Ocena rozmazow krwi

Odpowiednie przygotowanie i wybarwienie rozmazéw krwi ma kluczowe znaczenie
dla trafnej interpretacji obrazu mikroskopowego.

PRZYGOTOWANIE ROZMAZOW KRWI

Krew pobiera si¢ do probéwek z antykoagulantem — solg potasowg kwasu etyleno-
diaminotetraoctowego (EDTA) o stezeniu 1,50 + 0,25 mg/ml. Stosunek objetosci
krwi do EDTA ma decydujace znaczenie, gdyz nadmiar EDTA powoduje kurczenie
i zmiang wygladu komérek, szczegdlnie erytrocytéw.

Jako$¢ rozmazéw krwi jest bezposrednio zwigzana z jakoscia materialéw wyko-
rzystywanych do ich przygotowania. Szkietka podstawowe musza by¢ wysokiej ja-
kosci. Wybiera si¢ czyste i odtluszczone szkietka, z polem do opisu i, ze wzgledéw
bezpieczenistwa, ze szlifowanymi krawedziami.

* Natychmiast po wykonaniu rozmazu preparat umieszcza si¢ w komorze laminar-
nej i suszy w strumieniu chlodnego powietrza.

* Preparat utrwala si¢ metanolem cz.d.a.

* DPreparat wybarwia si¢ metoda Wrighta lub inna metoda z uzyciem barwnika
Romanowskiego.

* Preparat zamyka si¢, stosujac zywice dobrej jakosci. [W polskich laboratoriach
preparat najpierw suszy si¢, wykorzystujac ruch powietrza uzyskany dzigki szyb-
kim zamachom reki trzymajacej preparat, a nastgpnie pozostawia na co najmniej
2 godz. w temperaturze pokojowej. Barwi si¢ najczeéciej metodg panoptyczng
Pappenheima, z wykorzystaniem barwnika Maya i Griinwalda (jest réwnoczesnie
utrwalaczem) oraz barwnika Giemsy (zmodyfikowany barwnik Romanowskie-
go). Preparatéw czgsto nie zamyka si¢ — przyp. thum.].

Rozmaz ocenia si¢ zawsze w ten sam sposéb.

* Pod malym powiekszeniem (obiektyw x10) poszukuje si¢ zlepéw plytek krwi,
ocenia si¢ wstepnie liczbe i rozmieszczenie leukocytéw.

* Sprawdza sig, czy wystepuje zjawisko rulonizacji erytrocytéw i czy jego nasilenie
koreluje z wynikiem OB.

* Przy duzym powigkszeniu (obiektyw x40) réznicuje si¢ leukocyty.

* Szacuje sig liczbg plytek krwi i poréwnuje obserwacje z wynikiem liczenia plytek
krwi metoda automatyczna.

* Ocenia si¢ rozmiar, ksztalt i wybarwienie erytrocytéw.

* DPod immersja (obiektyw x100) w cienkim miejscu rozmazu w erytrocytach po-
szukuje si¢ pasozytéw malarii.

* W wybranych przypadkach sprawdza si¢ obecnos¢ wtretéw erytrocytarnych.
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Liczy si¢ retikulocyty, jesli stosowana jest metoda manualna. [W polskich labora-
toriach réznicowanie leukocytéw, oceng budowy i wybarwienia plytek krwi oraz
erytrocytéw przeprowadza si¢ pod immersja (obiektyw x100) — przyp. thum.].

ZMIANY MORFOLOGII KRWINEK WYNIKAJACE
Z BLEDOW TECHNICZNYCH

Artefa kty erytrocytéw

Stara krew: przechowywanie krwi pobranej na EDTA ponad 6 godz. prowadzi do
postgpujacego marszczenia powierzchni erytrocytéw (erytrocyty morwowate).
Nieprawidlowy stosunek krwi i EDTA wynika najczesciej z trudnosci z pobra-
niem krwi. Nadmiar EDTA powoduje obkurczanie erytrocytéw.

Domieszka wody w metanolu powoduje powstanie pierscieni w erytrocytach, co
moze mylnie nasuwad wrazenie niedobarwliwosci.

Zbyt wolne suszenie preparatu powoduje adsorpcj¢ zanieczyszczeni z otaczajacego
powietrza na powierzchni erytrocytdéw i nieréwnomierne jej zwigkszenie, co spra-
wia, ze przypominaja one krwinki tarczowate.

Wysoka temperatura zwicksza odsetek sferocytéw i powoduje fragmentacje ery-
trocytdéw, co prowadzi w konsekwencji do falszywie wysokich wynikéw liczby
plytek krwi.

Artefakty leukocytéw

Stara krew: przechowywanie krwi pobranej na EDTA ponad 24 godz. prowa-
dzi do wakuolizacji cytoplazmy granulocytéw obojetnochtonnych i monocytéw.
Dochodzi do degeneracji jader granulocytéw. Platy jader rozdzielaja si¢ i tworza
ciatka charakterystyczne dla procesu apoptozy.

Cienie komérkowe: w czasie wykonywania rozmazu leukocyty moga ulec me-
chanicznemu uszkodzeniu, dotyczy to szczegélnie limfocytéw w chorobach lim-
foproliferacyjnych. Rozrywanie leukocytéw mozna ograniczy¢, dodajac do krwi,
przed wykonaniem rozmazu, albumine (1 kropla 30% albuminy na 9 kropli
krwi).

Artefakty ptytek krwi

Trudnosci z pobraniem krwi: nieprawidtowa technika pobrania krwi zylnej moze
by¢ przyczyna agregacji krwinek plytkowych i powstawania ich zlepéw. Gdy licz-
ba plytek jest obnizona z nieznanych powoddéw, nalezy zawsze zwrdci¢ uwagg
na rozmieszczenie plytek w preparacie, szczegélnie w koficowej czgéci rozmazu
(,brodzie”).

Satelityzm plytkowy jest zwykle spowodowany obecnoscia immunoglobulin,
ktére szczegdlnie w obecnosci EDTA powoduja adhezje trombocytéw do blony
neutrocytéw. Zjawisko satelityzmu plytkowego moze by¢ przyczyna falszywie za-
nizonej liczby plytek krwi.
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* Jako$¢ barwienia: do obnizenia jakosci barwienia moga przyczyniaé si¢: wytraca-
nie barwnika na powierzchni preparatu, niewlasciwy czas barwienia, nieprawi-
dtowy stosunek objetosci barwnika i buforu, zmiana pH buforu.

KRWINKI CZERWONE

Morfologi¢ erytrocytéw nalezy oceniaé w tych miejscach rozmazu, gdzie erytrocyty
leza swobodnie i ledwie si¢ stykaja. Nalezy unika¢ oceny zaréwno w cienkiej czesci
koricowej rozmazu, jak i w grubej czesci poczatkowej, zwlaszcza gdy wystepuje ru-
lonizacja krwinek.

Nazewnictwo

* Rozmiar (anizocytoza)
Miara anizocytozy jest szeroko$¢ rozktadu objetosci erytrocytéw (RDW). Komér-
ki wicksze od typowych okresla si¢ jako makrocyty, mniejsze jako mikrocyty.

* Ksztalt (poikilocytoza, réznoksztattnosé)
Poikilocyty to erytrocyty o nieprawidlowym ksztalcie, powstajace na skutek za-
burzen erytropoezy, zmian patologicznych lub choréb wrodzonych.

*  Wybarwienie
Normochromazja (normochromia, prawidlowe wybarwienie), hipochromazja
(hipochromia, niedobarwliwo$¢), hiperchromazja (hiperchromia, nadbarwli-
wo$¢), polichromazja (polichromatofilia, réwnoczesne barwienie barwnikami
kwasnymi i zasadowymi), anizochromia (rézna barwliwos¢).

Szerokos¢ rozktadu objetosci erytrocytéow

RDW jest wskaznikiem okreslajacym zmiennos¢ rozmiaru erytrocytéw i przedstawia

si¢ go jako stopieri zmiennosci wielkosci krwinek czerwonych: anizocytoza mierna

(+), umiarkowana (++), znaczna (+++). Przy ocenie anizocytozy nalezy wst¢pnie wy-

kluczy¢ obecnos¢ zwigkszonej liczby retikulocytéw, ktére sa komérkami wigkszymi

od dojrzalych erytrocytéw.

Anizocytoza jest istotnym parametrem wykorzystywanym w diagnostyce réz-
nicowej niedokrwistosci. [W metodach automatycznych RDW jest obliczany jako
wspdtczynnik zmiennosci objetoéei erytrocytéw (RDW-CV) lub odchylenie stan-
dardowe objetosci erytrocytéw (RDW-SD) — przyp. thum.].

* RDW-CV (przedzial referencyjny <14,5%)/RDW-SD (przedzial referencyjny
<48 fl).

* RDW jest zwigkszony w niedokrwistosci z niedoboru zelaza, a zmniejszony
u dzieci pomigdzy 6 miesiacem a 5 r.z. (u ktérych réwniez moze wystgpowad
niedobér zelaza).

* RDW jest zmniejszony w talasemii minor, a zwickszony w talasemii major i inter-
media oraz zespotach mielodysplastycznych.

* Anizocytoze $redniego stopnia nalezy réwniez stwierdzi¢, gdy wystepuja mikro-
cyty lub makrocyty.
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Ksztatt

Zmiany morfologii krwinek czerwonych obserwowane w odpowiednio wykonanym
i wybarwionym rozmazie krwi maja kluczowe znaczenie dla rozpoznania okreslo-
nych schorzen. Inaczej méwiac, niektére zmiany patologiczne moga przyczyniad sig
do wystepowania w obrazie krwi erytrocytéw o okreslonym ksztalcie.

Pamigtajac o tym, osoba oceniajaca preparat powinna zawsze opisywaé ksztalt
krwinek czerwonych, postugujac si¢ standardowym nazewnictwem. Duze znacze-
nie ma umiej¢tno$¢ odrézniania zmian budowy erytrocytéw wynikajacych z bledéw
technicznych (artefaktéw) od rzeczywistych zmian ksztaltu. Klinicznie istotny moze
by¢ réwniez sposéb opisu liczby erytrocytéw o zmienionym ksztalcie. Nie powinno
si¢ w wyniku umieszcza¢ opisu krwinek, ktére pojawiajg si¢ w rozmazie sporadycz-
nie, nawet jesli podane zostanie okreslenie ,pojedyncze w preparacie”. Dla lekarza
dysmorfia mierna, umiarkowana i znaczna jest uwazana za istotng klinicznie, nato-
miast inne okre$lenia moga wprowadzi¢ go w blad.

Nalezy unika¢ uzywania terminu ,poikilocyt” do opisywania zmiany ksztaltu
krwinek czerwonych. Ta nazwa mozna okresli¢ kazdy erytrocyt, ktéry nie jest dwuw-
klestym dyskiem. Do opisu zmiany ksztattu erytrocytéw nalezy wybra¢ okreslenie
jednoznacznie opisujace obserwowane nieprawidlowosci, co utatwi porozumienie
pomiedzy osobg oceniajaca preparat i lekarzem.
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Nazewnictwo

Erytrocyty prawidlowe (normocyty)
Prawidlowa krwinka czerwona jest okragla komoérka z obustronnym centralnym
wglebieniem, o przecigtnej $rednicy 7 pm. Rozmiarem jest zblizona do jadra malych
limfocytéw.

Blona komérkowa jest bardzo elastyczna i plastyczna. Pod wplywem nacisku ule-
ga odksztalceniu, a po ustaniu dziatania sily zewngtrznej erytrocyt przybiera pier-
wotny ksztalt.
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Prawidtowe erytrocyty
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Mikrocyty (micros = maty)

Mikrocyty to erytrocyty o $rednicy mniejszej niz 6 pm i zmniejszonej grubosci. Ste-
zenie hemoglobiny w mikrocytach jest zmniejszone, a hemoglobina gromadzi sig
gléwnie na obrzezach komérki, co powoduje, ze przejasnienie w cz¢sci centralnej jest
wyrazniejsze. Przejasnienie moze by¢ réwniez wicksze, tak ze komérka przypomina
leptocyt lub cienki splaszczony erytrocyt. Wystepowanie mikrocytéw jest charakee-
rystyczne dla niedokrwistosci z niedoboru zelaza i/lub talasemii.

Mikrocyty
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Makrocyty (macrés = duzy)

Makrocyty sa erytrocytami o Srednicy wigkszej niz 8 pm. Majg prawidtowy dwu-
wklesty ksztalt i dobrze widoczne centralne przejasnienie. Ich obecno$é jest cha-
rakterystyczna dla przewleklego naduzywania alkoholu. Wystepuja tez w chorobach
wqtroby.

Makrocyty

Makrocyty owalne

Makrocyty owalne sg olbrzymimi krwinkami o $rednicy wigkszej niz 9 pm. Wyste-
puja w niedokrwisto$ci megaloblastycznej (mégas = olbrzymi).

ré- o = oot

Makrocyty owalne
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Komorki tarczowate (kodocyty) (kddon = dzwon)

Komérki tarczowate sa komérkami o ksztalcie dzwonu i cienkiej blonie. Stosunek
powierzchni blony do obj¢tosci komérki jest zwigkszony. Znaczne powigkszenie po-
wierzchni blony komérkowej to wynik nadmiernego gromadzenia lecytyny i chole-
sterolu na skutek wolnej wymiany z lipidami osocza. Okreslenie ,tarczowate” (zarger)
opisuje charakterystyczny wyglad komérek, ktéry jest skutkiem suszenia krwi na
szkle. Hemoglobina gromadzi si¢ w centralnej czgsci komérki oraz na jej obwodzie,
a obszary te oddziela pierscieniowate przejasnienie. Krwinki tarczowate wystepuja
we krwi pacjentéw z chorobami watroby, w talasemiach, hiposplenizmie i niekté-
rych hemoglobinopatiach.
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Komorka tarczowata
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Eliptocyty (elleiptikds = eliptyczny)

Eliptocyty to owalne dwuwkleste komérki, ktére moga mieé bardzo rézny kszeakt od
lekko owalnego po cylindryczny. Jest to wynikiem ilosciowych i jako$ciowych zmian
spektryny i biatka 4.1, dwéch gléwnych biatek szkieletu blony komérkowe;.
W warunkach prawidtowych odsetek eliptocytéw moze siega¢ blisko 5% erytro-
cytéw, ale w eliptocytozie wrodzonej wynosi od 30 do 100% krwinek czerwonych.
Eliptocyty wystepuja takze w niedokrwistosci z niedoboru zelaza, ale bez niepra-
widlowosci spektryny lub biatka 4.1.
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