالي هم سو و خارج از محدودة
از محدودة  چهار خواندة متوالي و هم سو و خارج 

-1SD 1+ ياSD
رد نتايج، نشان دهندة خطاي سيستماتيک

هشدار، نشان دهندة خطاي سيستماتيکشش خواندة متوالی در يک طرف ميانگين

جدول شمارة 1: تفسير نمودار کنترل کيفيت براساس قوانين سازمان جهانی بهداشت

تفسيرنتايج خون کنترل
 ±2SD 12  يک کنترل خارج از محدودةs

)نمودار الف(
هشدار، لزوم بررسي ساير قوانين

 ±3SD 13  يک کنترل خارج از محدودةs

)نمودار ب(
رد نتايج، نشان دهندة خطاي تصادفی يا سيستماتيک

22s  دو خواندة متوالي و هم سو، خارج از محدودة 

 ±2SD

)نمودار ج(
رد نتايج، نشان دهندة خطاي سيستماتيک

R4s  يک خوانده خارج از محدودة 2SD+ و ديگري 

 -2SD خارج از محدودة
)نمودار د(

رد نتايج، نشان دهندة خطاي تصادفی

41s   چهار خواندة متوالي و هم سو، خارج از محدودة 

 -1SD 1+ ياSD

)نمودار ه ( 
رد نتايج، نشان دهندة خطاي سيستماتيک

10x  ده خوانـدة متوالي در يک طرف ميـانگين)بالا 

يا پايين ميانگين و بدون توجه به اندازة انحراف( 
)نمودار و(

رد نتايج، نشان دهندة خطاي سيستماتيک

جدول شمارة 2: تفسير نمودار کنترل کيفيت براساس قوانين وستگارد
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قوانين چندگانة وستگارد بين مجموعه هاي کاري مختلف و نيز بين دو 
غلظت نمونة کنترلی قابل استفاده هستند.

نكته

)الف(

)ج(

)و(

)ب(

)د(

)ه(

12S rule
violation

13S rule
violation

R4S rule
violation

22S rule
violation

10x rule
violation

41S rule
violation

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

1   2   3   4   5  6   7   8  9  10

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

+3s
+2s
+1s

Mean
-1s
-2s
-3s

تصوير شمارة 5: نمودارهاي کنترل کيفي با قوانين وستگارد
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3ـ2ـ‌آزمون‌پايداری‌كاليبراسيون1
به منظور کامل شدن روند کنترل کيفيت دستگاه، علاوه بر استفاده از خون کنترل، مي توان 
 ،RBC  ،WBC نظير  پارامترهايي  پايداري  به  توجه  با  استفاده کرد.  تازه  نمونه هاي خون  از 
HCT ،Hb و اندکس هاي خوني در نمونة خون حاوی ضدانعقاد، به مدت 24 ساعت در 

دماي C˚4، مي توان در روز اول حداقل 5 و ترجيحاً 10 نمونه که داراي مقادير طبيعي 
آزمايش  مورد  مجدداً  بعد،  روز  و  نگهداري کرد  يخچال  در  آزمايش  از  پس  را  هستند 
آزمون  از  استفاده  با  را  نمونه هاي جفت  مقادير  بين  معني دار  اختلاف  و وجود  قرارداد 

آماري پايداري کاليبراسيون محاسبه کرد.

n:    تعداد جفت هاي مورد بررسی
d:    اختلاف بين دو خوانده)روزبه روز(

SD:  انحراف معيار اختلافات

 d:    ميانگين اختلافات
مقدار t بايد برای هر متغير محاسبه شود. اگر مقدار آن برای 5 نمونه از 2/78 و برای 10 
نمونه از 2/26 بيشتر باشد، با اطمينان 95% می توان گفت که بين مقادير شمارش شده در 
دو روز، اختلاف معنی دار وجوددارد. وجود اختلاف معنی دار برای يک متغير، بيان کنندة 
اشكال احتمالی است که درصورت تداوم، براي رفع آن بايد اقدام مناسب صورت گيرد.  

درصورت يافتن هرگونه خطا با استفاده از نمودار، ابتدا، بايد از آلوده يا خراب 
از  پيش  امر  اين  از  مطمئن شدن  با  حاصل نمود.  اطمينان  کنترل  نمونة  نبودن 
برنامه ريزی برای کاليبراسيون دستگاه، بايد اقدام هاي ديگری مانند شست وشوی 
دستگاه، آزمايش مجدد نمونه، آزمايش روی نمونة خون کنترل ديگر با همان 

سری ساخت، بررسی وضعيت محلول های دستگاه و... را مدنظر قرارداد.

1. T-Brittin

SD =
∑d2

n
∑( d)2

n - 1
tn = d  n

SD

نكته
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استفاده  با  نمونة خون   5 هموگلوبين  اندازه گيری  نتايج  که  درصورتي 
از يک دستگاه شمارندة سلولي در دو روز متوالی مطابق جدول زير 
باشد، عملكرد دستگاه با کمک فرمول پايداري کاليبراسيون به صورت 

زير بررسی می شود.

چون عدد t به دست آمده از 2/78)مقدار t برای 5 نمونه( کمتر است، نتايج هموگلوبين 
دستگاه قابل قبول است. 

مثال

 )g/L(مقدار هموگلوبين روز دوم)g/L(مقدار هموگلوبين روز اول d2   d

9
4
1

25
16

3
2
1
5
4

120
133
170
150
138

123
135
171
155
142

∑d = 15  

)∑d(2 = 225

∑d2 = 55

SD = = 2/54

225
555

tn = = 2/672/5
3   5

 = 3d = = ∑d
5

15
5
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مقدار هموگلوبين 5 نمونه در دو بار اندازه گيری به شرح زير است:

3ـ3ـ‌آزمايش‌دوتايی‌1
درصورت نبود امكان انجام تمام آزمايش ها به صورت دوتايی، بايد در هر سری کاري، 
خوانده ها  اختلاف  بررسي  با  تا  آزمايش شوند  دوتايی  به صورت  نمونه   3 تا   2 حداقل 
ازطريق محاسبات آماري، از وجود خطاهاي تصادفي آگاه شد. افزايش اختلاف بين دو 
خواندة بيش از 2SD محاسبه شده، احتمال وجود خطاي تصادفي را مطرح مي کند. فرمول 

زير طريقة محاسبة SD نمونه های دوتايی را نشان می دهد:

تفاوت بيشتر از 2SD بين دو نتيجة آزمايش در نمونة سوم)d = 10(، نمايانگر بروز 
خطای تصادفی و لزوم تكرار آزمايش روی همان نمونه است. 

1. Duplicate Test

 )g/L(مقدار هموگلوبين)g/L(مقدار هموگلوبين d2   d

4
4

100
0
4

112

-2
-2
10
0
2

122
163
100
140
132

120
161
110
140
134

SD = 6/7

d2
SD =

∑
2n

3/34SD = ∑d2

2n
112
10= =

مثال
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3ـ4ـ‌آزمايش‌بازبيني‌1
يكی ديگر از روش های کنترل کيفيت، آزمايش بازبيني است که درصورت نگهداری نمونه ها 
در دمای مناسب)يخچال( اجراشدني است. براي اين کار بايد ابتدای سری کاری يا صبح 
دو تا سه نمونه را پس از آزمايش بلافاصله با در بسته در يخچال قرارداد و در انتهای سری 
کاری يا بعد از ظهر يا روز بعد، آنها را مجدداً مورد آزمايش قرارداد. پيش از آزمايش، 
نمونه ها بايد به دماي اتاق رسيده و کاملًا مخلوط شوند. نتايج اين دو آزمايش را می توان با 
استفاده از فرمول آزمايش دوتايي مقايسه نمود که اختلاف نتايج در محدودة 2SD قابل قبول 
است. درصورت نگهداری نمونه ها در شرايط مناسب، هرگونه تغيير در نتايج خارج از اين 
محدوده، نشان دهندة اشكال در عملكرد دستگاه يا معرف ها است. اين آزمايش براي بررسی 
تغييرات هموگلوبين و گلبول های قرمز مناسب است و به ميزان کمتر براي گلبول هاي سفيد 
و پلاکت ها کاربرددارد؛ ولي براي هماتوکريت، به ويژه اگر فاصلة زماني بين دو آزمايش 6 

ساعت يا بيشتر باشد، کارايي ندارد.

نتايج اندازه گيری هموگلوبين 5 نمونه توسط دستگاه شمارنده 
در صبح و بعد از ظهر به شرح زير است:

بهتر است نمونه هـايي کـه بـراي آزمايش بـازبيني و دوتايي 
آزمايش مي شوند، يكسان باشند.

 )g/L(مقدار هموگلوبين بعد از ظهر)g/L(مقدار هموگلوبين صبح d2   d

1
4
4
0
1

10

-1
2

-2
0

-1

121
159
112
140
135

120
161
110
140
134

1. Check Test

مثال

نكته
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 2SD با توجه به آنكه هيچ يک از اختلافات نتايج دو بار آزمايش روی يک نمونه، از
بيشتر نيست، عملكرد دستگاه قابل قبول است.

                                                                                                                              
3ـ‌‌5ـ‌آزمايش‌دلتا‌1

مقايسة مقادير به دست آمده از يک نمونه با نتايج قبلي نمونة همان فرد به عنوان روشي 
براي کنترل کيفيت به کار مي رود؛ با درنظر گرفتن اين نكته که فاصلة زمان بين دو آزمايش 
بيش از دو تا سه هفته نباشد. درصورت استفاده از اين روش، بايد به نكاتي نظير تغييرات 
فيزيولوژيک طبيعی و روزانة پارامترهای خونی و همچنين، مواردی نظير ابتلاي فرد به 
بيماری و يا استفاده از دارو به دلايل مختلف که باعث تغيير شمارش سلول ها مي شوند، 
توجه داشت. با توجه به تغييرات روزانة طبيعي پارامترهای خونی در يک فرد، تنها وجود 

اختلافات واضح بين مقادير به دست آمده، نشان دهندة بروز خطا است.  

2SD = 2

1. Delta  Test

پارامتر مورد نظرتفاوت بين دو نتيجه که مي تواند نمايانگر خطا باشد

2g/dL

0/05 L/L

 > 6fL

 > 5pg

از تعداد طبيعي به غيرطبيعي
افزايش يا کاهش تعداد، بيش از %50

   Hb

PCV

 MCV

 MCH

WBC

Platelets

1SD = ∑d2

2n
10
10= =
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3ـ‌6ـ‌استفاده‌از‌نتايج‌بيماران‌
به دليل ثابت بودن مقادير ميانگين شاخص هاي گلبولي)MCH ،MCV و MCHC( در فواصل 
روزها و هفته ها، می توان از اين شاخص ها به منظور ارزيابي کيفيت عملكرد دستگاه شمارنده 
در آزمايشگاه هايی که حداقل روزی 100 نمونه CBC پذيرش می کنند، استفاده نمود. بررسی ها 
نشان  مي دهند، درصورتي که نمونه های CBC مورد آزمايش در روزهای مختلف ازنظر ميزان 
اندکس های خونی تفاوت مشخصی با يكديگر نداشته باشند که به تأثير بارز بر ميانگين ها 
منجرشود، مانند پذيرش نمونه های افراد مبتلا به فقر آهن يا تالاسمي در يک روز خاص 
در هفته که باعث کاهش شاخص های گلبولی می شوند، هرگونه تغيير مشخص در ميانگين 
اندکس ها نشان دهندة تغيير در کاليبراسيون يا اختلال عملكرد دستگاه است. برای استفاده از  
اين روش، ابتدا بايد ميانگين و 2SD± اندکس های MCH ،MCV و MCHC حداقل 300 تا 

500 نمونه را محاسبه و سپس، نمودار کنترل کيفيت را رسم نمود. 
در صورت مراجعة بيمارانی که اندکس های خونی طبيعی ندارند، مانند مبتلايان به 
بيماری های ذکرشده، نتايج اندکس های گلبولی آنها نبايد در محاسبة ميانگين لحاظ شود. 
پس از رسم نمودار، نمونه های بيماران را روزانه به گروه های بيست تايی تقسيم کرده و 
پس از محاسبة ميانگين شاخص های گلبولی آنها و ثبت اين ميانگين روی نمودار، هرگونه 
براي  دانست.  دستگاه  نامناسب  عملكرد  نمايانگر  مي توان  را  مجاز  مقادير  از  انحراف 
اطمينان از درست بودن اين روش، انتخاب گروه های بيست تايی نمونه ها، بايد به صورت 
تصادفی باشد و در هر دسته نيز بيش از 7 نمونه دارای شرايط باليني يكسان نباشند. اين روش 

کنترل کيفي به صورت برنامه های نرم افزاری روی بعضی دستگاه ها نصب شده است.

‌)CV(3ـ7ـ‌بررسی‌عدم‌دقت
با  اين بررسي به دو شكل انجام پذير است. درصورت استفاده از خون کنترل، می توان 
استفاده از نتايج نمونة کنترل که طی روزهای متوالی با دستگاه آزمايش شده، عدم دقت 
هر پارامتر را محاسبه کرد و درصورت دسترسی  نداشتن به خون کنترل، بايد از نمونه های 
روزانه برای اين امر استفاده کرد. به اين ترتيب، هر ماه دو نمونه يا بيشتر را حداقل 10 بار 
به صورت متوالی با دستگاه آزمايش کرده و از نتايج به دست آمده، عدم دقت هر پارامتر
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را محاسبه کرد. توصيه می شود که عدم دقت دستگاه به ويژه هنگام نصب و راه اندازی، با 
استفاده از نمونه هايی با دامنه های طبيعی و غيرطبيعی بررسي شود. برای تهية نمونة غيرطبيعی 
پايين، می توان از نمونة رقيق شده استفاده کرد، به اين ترتيب که پلاسماي نمونه را جداکرده 
و سپس حجمي از نمونه را با اين پلاسماي به دست آمده مخلوط  کرد. نمونة خون با دامنة 
غيرطبيعی بالا را نيز می توان با غليظ کردن نمونه تهيه نمود. براي اين کار بايد ظرف نمونه را 
به مدت  2 ساعت با زاوية °45 نگهداري کرد و سپس با برداشتن نيمی از پلاسمای ايجاد شده 
و مخلوط کردن کامل، از آن به عنوان نمونة غيرطبيعي بالا استفاده نمود. درصورت مطابقت 
 نداشتن عدم دقت هر پارامتر با ادعاي سازنده که در بروشور درج شده است، ضروري است 

با شرکت پشتيبان تماس گرفته شود.

ميزان عدم دقت دستگاه برای شمارش گلبول هاي سفيد به روش 
زير محاسبه می شود:                               

)x-x-(2x-x-WBC شمارش
0/0009-0/037/6
0/017-0/137/5
0/0290/177/8

0/0009-0/037/6
0/017-0/137/5
0/0730/277/9
0/017-0/137/5

0/0009-0/037/6
0/017-0/137/5
0/0290/177/8

∑)x-x-(2 = 0/201∑x = 76/3
x- = 7/63

CV%  = %1/9

CV% = SD × 100
x

CV% = 0/148 × 100
7/63

SD =

SD =

∑ (x - x)2

0/201
n -1

9 = 0/148 

مثال
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3ـ‌‌8ـ‌بررسی‌صحت‌
روش های ذکرشده جزئی از برنامه های کنترل داخلی کيفيت هستند و به منظور بررسی 
تكرارپذيری مناسب آزمايش ها انجام می شوند، ولی تكرارپذيری مناسب همواره نشان دهندة 
صحت نتايج نيست. براي ارزيابی صحت عملكرد تجهيزات و روش های آزمايش، بايد از 
روش های ديگری نظير استفاده از استاندارد، کاليبراتور و يا شرکت در برنامه های کنترل 
خارجی کيفيت استفاده کرد. هدف برنامة کنترل خارجی کيفيت، ايجاد هماهنگی بين نتايج 

آزمايشگاه ها است. 
در اين برنامه، نمونه های مجهول از مرکز اجرای برنامه به آزمايشگاه های شرکت کننده 
فرستاده  می شود. آزمايشگاه ها پس از انجام آزمايش های لازم روی نمونه ها، نتايج را جهت 
روش های  به  ذکرشده  مرکز  در  نتايج  ارسال می نمايند.  برنامه  اجرای  مرکز  به  پردازش 
مختلف بررسي  مي شود که يكي از آنها مقايسة نتايج هر آزمايشگاه با ميانگين نتايج کل 

آزمايشگاه ها است که نتيجة آن به صورت)DI(1 به اطلاع آزمايشگاه رسانده می شود.

1. Deviation Index

DI =  x  x
SD

نحوة تفسير:
DI > 1 = نتيجة مناسب 

DI 1-2 = قابل قبول اما بينابيني
DI 2-3 = نياز به بررسی روش آزمايش و يا کاليبراسيون

DI > 3 = نياز به اقدام فوري

x: ميانگين گروه 
x: نتيجة هر آزمايشگاه

SD: انحراف معيار مجاز هر پارامتر

3ـ‌9ـ‌تطابق‌نتايج‌دستگاه‌با‌يافته‌های‌ميکروسکوپی‌يا‌بالينی
به توصية سازمان جهاني بهداشت، بررسی نتايج آزمايش های حاصل از دستگاه و مقايسه 
و مطابقت آنها با مشاهدة ميكروسكوپی گسترش های خونی مربوطه و يافته های بالينی 
بيمار، بايد از برنامه های دائمي کنترل کيفيت آزمايشگاه باشد. به اين ترتيب، هرگونه نتيجة
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1. Variance

فرمول های محاسبة t با استفاده از آزمون آماری Paired t test به روش زير است:

  Variance)SD2( =
Standard error of difference in mean (SEdiff) =   
t =                              

n:     تعداد نمونه ها
d:     اختلاف نتايج روش دستی و دستگاهی برای هر نمونه

d:    ميانگين اختلاف نتايج

SD2: واريانس1 اختلاف بين نتايج

SE diff: تفاوت استاندارد ميانگين دو گروه داده 

با توجه به ضرايب اطمينان مختلف در جدول t test درج  t مقادير مجاز
 )n-1(و درجة آزادی )n(شده است. با استفاده از اين جدول براساس تعداد نمونه ها

و درنظر داشتن ضريب اطمينان 95%، می توان عدد t مجاز را مشخص کرد.

اگر چه مقايسة روش دستی)مرجع( و دستگاهی در مراجع معتبر روش روزمره برای 
کنترل کيفيت عنوان نشده است، ولی در بسياری از آزمايشگاه های کشور از اين روش 
به عنوان يكی از راه های کنترل کيفيت استفاده می شود. درصورت استفاده از اين روش، 

توجه به نكته هاي زير الزامی است:
1.   آزمايش دست کم روي 3 نمونه)بديهی است آزمايش روی تعداد نمونه های بيشتر 

امكان دستيابی به نتايج صحيح تر را فراهم می نمايد(؛
2.  انجام آزمايش دوتايي به روش دستی و دستگاهی روی هر نمونه و محاسبة 

ميانگين نتايج برای هر پارامتر با هر دو روش ؛
3.  استفاده از آزمون آماری Paired t test براي مقايسة هم خوانی نتايج.

∑)d - d (2

n-1

d
SEdiff

n
SD2

از دستگاه نظير لكوسيتوز، لكوپنی، ترومبوسيتوپنی، هموگلوبين  انتظار حاصل  غيرقابل 
خيلی پايين يا بالا و اندکس های غيرطبيعی بايد پيش از گزارش با مشاهدة گسترش خون 

محيطی يا بررسی وضعيت بالينی و يا سابقة بيمار تأييدشود.

نكته
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جدول شمارة 3: جدول مقادير t براساس ضرايب اطمينان مختلف
سطح درصد اطمينان

151020304050df
63/65712/7066/3143/0781/9631/37611
9/9254/3032/9201/8861/3861/0610/8162
5/8413/1822/3531/6381/2500/9780/7653
4/6042/7762/1321/5331/1900/9410/7414
4/0322/5712/0151/4761/1560/9200/7275
3/7072/4471/9431/4401/1340/9060/7186
3/4992/3651/8951/4151/1190/8960/7117
3/3552/3061/8601/3971/1080/8890/7068
3/2502/2621/8331/3831/1000/8830/7039
3/1692/2281/8121/3721/0930/8790/710
3/1062/2011/7961/3631/0880/8760/69711
3/0552/1791/7821/3561/0830/8730/69512
3/0122/1601/7711/3501/0790/8700/69413
2/9772/1451/7611/3451/0760/8680/69214
2/9472/1311/7531/3411/0740/8660/69115
2/9212/1201/7461/3371/0710/8650/69016
2/9892/1101/7401/3331/0690/8630/68917
2/8782/1011/7341/3301/0670/8620/68818
2/8612/0931/7291/3281/0660/8610/68819
2/8452/0861/7251/3251/0640/8600/68720
2/8312/0801/7211/3231/0630/8590/68621
2/8192/0741/7171/3211/0610/8580/68622
2/8192/0741/7171/3211/0610/8580/68523
2/7972/0641/7111/3181/0590/8570/68524
2/7872/0601/7081/3161/0580/8560/68425
2/7792/0561/7061/3151/0580/8560/68426
2/7712/0521/7031/3141/0570/8550/68427
2/7632/0481/7011/3131/0560/8550/68328
2/7562/0451/6991/3111/0550/8540/68329
2/7502/0421/6971/3101/0550/8540/68330
2/7042/0211/6841/3031/0500/8510/68140
2/6782/0081/6761/2991/0480/8490/68050
2/66021/6711/2961/0460/8480/67960
2/6171/9801/6581/2891/0410/8450/677120
2/5761/9601/6451/2821/0360/8420/674∞
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براساس جدول t با توجه به تعداد نمونه های مورد آزمايش)3 نمونه( و درجة آزادی 
 t مورد قبول بـا ضريب اطمينان 95% برابر 4/3 است. کمتربـودن مقدار t مقدار ،)n-1(2
محاسبه شده در اين آزمايش)0/15( از مقدار t مجاز)4/3( نشان دهندة هم خوانی و قابل قبول 

بودن نتايج است.    

ميانگين هماتوکريت 
به روش دستگاهی 

ميانگين هماتوکريت 
به روش دستی (d-d)2   d-d   d

0/19
0/4
0/4

 ∑)d-d(2 = 0/99

0/437
0/637
0/637

0/5
0/7
0/7

%45
%38/3
%41

%45/5
39

%41/7

)SD2( =واريانس   ∑)d-d(2

n-1
  0/99

2   0/5= =

 SE diff
 t  d   0/063

0/4   0/15= = =

 n 3   0/4= = = SE diff SD2 5

مثال

d = 0/063
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4.‌‌خطاهای‌دستگاه‌های‌خودكار‌شمارندة‌سلولی
اگرچه استفاده از دستگاه های شمارندة سلولی در آزمايشگاه ها در مقايسه با روش های دستی، 
تكرارپذيری يا دقت نتايج حاصل را به ميزان قابل توجهی بهبود بخشيده است، ولی صحت نتايج 
حاصل ممكن است به دلايل گوناگون همواره قابل اطمينان نباشد. بنابراين، کاربر دستگاه علاوه بر 
آشنايی با نحوة کار، نگهداری، کاليبراسيون و کنترل کيفي دستگاه، بايد از تمام عللی که منجر به 
خطا در شمارش يا اندازه گيری پارامترهای خونی توسط دستگاه شمارنده می شود، نيز آگاه باشد. 
گروهی از اين خطاها ناشي از نحوة طراحي دستگاه ها براي شمارش سلول ها است، مثلًا 
عبور هم زمان دو سلول از بين دو الكترود که به ايجاد يک پالس و در نتيجه، شمارش يک سلول 
به جای دو سلول منجرمی شود يا سلول هايي که پس از عبور از بين دو الكترود و شمارش، 
دوباره به گردش بين الكترودها وارد و مجدداً شمارش می شوند. در شرايطی نيز که بنا به دلايل
مختلف آگلوتيناسيون گلبول هاي قرمز رخ می دهد، گلبول های به هم چسبيده در دستگاه به عنوان
يک سلول بزرگ شمارش می شوند. شمارش حباب هاي هوا، قطرات چربي، ميكروارگانيسم ها

يا ذرات خارجي به عنوان يک سلول نيز از موارد ديگر خطا در دستگاه ها هستند. 
در زيـر به مـوارد ديگری که ممكن است بالقوه مـوجب اختلال در شـمارش دستگاه 

شوند، اشاره می شود:
1.  افزايش شمارش گلبول هاي سفيد بيش از L/109 × 30 معمولاً به دليل ايجاد کدورت 
باعث افزايش کاذب، ولي جزئي در هموگلوبين و همچنين، افزايش کاذب هماتوکريت 

و MCV می شود.
2.  افزايش غلظت گلوکز)بيش از 400mg/dL( و افزايش اسمولاليتة خون ناشي از ساير 
شود.   MCHC کاهش  و  هماتوکريت  و   MCV کاذب  افزايش  ممكن است سبب  علل 
براي رفع اين خطا خون بايد پيش از انجام آزمايش ده دقيقه با ايزوتون انكوبه شود.

3.  آگلوتينين هاي سرد با تيترهاي بالا، به طور کاذب باعث کاهش شمارش گلبول هاي قرمز و افزايش 
MCV و MCHC مي شوند که با گرم کردن خون يا محلول رقيق کننده اين مشكل حل مي شود.

4.   در بعضی از انواع  لوسمي ها که گلبول هاي سفيد شكننده هستند، شمارش آنها به طور 
کاذب کاهش نشان مي دهد که در اين موارد، شمارش با هماسيتومتر کمک کننده است.

مقدار  افزايش کاذب  درنتيجه  باعث کدرشدن پلاسما و  بالاي چربي  بسيار  سطوح    .5
هموگلوبين، MCH و MCHC مي شود. براي حل اين مشكل، اندازه گيري هموگلوبين  بايد
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1.  نمونه گيری از بيمار ديگر
2.  نمونة خون با برگة درخواست بيمار ديگر

3.  رقيق بودن نمونه
4.  استفاده از EDTA بسيار غليظ

5.  غليظ بودن نمونه به علت استفادة طولانی مدت از تورنيكه
6.  لخته شدن قسمتی از نمونه

7.  هموليز نمونه
8.  بيش از حد گرم  يا منجمدکردن نمونه

9.  نمونة خون کهنه
10. نمونة آلوده به چربی زير جلد

خطا در جمع آوری يا ذخيرة نمونه

1.  خطا در شست وشو و آماده سازی دستگاه
2.  مخلوط کردن ناکافی نمونه

3.  انسداد مسير پروب دستگاه)به طور مثال، توسط لخته که 
از نمونة قبلی به جای مانده است(

با نمونة فعلی)اين  4.  تداخل نمونة بسيار غيرطبيعی قبلی 
مورد در دستگاه های جديد به حداقل رسيده است(

خطا در برداشت نمونه توسط دستگاه

تعيين  در  يا خطا  کاليبراتور  به عنوان  کنترل  مواد  از  استفاده 
دقيق مقادير پارامترها برای روش کاليبراسيون خطا در کاليبراسيون

 

در  اختلال  دستگاه،  نامناسب  نگهداری 
و  مختلف  دلايل  به  دستگاه  عملكرد 

اشكال در معرف ها
1.  تعيين ميزانMCV کمتر از مقدار واقعی درصورت وجود  

گلبول های قرمز هيپوکروم در دستگاه های امپدانس
2.  ناتواني شناسايی سلول ها درصورت کمبود آنزيم پراکسيداز

عدم صحت اندازه گيری دستگاه ها به دليل 
ماهيت برخی روش های اندازه گيری که 

برای دستگاه طراحی شده
1.  خطا در تعيين ميزان هموگلوبين و اندکس های گلبولی 

به دليل وجود آگلوتينين های سرد يا افزايش چربی خون
2.  نوتروپنی کاذب درصورت کمبود آنزيم پراکسيداز

دنبال  به  دستگاه  عملكرد  صحت  عدم 
وجود ويژگی هاي خاص در نمونه

جدول شمارة  4: برخی از دلايل خطا در شمارش های سلولی دستگاه های خودکار شمارندة سلولی

به روش دستي و با افزودن حجم مناسبي از پلاسمای بيمار به بلانک و صفرکردن 
دستگاه اسپكتروفتومتر با آن انجام شود.   

بـه  ممكن است  که  اشاره مي شود  بيشتري  موارد  به   ،10 تا   4 شمارة  در جدول هاي 
نادرست بودن نتايج دستگاه های شمارندة سلولی خودکار منجر شوند. کاربر دستگاه علاوه بر 

آشنايی با موارد مندرج در اين جدول ها بايد از نحوة رفع اين خطاها نيز آگاه باشد.

فصل دوم
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 MCHC و MCH جدول شمارة 6: برخی از دلايل ايجاد خطا در تعيين مقادير

1.  افزايش کاذب هموگلوبين
2.  کاهش کاذب تعداد گلبول های قرمز

3.  هموليز داخل عروقی با هموگلوبين آزاد در پلاسما
MCH افزايش کاذب

1.  افزايش کاذب هموگلوبين        
2.  هموليز داخل عروقی با هموگلوبين آزاد در پلاسما يا ليز 

گلبول های قرمز خارج بدن
3.  کاهش کاذب هماتوکريت، MCV يا گلبول های قرمز

4.  شرايط هيپواسمولار

افزايش کاذب MCHC يا مشخص نشدن 
MCHC کاهش واقعی

1.  افزايش کاذبMCV)غير از مواردی که علت آن آگلوتينين های 
سرد باشد(

2.  افزايش کاذب تعداد گلبول های قرمز به دليل وجود تعداد 
زياد پلاکت های ژانت
3.  شرايط هيپراسمولار 

MCHC کاهش کاذب

 

جدول شمارة  5:  برخی از دلايل افزايش کاذب هموگلوبين
تعداد زياد گلبول های سفيد

افزايش چربی خون اندوژن يا به دليل تغذيه از راه وريد
کرايوگلوبولينمی

پاراپروتئين يا هيپرگاماگلوبولينمی

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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 MCV جدول شمارة 7: برخی از دلايل ايجاد خطا در شمارش گلبول های قرمز، ميزان هماتوکريت و

1.  وجود پلاکت های درشت به تعداد زياد
2.  افزايش چربی خون)ناپايدار(

3.  کرايوگلوبولينمی
4.  کرايوفيبرينوژنمی

افزايش کاذب تعداد 
گلبول های قرمز

EDTA 1.  پان آگلوتيناسيون ناشی از ايجاد آگلوتينين های سرد وابسته به
2.  ليز گلبول های قرمز خارج از بدن به دنبال نگهداری نامناسب نمونه يا وجود 

گلبول های قرمز غيرطبيعی 
3.  ميكروسيتوز بسيار شديد يا تكه تكه شدن گلبول های قرمز در بعضی بيماری ها

کاهش کاذب تعداد 
گلبول های قرمز

1.  نگهداری خون در دمای اتاق
EDTA 2.  آگلوتينين های سرد و آگلوتيناسيون گلبول های قرمز وابسته به

3.  تعداد زياد گلبول های سفيد
4.  شرايط هيپراسمولار

K2EDTA  .5 اضافی

افزايش کاذب 
MCV

1. گلبول های قرمز هيپوکروميک
2.  افزايش دمای اتاق

3.  شرايط هيپواسمولار
4.  مخلوط کـردن مكرر نمونـه کـه بـاعث افزايش اکسيژناسيون گلبول هـای 

قرمز می شود

کاهش کاذب 
MCV

1.  افزايش کاذب MCV)غير از مواقعی که به دنبال آگلوتينين های سرد رخ می دهد(
2.  کاهش کاذب تعداد گلبول های قرمز

افزايش کاذب 
هماتوکريت

 MCV 1.  کاهش کاذب ميزان
2.  کاهش کاذب گلبول های قرمز به دليل ميكروسيتوز بسيار شديد يا ليز گلبول های 

قرمز خارج بدن
3.  آگلوتينين سرد

4.   مخلوط کردن مكرر نمونه که باعث افزايش اکسيژناسيون گلبول های قرمز می شود

کاهش کاذب 
هماتوکريت

 

فصل دوم
اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاهاي دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي

45



جدول شمارة 8: برخی از دلايل ايجاد خطا در شمارش پلاکت

1.  لخته شدن نسبی نمونه
2.  فعال شدن پلاکت ها در حين خون گيری و تجمع آنها

EDTA 3.  تجمع پلاکتی ايجادشده توسط
Platelet Satellitism  .4

برای  تعيين شده  آستانة  از  آنها  اندازة  که  ژانت  پلاکت های   .5
پلاکت ها بيشتر باشد  

پايين بودن کاذب شمارش پلاکت ها

1.  گلبول های قرمز ميكروسيت يا تكه تكه شده
2.  گلبول های سفيد خردشده

 H 3.  بيماری هموگلوبين
4.  کرايوگلوبولين

5.  هيپرتری گليسريدمی يا هيپرليپيدمی
6.  وجود ميكروارگانيسم ها در نمونة خون

7.  گرم کردن ناخواستة خون

بالابودن کاذب شمارش پلاکت ها

جدول شمارة 9: برخی از دلايل کاهش کاذب تعداد گلبول های سفيد 

ليز سلول ها به دليل ماندن خون بيش از 3 روز

نگهداری نمونه در دمای اتاق به مدت 24 ساعت

تجمع گلبول های سفيد يا گلبول های سفيد و پلاکت ها به دنبال وجود آنتی بادی يا تغيير در غشاء سلولی 
يا وجود سلول های نئوپلاستيک با ويژگی های غيرطبيعی)نظير تجمع نوتوفيلی با واسطة آنتی بادی، تجمع 

سلول های لنفومی و يا سلول های نئوپلاستيک پلاسماسلی(

آگلوتينين های سرد قوی

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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 جدول شمارة 10: برخی از دلايل افزايش کاذب تعداد گلبول های سفيد
وجود گلبول قرمز هسته دار

پلاکت های ژانت به تعداد زياد
ليزنشدن گلبول های قرمز

اورمی
نمونه از جنين يا نوزاد

)AS, SS, AC, AE, AD, AO-Arab هموگلوبين های غيرطبيعی)مثل
بيماری های کبدی

آگلوتينين های سرد
سندرم های ميلوديسپلاستيک

آنمی مگالوبلاستيک
بعد از برداشتن طحال

تجمع پلاکتی
کرايوگلوبولينمی و کرايوفيبرينوژنمی

پاراپروتئينمی
وجود رشته های فيبرين

افزايش چربی خون
آلوده شدن نمونه به چربی زيرجلدی

وجود انگل مالاريا
هموگلوبين های ناپايدار

فصل دوم
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فصل سوم

روش هاي مرجع انجام آزمايش ها





1.‌اندازه‌گيري‌هموگلوبين‌خون‌به‌روش‌سيان‌مت‌هموگلوبين
روش شيميايی اندازه گيري هموگلوبين در خون با روش سيان مت هموگلوبين، روش دستي 
اندازه گيری مرجع هموگلوبين است که برای کاليبراسيون دستگاه هاي شمارنده نيز کاربرددارد.  
نكته هـاي مهمی کـه هنگام انجـام اين آزمايش بـراي دستيابي به نتـايج صحيح  بايـد 

در نظر گرفته شوند:
  از ظرف هاي شيشه اي استفاده شود که ازنظر صحت در حد استاندارد)کلاس A( و از 

لحاظ شيميايي تميز باشند.
  از دقت و صحت عملكرد سمپلرها، اسپكتروفتومتر و يا فتومتر با استفاده از برنامه هاي 

کنترل کيفيت اطمينان حاصل شود)تمام مستندات کنترل کيفيت ثبت شود(.
  درصورت امكان، از درابكين با ترکيب توصيه شدة CLSI)مؤسسة استاندارد آزمايشگاه 

بالينی(، که مقادير لازم برای تهية آن در زير آمده است، استفاده شود.
KCN 
K3Fe(CN)6

KH2PO4(Anhydrous) 
Nonionic Detergent

Clinical laboratory Reagent water(type I) 
به  5 دقيقه تمـام هموگلوبين هـا را غير از سولفوهموگلوبين  اين معرف در مـدت 
سيان مت هموگلوبين تبديل مي کند. کربوکسی هموگلوبين که در افراد سيگاری افزايش می يابد، 

برای اکسيد شدن به 30 دقيقه زمان نيازدارد.
   محلول درابكين را بايد در ظرف هاي تيرة دربسته از جنس بوروسيليكات نگهداري نمود 

و درصورت مشاهدة کدري دور ريخت.
  هنگام استفاده از اين محلول ها و دفع آنها، به علت سمي بودن، احتياط هاي لازم بايد 

ازنظر ايمنی به کار رود.

0/05g

0/2g

0/140g

0/5-1mL

1000mL
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  از درابكين با ترکيب هاي ديگر)غير از فرمول بالا( نيز مي توان استفاده نمود، ولي زمان 
کامل شدن واکنش طولاني تر و احتمال ايجاد کدري بيشتر است.

ولی  استفاده نمود،  وريدي  يا  مويرگی  خون  نمونة  از  می توان  آزمايش  انجام  براي    
استفاده از خون وريدی برتري دارد.

يا دي پتاسيک( هستند که  به مقدار  مناسب، نمک هاي EDTA)دي سديک    ضدانعقاد 
2/2mg/mL - 1/5 به ازای هر ميلی ليترخون بايد استفاده شوند.

  پس از خون گيري، بايد نمونه را بلافاصله با ضدانعقاد مخلوط نمود.
  درصورت استفاده از K3EDTA، به دليل ايجاد رقت در نمونه، ميزان هموگلوبين تا %1 

کاهش نشان مي دهد.

روش آزمايش
 5mL 0/02 خـون بـاmL ،در روش معمول اندازه گيري هموگلوبين بـه روش دستي  
درابكين مخلوط و پس از طی مدت لازم براي کامل شدن واکنش، جذب نوری آن با 

فتومتر خوانده می شود.
زياد1  از روش رقت  کاليبراسيون دستگاه شمارنده ،  بـه منظور  آزمـايش  انجام  برای    
استفاده می شود تا احتمال خطای ناشی از رقيق سازی کاهش يابد. برای اجرای اين کار، 

مي توان از روش های رقيق سازي زير استفاده کرد:
ــ  0/04mL خون با 10mL درابكين يا

ــ  0/4mL يا 0/5mL خون با 100mL درابكين يا
ــ  0/1mL خون با 25mL درابكين.

1. Macro Dilution

برای انجام آزمايش، به ويژه به منظور بررسی کاليبراسيون دستگاه شمارنده، 
استفاده از وسايل شيشه ای کلاس A و ابزار و تجهيزات کاليبره ضروری است.

در هر دو روش معمولی و با رقت زياد، ابتدا نمونة خون توسط پيپت يا سمپلر با سرعت آهسته 
و ثابت کشيده می شود و پس از پاك کردن سطح خارجي پيپت يا سرسمپلر با پارچة بدون پرز، که

نكته
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با آب مقطر يا نرمال سالين مرطوب  شده، داخل لولة آزمايش تخليه می شود. نمونة باقی مانده 
در پيپت يا سرسمپلر، بايد با 8 تا 10 بار برداشت و تخليه، با محتويات لوله کاملًا شسته  شود. براي 
مخلوط شدن کامل خون و درابكين، پس از 5 تا 6 بار سروته نمودن لوله، بايد محلول را براي 

کامل شدن واکنش پيش از خواندن جذب نوری، 5 دقيقه در دماي اتاق نگهداري نمود.
به منظور خواندن جذب نوري از فتومتر يا اسپكتروفتومتر با طول موج 540nm  استفاده می شود. 
درصورت استفاده از استاندارد هموگلوبين، جذب نوري اين محلول نيز در طول موج ذکرشده 

خوانده شده و مقدار هموگلوبين برحسب  گرم در ليتر از فرمول زير محاسبه مي شود: 

براي رسم منحني استاندارد هموگلوبين، ابتدا از محلول استاندارد، رقت هاي مختلف 1/2، 
1/3 و 1/4 تهيه و جذب نوري آنها در طول موج 540nm مقابل بلانک)درابكين( خوانده مي شود. 
پس از تعيين مقدار هموگلوبين هر رقت، روي کاغذ نمودار خطی مقادير جذب نوري هر رقت 
روي محور عرضی)Y( و مقدار غلظت هموگلوبين هر رقت روي محور طولی)X( ثبت مي شود. 
خطي که از مبدأ و نقاط تلاقي مقدار هموگلوبين و جذب نوري مربوط مي گذرد، منحني 

استاندارد نام دارد که مي توان با استفاده از آن غلظت هموگلوبين نمونه ها را محاسبه کرد.

منابع خطا 
افزايش کاذب مقدار  نمونه سبب  تغليظ  با  نامناسب خون گيري وريدي که    تكنيک 

هموگلوبين و شمارش سلولي مي شود؛ 
  استفاده از تجهيزات بدون سوابق کنترل کيفيت و کاليبراسيون؛  

  آگاهی ناکافي کارکنان از نحوة صحيح انجام آزمايش و منابع خطا؛
  مخلوط نمودن ناکافی نمونه پيش از آزمايش؛

  وجود لخته در نمونه؛ 
  نگهداری درابكين در مقابل نور يـا يخ زدن؛

  استفاده از استاندارد خراب يا تاريخ مصرف گذشته)به ويژه اگر پس از بازشدن مدت 
طولانی در دمای اتاق بماند(؛

  کاليبـراسيون نادرست اسپكتروفتومتر؛

= )g/L( غلظت هموگلوبين نمونه× غلظت هموگلوبين استاندارد
جذب نوری نمونه

جذب نوری نمونة استاندارد

فصل سوم
روش های مرجع انجام آزمايش ها
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  عملكرد نامناسب اسپكتروفتومتر ناشی از کافی نبودن زمان گرم شدن دستگاه يـا بيش 
از حد گرم شدن دستگاه، اختلالات مربوط به منبع نوری، فتوسل، ولتاژ، خطی نبودن 

دستگاه، صحيح قرارنگرفتن کووت و يا استفاده از کووت کثيف يا خش دار.

2.‌روش‌اندازه‌گيري‌حجم‌سلول‌های‌متراكم‌شده‌به‌روش‌ميکروهماتوكريت
PCV نسبت حجم گلبول هاي قرمز متراکم شده به حجم خون کامل است. اين نسبت پس از 

سانتريفوژ مناسب نمونة خون به دست آمده و ترجيحاً به صورت اعشاري گزارش مي شود 
)مانند 0/42 به جاي 42% (. روش مرجع اندازه گيری حجم سلول هاي متراکم شده، روش 

ميكروهماتوکريت است که براي کاليبراسيون دستگاه هاي شمارنده نيز استفاده می شود.

نكته هاي مهم در آزمايش اندازه گيري حجم  گلبول هاي قرمز متراکم شده
  انجام آزمايش با استفاده از خون مويرگی، شريانی و وريدی امكان پذير است.

  در جمع آوری نمونه به طريق مويرگی، از لوله های هپارينه حاوی حداکثر 7 واحد 
هپارين به ازای هر لولة مويينه استفاده مي شود.

  مي توان نمونه را پس از جمع آوري در دماي اتاق نگهداري و حداکثر در مدت 6 
ساعت پس از نمونه گيری آزمايش نمود.

  نمونه ها بايد به روش دوتايي آزمايش شوند. مقدار هماتوکريت نمونه هاي دوتايي نبايد 
بيش از 0/005)0/5%( با يكديگر اختلاف داشته باشند.

  درصورت انجام اين آزمايش، به منظور کاليبراسيون دستگاه شمارنده فقط بايد از ضدانعقاد 
از  استفاده  جلوگيری شود.  قرمز  گلبول هاي  چروکيدگي  از  تا  استفاده شود   K2EDTA

 %2 را   MCV ميزان  قرمز  گلبول هاي  در  چروکيدگي  ايجاد  به علت   K3EDTA ضدانعقاد 
کاهش مي دهد. درصورت استفاده از ضدانعقاد مايع، ضريب رقت بايد محاسبه شود.

  توصيه می شود براي انجام آزمايش کاليبراسيون دستگاه شمارنده از لوله هاي مويينه با 
حلقة آبي)بدون ضدانعقاد( استفاده شود. 

  هنگام خواندن نتيجه با خط کش مخصوص، مقدار بافي کوت درنظر گرفته نشود.
  خطای قابل قبول اندازه گيری حجم سلول هاي متراکم شده به روش ميكروهماتوکريت 

1%± است.
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روش آزمايش
2/3 تا 3/4 طول لولة ميكروهماتوکريت بايد از خون کامل، که پيش از آن حداقل 8 بار 
سروته شده است، پر و با خمير مخصوص مسدودشود. طول خمير نبايد از 4mm کمتر و سطح 
آن نيز بايد کاملًا صاف باشد. از هر نمونة خون بايد دو لوله به اين روش پرشده و روبه روي هم 
در دستگاه ميكروهماتوکريت قرار گيرد. با تنظيم زمان سنج دستگاه سانتريفوژ نمونه ها انجام شده 
و پس از طي مدت تعيين شده نتيجة آزمايش حداکثر 10 دقيقه پس از توقف دستگاه و با 
استفاده از خط کش هماتوکريت خوانده مي شود. با گذشت زمان و باقي ماندن لوله ها به صورت 

افقي، حد فاصل پلاسما و سلول به تدريج شيب دار و خواندن نتيجه با مشكل مواجه مي شود.

منابع خطا
  توقف جريان خون1 به علت بستن طولاني تورنيكه که باعث افزايش غلظت خون مي شود؛

  خون گيري های سخت و طولانی به دليل ورود مايع بين بافتي به فضای داخل عروقی 
که باعث رقيق  يا لخته شدن خون مي شود؛
  هموليز در اثر استفاده از سر سوزن نازك؛ 

  مخلوط نشدن نمونه با ضدانعقاد؛
  پر يا مسدودکردن نادرست انتهای لولة هماتوکريت؛ 

  مسدودکردن انتهاي لوله با حرارت؛ 
  خطاي ديد هنگام خواندن نتيجة آزمايش؛  

تصوير شمارة 6: نمای شماتيک از نمونة هماتوکريت پس از سانتريفوژ

1. Stasis

Sealing
compound

WBC

RBC

Plasma

100%

42%

0%
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1. Plasma Trapping
2. Relative Centrifugal Field
3. Revolution Per Minute

ويژ گي هاي دستگاه ميكروهماتوکريت استاندارد
  شعاع چرخش بيشتر از 8cm ؛ 

  توانايی رسيدن به حداکثر سرعت در 30 ثانيه؛
دقيقه   5 به مدت  در محيط، حداقل   12000g تا   10000g RCF حدود  ايجاد  توانايي    

بدون افزايش دما از C°45؛
  داشتن زمان سنج خودکار)با قابليت تنظيم حداقل 30 ثانيه(. 

RCF = 1/118 × 10-5 ×  r × RPM2

2RCF: ميدان نسبی سانتريفوژ

3RPM: دور در دقيقه

جدول شمارة 11: علل کاهش و افزايش کاذب هماتوکريت

علل افزايش کاذب ميزان هماتوکريتعلل کاهش کاذب ميزان هماتوکريت
هيپوناترمی  EDTA اضافی

 هموليز                                                                                   
به دام افتادن پلاسما

  هيپرناترمی   

  محـاسبة بـافي کوت بـه عنوان جـزيی از ستـون گلبول هـای قـرمـز هنگام خواندن 
نتيجة آزمايش؛ 

  خطاي به دام افتادن پلاسما1 که اين مورد در آنمی های ماکروسيتيک کم و در اسفروسيتوز، 
تالاسمي و آنمي سيكل سل زياد است. در حالت طبيعي، ميزان پلاسماي به دام افتاده 

1% تا 3% است که هنگام کاليبراسيون دستگاه شمارنده بايد 2% درنظر گرفته شود.
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كنترل‌كيفيت‌و‌بررسی‌كاليبراسيون‌دستگاه‌ميکروهماتوكريت
دستگاه ميكروهماتوکريت بايد توانايي ايجاد حداقل نيرويي برابر با 10000g به مدت 5 

دقيقه را دارا باشد.
کنترل کيفيت دستگاه بايد هر سه ماه انجام شـود. براي انجـام اين کـار بررسی موارد 

زير ضروري است:
  سرعت سانتريفوژ،

  زمان سنج،
  حداکثر توان در تجمع سلول ها1.

تاکومتر  با  به ترتيب  دستگاه  زمان سنج  عملكرد  و  دقيقه(  در  سانتريفوژ)دور  سرعت 
کاليبره  و کرونومتر ارزيابي مي شوند. 

استفاده مي شود.  تازه  از خون  توان دستگاه در تجمع سلول ها  بررسی حداکثر  براي 
براي انجام اين امر دو نمونه خون تازه حاوی ضدانعقاد EDTA دی پتاسيک که به خوبی 
مخلوط شده اند را به صورت دوتايی به مدت دو دقيقه سانتريفوژکرده و مقادير PCV آنها 
ثبت می شود. سپس، زمان سانتريفوژ را 30 ثانيه به 30 ثانيه افزوده تا زمانی که ميزان دو 
زمان  به عنوان حداقل  زمان  اين  تغييربماند.  بدون  پی درپی  اندازه گيری شدة  هماتوکريت 
است  بهتر  آزمايش  اين  گرفته می شود.  درنظر  قرمز  گلبول های  متراکم نمودن  براي  لازم 

حداقل با يک نمونه دارای هماتوکريت 0/5)50%( يا بيشتر نيز انجام شود. 
جدول شمارة 12 مثالي است از ارزيابي حداکثر توان يک دستگاه ميكروهماتوکريت 

در تجمع سلول ها.

1. اين مورد پس از خريد و پيش از شروع به کار با دستگاه و حداقل هر 6 ماه يک بار بايد انجام  شود.

فصل سوم
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جدول شمارة 12: بررسی دستگاه از نظر حداکثر توان تجمع سلولی 

PCV
زمان)دقيقه( نمونة 1نمونة 2

0/590/492
0/580/392/5
0/570/383

0/560/38
3/5)حداقل زمان براي تجمع سلول ها(

4ــ0/55
0/55

4/5ــ)حداقل زمان براي تجمع سلول ها(

داده های جدول بالا نشان مي دهد که زمان متراکم نمودن گلبول های قرمز در دستگاه 
ميكروهماتوکريت مورد آزمايش، 3/5 دقيقه براي آزمايش نمونه ای با ميزان هماتوکريت 

کمتر از 0/5 و 4/5 دقيقه براي نمونه اي با هماتوکريت بيشتر از 0/5 است. 
ارزيابی عملكرد دستگاه ميكروهماتوکريت به روش توصيه شدة سازمان جهاني بهداشت 

به صورت زير انجام مي شود:
  چند نمونه خون با هماتوکريت کمتر از 0/5 و حاوی ضدانعقاد EDTA دی پتاسيک 
نمونه،  ظرف  سروته نمودن  بار  بيست  از  پس  را  ميلی ليتر خون(  هر  برای   1/5mg(
به صورت دوتايی به مدت  3، 5، 7، 9 و 11 دقيقه سانتريفوژ کرده و سپس نتايج آنها 
ثبت مي شود. درصورت مناسب بودن توان دستگاه)برحسب g(، نتايج بايد از دقيقة 5 

به بعد بدون تغيير بماند.
براي بررسي ابزار خواندن هماتوکريت مي توان لولة هماتوکريتی که طول ستون سلول 
و پلاسمای آن مجموعاً حدود 5cm وPCV  آن 0/5 بوده را انتخاب کرد و روي خط کش 
معمولي طوري قرارداد که ابتداي ستون گلبول قرمز روي نقطه صفر و انتهاي ستون سلول 
 2/5cm 5 باشد. قرارگرفتن انتهاي بالايی ستون گلبول های قرمز رويcm و پلاسما روي

نشان دهندة صحت خواندن توسط ابزار خواندن هماتوکريت مورد استفاده است.
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3.‌‌شمارش‌سلول‌های‌خونی‌به‌روش‌دستی
شمارش گلبول های سفيد و پلاکت ها به روش دستي، جايگزين قابل قبولی برای دستگاه های 
شمارندة سلولی است، ولی برای شمارش گلبول های قرمز کاربرد زيادی ندارد؛ زيرا در 
آزمايشگاه ها در شرايط معمول برای شمارش های دستی، حدود 400 گلبول قرمز شمارش 

شده که موجب عدم دقت زياد در شمارش اين سلول ها می شود.
از هماسيتومتر)نئوبار اصلاح شده(  به روش دستی  برای شمارش سلول های خونی 
استفاده می شود که بر روی آن 9 فضای خط کشی شده با مساحت mm × 1 mm 1 تعبيه 
شده است. پس از قرارگرفتن لامل سنگين)دارای سطح صيقلی( روی آن فضايی با حجم 

 0/1 ايجادمی شود. 

4mm

هماسيتومتر و لامل سنگين پس از هربار استفاده بايد بلافاصله با آب گرم شسته شده و 
با پارچة تميز بدون پرز پاك و در هوا خشک شود. سطح اين لام نبايد با گاز يا پارچة زبر 
تماس داده شود؛ زيرا باعث خراشيدگی خطوط روی لام می شوند. نمونة مورد آزمايش پس 
از رقيق شدن، کاملًا مخلوط شده و به وسيلة  پيپت در فضای هماسيتومتر زير لامل سنگين  
واردمی شود. پراکندگی سلول ها بايد با عدسی ×10 بررسی شده و سپس، با عدسی شي ئی ×40 
و عدسی چشمی ×10 يا ×6 شمارش انجام  شود)به طور معمول، از عدسی شي ئی ×10 برای 

شمارش گلبول های سفيد و از عدسی شي ئی ×40 برای شمارش پلاکت ها استفاده می شود(.

شمارش‌گلبول‌های‌سفيد
مادة  حاوی  محلول  با   EDTA ضدانعقاد  حاوی  خون  سفيد،  گلبول های  شمارش  برای 
نيز  را  سفيد  گلبول های  هستة  قرمز،  گلبول های  ليز  علاوه بر  که  مخلوط مي شود  رنگی 
به رنگ بنفش ـ سياه درمی آورد. برای انجام اين آزمايش استفاده از ضدانعقاد هپارين 
توصيه  نمی شود. محلول رنگی با استفاده از اسيد استيک  20mL /L(%2( تهيه مي شود که با 

اضافه نمودن چند قطره ويولة دوژانسيان به رنگ بنفش در آمده است.

عدم دقت)CV( شمارش گلبول های سفيد در نمونة طبيعی و غيرطبيعی بالا 
6/5% و در نمونة غيرطبيعی پايين 15% است.

نكته
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روش آزمايش
برای انجام آزمايش، در لولة آزمايش پلاستيكی يا شيشه ای، 0/1mL از خونی که به خوبی 
مخلوط شده به 1/9mL محلول رقيق کننده اضافه می شود تا رقت 1/20 ايجادشود)مخلوط کردن 
ناکافی خون پيش از تهيـة رقت، موجب خطای زياد در نتيجة آزمـايش می شود(. پس از 
بستن دهانة لوله، با استفاده از مخلوط کننده های مكانيكی يـا سروته نمودن آن با دست با زاوية 
°120 و چرخاندن هم زمان به مدت 2 دقيقه، محتويات لوله کاملًا مخلوط  می شود. بـا اين کـار، 
حباب های هـوا نيز با محلول مخلوط می شونـد. سپس، بلافاصله با استفاده از پيپت يا لـولة 
مويينه، فضای زيـر لامـل ضخيم در همـاسيتومتر در يک مـرحله از اين مخلوط پـرمی شود. 

به منظور ته نشين شدن سلول ها، هماسيتومتر بايد به مدت 2 دقيقه روی سطحی صاف، 
بدون لرزش و دور از نور خورشيد و حـرارت نگهداری و سپس، شـمارش سلول هـا 
انجام شود. گلبول هـای سفيد بايد در چهار مـربع کناری و در دو طرف محفظه شمارش 
شوند. در اين مربع ها، علاوه بر شمارش گلبول های داخل اين فضا، گلبول هايی که روی 
اضلاع بالايی و سمت چپ هستند نيز شمارش می شوند؛ ولی گلبول هاي روی اضلاع 

سمت راست و پايينی مربع در شمارش به حساب نمی آيند.  

تصوير شمارة 7: نمايی از فضاهای هماسيتومتر به کار رفته برای شمارش گلبول های سفيد 

COUNTED
NOT COUNTED

0.0025 mm2

0.4 mm2

1 mm

1 mm2 0.1 mm deep
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درصورت ايجاد هريک از مشكلات زير هنگام پرکردن هماسيتومتر، شمارش بايد با 
استفاده از لام خشک و تميز ديگری انجام گيرد:

  پرکردن بيش از حد اسلايد و سرريزشدن آن؛
  پرنشدن کامل محفظه ها از محلول؛

  ايجاد حباب هوا در هر قسمت محفظه؛
  هرگونه ذرة اضافی در محفظه ها.

طبق تـوصية سازمان جهانی بهداشت، حداقل 100 گلبول سفيد بايد شمارش شود، 
ولی برای دستيابی به عدم دقت)CV( 5%، شمارش 400 سلول الزامی است. برای به حداقل 
رساندن خطای ناشی از پراکندگی نامناسب سلول ها، توصيه مي شود که شمارش گلبول های 

سفيد در کل فضای خط کشی شده هماسيتومتر)9 فضای 0/1μl( انجام گيرد.  
برای محاسبة تعداد گلبول های سفيد می توان از فرمول زير استفاده نمود:

10 × 106 × ضريب رقت × تعداد سلول هاي شمارش شده
= WBC/L تعداد مربع های بزرگ شمارش شده

برای مثال، اگر در 0/9μl)9 فضای خط کشی شده( 420 گلبول سفيد شمارش شود، 
تعداد کل گلبول های سفيد به طريق زير محاسبه می شود:

420 × 20 × 106 × 10
9 = 9/3 × 109 /L 

شمارش‌پلاكت
شمارش پلاکت ها روی خون وريدی حاوی ضدانعقاد EDTA انجام پذير است. شمارش 
با استفاده از خون مويرگی نيز انجام می شود، ولی تعداد پلاکت ها نسبت به خون وريدی 
محل  در  پلاکت ها  از  متفاوتی  تعداد  زيرا  است؛  ناپايدارتر  نيز  آن  شمارش  و  کمتر 

سوراخ کردن پوست باقی می مانند.
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منابع خطا
اين خطاها به دو گروه تكنيكی)مربوط به روش آزمايش( و ذاتی تقسيم می شوند:

1.  خطاهای تكنيكی
  خطاهای جمع آوری نمونه؛
  مخلوط نكردن کامل نمونه؛

10 ×  106 × ضريب رقت × تعداد سلول هاي شمارش شده
= PLT/L تعداد مربع های بزرگ شمارش شده

ميزان ساخت محلول رقيق کننده در هر بار نبايد از 500mL بيشتر باشد و برای تهيه 
امكان،  درصورت  استفاده شود.  ديونيزه  يا  مقطر  آب  و  تميز  شيشه ای  ظرف هاي  از 
اين  درغير  نگهداری شود.  يخچال  در  و  صاف    22μl فيلتر  از  استفاده  با  رقيق کننده 
صورت، هر روز پيش از انجام آزمايش حجم مشخصی از آن با دور بالا سانتريفوژ 

شده و از محلول رويی برای رقيق کردن استفاده شود.

نكته

روش آزمايش
محلول رقيق کننده حاوی اکسالات آمونيوم آبی 10g/L(%1( است که موجب ليز گلبول های 
قرمز می شود. پيش از تهية رقت بايد از نبود لخته در نمونه اطمينان حاصل کرد. درصورت 
وجود لخته، بايد دوباره نمونه گيری انجام شود. برای تهية رقت 0/1mL ،1/20 خون کاملًا 
مخلوط شده با 1/9mL محلول رقيق کننده مخلوط می شود، اين مخلوط بايد به مدت 10 تا 
15 دقيقه روی مخلوط کنندة مكانيكی قرار گيرد. سپس، هماسيتومتر با روش ذکرشده برای 
 20 ته نشين شدن پلاکت ها، حداقل  برای  و  پر  اين مخلوط  از  گلبول های سفيد  شمارش 
دقيقه در ظرف پتری که کف آن کاغذ صافی مرطوب قراردارد، نگهداری می شود. پس از 
گذشت مدت ذکرشده، پلاکت ها با ميكروسكوپ شمارش می  شوند. درصورت پايين بردن 
کندانسور ميكروسكوپ، پلاکت ها به صورت ذرات کوچک درخشانی قابل رؤيت هستند. 
شمارش  ولی  می شوند،  شمارش  محفظه  هر  مرکزی  مربع  در  پلاکت ها  معمول،  به طور 
پلاکت ها بايد در يک يا بيشتر از فضاهای 1mm2)حجم 0/1μl( انجام شود. برای دستيابی 

به عدم دقت  8% تا 10%، شمارش حداقل 200 پلاکت الزامی است.   

دستگاه هاي خودکار شمارندة سلولي)اساس کار، کاليبراسيون، کنترل کيفيت و خطاها(
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  پيپت کردن نادرست)استفاده از پيپت و هماسيتومتر غيرکاليبره و غيراستاندارد(؛
  استفاده از لامل عادی به جای ضخيم)سنگين(؛

  مخلوط نكردن کافی نمونه با رقيق کننده؛
  پرکردن نادرست اسلايد؛

  شمارش نادرست سلول ها.

2. خطاهای ذاتی
اين خطاها به پراکندگی غيريكنواخت سلول ها در نواحی مختلف اسلايد مربوط است که 
با مخلوط نمودن کافی محلول پيش از پرکردن محفظه های اسلايد نيز برطرف  نمی شود. 

فقط شمارش سلول ها به تعداد زياد می تواند اين خطا را کاهش دهد. 
جدول زير ميزان پراکندگی نتايج شمارش دستی گلبول های سفيد را در مقايسه با تعداد 
ميزان  شمارش شده،  سلول های  تعداد  افزايش  با  نشان می دهد.  شمارش شده  سلول های 

پراکندگی نتايج کاهش می يابد.

جدول شمارة  16: ميزان پراکندگي شمارش دستي در مقايسه با تعداد کل سلول هاي شمارش شده

قطعيت  نداشتن شمارش 
سلول ها در ميكروليتر

قطعيت  نداشتن تعداد 
سلول های شمارش شده

تعداد سلول های 
شمارش شده

تعداد مربع هاي شمارش شده 
در هموسيتومتر

 12/8 - 2/7  64 - 36 50 1
 12 - 8 120 - 80 100 2

  11/4 - 8/6  228 - 172 200 4
11/1 - 8/9 334 - 266 300 6
 11 - 9    440 - 360 400 8

 10/8 - 9/2  544 - 456 500 10
10/6 - 9/4  856 - 744 800 16
10/6 - 9/4 1064 - 936 1000 20
10/6 - 9/4 1578 - 1422 1500 30
10/2 - 9/8  10200 - 9800 10000 200

فصل سوم
روش های مرجع انجام آزمايش ها
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