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خطاهای آزمایشگاهی در هماتولوژی: سرنخی برای تشخیص

ممكن اس��ت با نگاه اول كمي تعجب كنيد كه چگونه با 
خطاهاي آزمايش��گاهي مي‌توان به نكات تش��خيصي براي 
برخي از بيماري ‌هاي خون رس��يد. گفتني است كه گاهي 
خطاهاي آناليزور، خطاي نمون��ه، خطاي آنالیز با تغییرات 
درجه حرارت نمونه و خطا در شمارش سلول ‌ها مي‌ تواند 

سر نخ هاي تشخيصی را ارائه دهد. 
 B براي مثال شكنندگي و ترد بودن سلول ‌هاي لنفوسيت
س��رطاني در بيمار مبتلا به لوسمی مزمن لنفوسيتكي تعداد 
زيادي س��لول‌ هاي اسماج در خون محيطي توليد مي کند. 
س��لول ‌هاي اس��ماج در گردش خون ای��ن بيماران وجود 
ندارد، بلكه ضربه و فش��ار وارده بر خ��ون در هنگام تهیه 
گس��تره محیطی موجب تولید سلول های اسماج مي‌ شود 
كه در واقع كي آرتيفكت يا خطاي آزمايشگاهي مي ‌باشد 
و م��ي‌ توان با پايدار كردن غش��ا و افزودن كي تا دو قطره 
آلبومين 22% به خون كه در بانك خون استفاده مي ‌شود از 

اسماج شدن سلول ‌ها جلوگيري كرد. 
گفتني است كه تعداد زياد اسماج سل همراه با لكوسيتوز 
كه نماي لنفوس��يتوز داش��ته باش��د. احتمال لوسمي مزمن 

لنفوسيتكي را در كي شخص بزرگسال مطرح ميك‌ند. 
بيماري ‌هاي ديگر مانند س��ياه سرفه و لنفوسيتوز عفوني 
)infections Lymphocytosis( كه نماي لنفوس��يتوز 
دارند غالبا با اس��ماج سل همراه نيس��تند. گفتني است كه 
واكسن بيماري سياه سرفه ايمني دايمي نداده و در سال‌هاي 
اخير تعداد قابل توجهي از بزرگسالان به این بیماری مبتلا 
ش��ده اند. سرفه براي بيشتر از 6 هفته و حضور لنفوسيتوز 
بدون اس��ماج سل ممكن است در تش��خيص اين بيماري 
عفوني كمك كننده باش��د. بنابراين توليد اس��ماج سل كه 
كي خطاي آزمايش��گاهي بود، چنانچه در كنار لنفوسيتوز 

قرار گيرد نه تنها راهي براي تش��خيص لوسمی CLL باز 
ميك‌ند، بلكه مي ‌تواند آن را از لنفوس��يتوز واكنش��ي جدا‌ 
كن��د. به مثال‌ هاي ديگر تش��خيص بيم��اري‌ هاي خون با 

خطاهاي آزمايشگاهي توجه كنيد. )7(
خطای قرائت نقطه پایان آزمایشPTT و تشخیص 

)DIC(  احتمالی انعقاد داخل عروقی منتشره
در دس��تگاه ه��اي کوآگولومت��ر ن��وری س��نجش زمان 
لخت��ه ش��دن پلاس��ما )clot end point( در آزمای��ش
PTT ب��ه محض ايجاد تغيير ناگهاني در عبور نور تابش��ي  
)transmittance( به صورت یک منحنی تک موج ثبت 

مي گردد.
گ��زارش گردي��ده ک��ه الگوي موج��ي ش��کل دو فازه 
ممک��ن   PTT تس��ت  در   )biphasic wave form(
اس��ت در تش��خيص اوليه DIC و نيز در موارد سپتیسمي 

)Septicemia( کمک کننده باشد.
بدين مفهوم که در مواردی قبل از لخته ش��دن پلاس��ما 
در تس��ت PTT نخست ذرات رس��وبي، شکل مي گيرند 
به ط��وری که آزمایش کنن��ده آن را به اش��تباه نقطه پایان 
آزمای��ش قلمداد م��ی کند. در دس��تگاه کوآگولومتر نوری 
این ذرات رس��وبي باع��ث کاهش اولیه عبور نور تابش��ی 
)transmittance( شده و پس از آن ايجاد لخته فيبريني 
موجب کاهش ش��ديد نور از لوله مي گردد که این مرحله 
به عنوان نقطه پايان تس��ت )end point( در کوآگولومتر 
گزارش مي گردد. بنابراين چنانچه گراف زمان لخته شدن 
پلاس��ما در ارتباط با عبور نور )transmittance( رسم 
شود يک منحني دو فازه به دست مي دهد. فاز اولیه کاهش 
عبور نور از لوله آزمايش در رابطه با ذرات رس��وبي شکل 
یافته از کمپلکس ه��اي C-reactive protein) CRP( با 
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ليپوپروتئين هاي با دانسيته بسيار پايين )VLDL( هستند که 
در حضور کلس��يم رس��وب مي کنند و فاز دوم کاهش عبور 
نور تابشی در رابطه با تولید لخته واقعی و زمان پایان آزمایش 

است. )3(

منحنی آزمایش PTT در دستگاه کوآگولومتر روی محور 
مختصات که محور x بر حس��ب ثانیه و محور y بر اس��اس 
عبور نور )transmittance( درجه بندی شده است، ترسیم 
می گردد. گراف A آزمایش نرمال PTT تک موج را نش��ان 
می دهد که زمان لخته با تغییر ناگهانی در کاهش نور تابش��ی 
همراه اس��ت. گراف B آزمایش دو ف��ازی یا مواج PTT را 
نش��ان می دهد که موج اول کاهش عبور نور تابشی ناشی از 
رسوب CRP-VLDL و موج دوم به علت تولید لخته نهایی 
اس��ت. الگوي دو فازي موجي شکل aPTT در عفونت‌هاي 
خوني، بيماران بد حال در بخش  ICU و در بيماران مبتلا به 
انعقاد داخل عروقي منتش��ره مشاهده شده و ادعا گرديده که 

یک نشان اوليه براي تشخیص DIC مي باشد.
کنترل کيفي نمونه خون  با خطا در پارامتر

)Mean cell hemoglobin concentration) MCHC

در آناليزورهاي هماتول��وژی پارامتر MCHC یا میانگین 
غلظ��ت هموگلوبی��ن در گلبول قرمز از رابطه زير به دس��ت 

مي‌آيد.

  	

ارزياب��ي پارامت��ر MCHC به عنوان کنت��رل کيفي نمونه 
خون داراي ارزش است. در آناليزورهاي خون شناسي مقدار 
هماتوکري��ت از حاصل ضرب MCV در تعداد گلبول هاي 
قرمز به دست می آید. پارامتر MCHC در نمونه هاي چرب 

و همولي��زه و حاوي آگلوتيناس��يون س��رد و کرايوگلوبولين 
افزايش کاذب دارد. 

چرب��ي در محلول اندازه گي��ري هموگلوبين آناليزور حل 
نش��ده و از طري��ق ایجاد ک��دورت، موج��ب افزايش کاذب 
هموگلوبين و در نتيجه MCHC مي شود. هموليز، موجب 
کاهش ش��مارش گلبول هاي قرم��ز و افزايش هموگلوبين به 
علت رها ش��دن هموگلوبين آزاد در پلاس��ما شده و از اينرو 
MCHC را افزاي��ش م��ي دهد. عبور همزم��ان گلبول های 
قرمز به هم چس��بیده در آگلوتیناس��یون سرد موجب افزایش 
MCV و کاه��ش تعداد گلبول های قرم��ز و افزایش پارامتر 

MCHC می گردد. )5( 

آگلوتیناس��یون س��رد قوی ممکن اس��ت ناش��ی از لنفوم 
سلول‌های B یا بیماری های عفونی مانند منونوکلئوز عفونی 

یا عفونت مایکوپلاسمایی باشد. 
گرچه پارامتر MCH درم��وارد فوق هم افزايش مي يابد 
ولي با توجه به اين که در محاس��به MCHC از سه پارامتر 
اس��تفاده مي ش��ود ارزيابي بهتري از وضعیت نمونه خون به 

دست مي دهد.
افزایش واقعی پارامتر MCHC ) بیش از 35 %( در نمونه 
خون با مرفولوژی اسفروس��یتوز، گلبول های داس��ی شده و 
گلبول های فش��رده با لبه های نامنظم و بایت س��ل مشاهده 
می ش��ود. در غير اين موارد افزايش آن کاذب بوده و نياز به 

پيگيري دارد.
کاه��ش پارامت��ر MCHC در آنم��ي فقر آهن پيش��رفته 
و استوماتوس��يتوز مش��اهده م��ي ش��ود. استوماتوس��يتوز يا 
هيدروس��يتوز به مفهوم گلبول هاي پرآب است. پديده تورم 
ح��اد گلبول هاي قرمز در ديابت و اورمي که موجب افزایش 
MCV می گردند، با کاهش پارامتر MCHC همراه اس��ت. 
دیابت و اورمی موجب افزایش فش��ار اسمزی داخل گلبول 
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قرمز ش��ده که نتیجه آن ج��ذب آب از محلول های ایزوتون 
دس��تگاه آنالیزور بوده که افزای��ش کاذب MCV را به دنبال 
دارد ولی با کاهش MCHC می توان این پدیده را شناسایی 
کرد. چون کاهش این پارامتر بیانگر ورود آب یا آبکی ش��دن 

هموگلوبین در درون گلبول های قرمز است.

تشخیص هموگلوبینوپاتی با خطای افزایش کاذب 
هموگلوبین 

ممک��ن اس��ت گلبول ه��اي قرمز جني��ن و ن��وزاد و نيز 
گلبول‌هاي قرمز حاوي هموگلوبي��ن هاي غير طبيعي )مانند 
هموگلوبين‌هاي D، S و E و O و ...( و نيز گلبول هاي قرمز 
با انباشتگی غشا از چربي در محلول ليز آناليزور پاره نشده و 
موجب لکوسيتوز کاذب و افزایش کاذب هموگلوبین گردند. 
گلبول هاي قرمز لیز نش��ده ممکن اس��ت به جای لنفوسیت 
ش��مرده ش��ده و با ش��مارش افتراقي معکوس روبرو شوید، 
بدين مفهوم که درصد س��لول هاي لنفوس��يت بس��يار بيشتر 
از نوتروفي��ل گزارش مي ش��ود. کرايوگلوبين با ايجاد ذرات 
رسوبي که با گذشت زمان شکل مي گيرند موجب لکوسيتوز 

کاذب مي شود. 
نکته مهم: گزارش افزایش کاذب لکوسيتوز و یا هموگلوبین 
توس��ط آناليزور و مغایرت با مطالعه از روي تخمين گس��تره 
محيطي ممکن است که ما را در شناخت يک هموگلوبينوپاتي 
ناشناخته يا وجود کرايوگلوبولين يا کرايوفيبرينوژن ياري کند. 
گلبول هاي قرمز تارگت در يرقان انسدادي به علت انباشتگی 
غش��ا از چربی و گلبول هاي قرمز ح��اوي هموگلوبين هاي 
غير طبيعي، در محلول اندازه گيري هموگلوبين آناليزورها و 

محلول درابکین هموليز نگردیده و ایجاد کدورت می کنند.

سندرم ضد فسفولیپید و خطای کاذب شمارش 
پلاکت ها در پدیده اقماری پلاکت ها

پديده اقماري پلاکت ها و پديده تجمع پلاکتي به صورت 
دستجات چند تايي در سرتاسر گستره محيطي در تعدادی از 

بيماران در ضد انعقادهاي EDTA رخ مي دهد. )5 و 7(
برخي از اف��راد داراي آنتي بادي هاي ضد پلاکتي بوده که 
تنها در حرارت اتاق و در حضور املاح EDTA فعال ش��ده 
و با پلاکت ه��ا کمپلکس ايمني مي دهند. اين کمپلکس‌هاي 

ايمني جذب سطحي نوتروفيل، لنفوسیت و منوسيت از طريق 
گيرنده FC گش��ته و از اينرو پلاکت ها به صورت حلقه زده 
به دور نوتروفيل ها يا منوس��يت در می آیند که به آن پديده 
اقم��اري گويند. پديده اقماري پلاک��ت ارزش گزارش براي 
پزش��ک ندارد و يک��ي از عوامل مهم کاه��ش کاذب پلاکت 

است. )3( 

پدیده اقماری پلاکتی
گاه��ي آنتي بادي هاي ض��د پلاکتي موجب تجمع پلاکتي 
به صورت دس��تجات چند تايي در سرتاس��ر گستره محيطي 
در حض��ور نمک EDTA مي ش��ود. گفتني اس��ت که اين 
تجمعات پلاکتي به عنوان گلبول قرمز يا س��فيد شمرده شده 
و موجب کاهش کاذب پلاکت ها و افزایش کاذب ش��مارش 
گلبول های س��فید مي گردند اخی��را در تعدادی از بیماران با 
پدی��ده اقماری و تجمع پلاکتی، آزمایش های مثبت س��ندرم 

ضد فسفو لیپید گزارش شده است.

 پدیده تجمع پلاکتی ناشی از فعال شدن 
EDTA آنتی بادی های پلاکتی در حضور
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 تشخیص بیماری هموگلوبین اچ با خطای افزایش 
کاذب پلاکت  

بيم��اري هموگلوبي��ن اچ ب��ا مرفولوژي ميک��رو- هيپو و 
تارگت س��ل و گلبول هاي قطره اشکي کشيده شده نوک دار 
)tailed( و گلب��ول با دو زايده )horn cell( همراه اس��ت. 
گفتني اس��ت که بيش��ترين خطاي افزايش کاذب پلاکت در 
بيماري هموگلوبين اچ رخ مي دهد و اين به علت آن اس��ت 
که ميکروسيتوز شديد و گلبول هاي شکسته به جاي پلاکت 
ش��مرده مي ش��وند، جالب آن که با اين خطاي آزمايشگاهي 
مي توان هموگلوبين اچ را تش��خيص داد، بدين مفهوم که با 
مرفول��وژي ميکرو- هيپو و افزاي��ش کاذب پلاکت گاهي به 
ص��ورت ++++ يا حتي بالغ بر ميليون توس��ط آناليزور اقدام 
ب��ه انجام آزمايش تهيه اچ بادي يا تهيه مرفولوژي توپ گلف 
کنيد و يا باند آن را در الکتروفورز مشاهده کنيد. پدیده فوق 
ممکن است در الیپتوسیتوز همولیتیک و پیرو پویی کیلوسیتوز 

نیز مشاهده شود. )2(

تشخیص فاکتور هفت پادوآ )Padua( با خطای غیر 
    PT همخوانی درآزمایش

فاکتور هفت پادوا  با معرف های بافتی تهیه ش��ده از منابع 
غیر انسانی )Nonhuman( به خوبی واکنش نداده و منجر 
ب��ه طولانی ش��دن کاذب آزمایش PT می گ��ردد، در حالی 
ک��ه عملکرد آن در ب��دن طبیعی بوده و بیم��ار میل به خون 
ریزی ندارد. فاکتور 7 پادوآ در نتیجه جایگزینی گلوتامین به 
جای آرژنین در موقعیت شماره 304 فاکتور 7 است. استفاده 
از مع��رف بافتی با منبع انس��انی با ن��وآوری DNA جواب 
صحی��ح PT را به دس��ت می دهد. از این رو س��فارش می 
ش��ود برای هر فردی که آزمایش PT طولانی دارد و س��ابقه 
خ��ون ریزی و بیم��اری کبد ندارد، آزمای��ش  PT با معرف 
 بافتی انس��انی ک��ه دارای  ISI بین 1/2 تا 1/7 می باش��د نیز 

انجام شود. )5(

 تش�خیص همو گلوبینو پاتی ب�ا نتیجه کاذب مثبت 
در آزمایش حلالیت

 اساس آزمایش:
هموگلوبین داسی )هموگلوبین S( در حضور دی تیونیت 
س��دیم که اکس��یژن محیطی را به خود می گیرد به وضعیت 
داکس��ی )deoxy( در آمده و پلیمری می ش��ود. پلیمرهای 
هموگلوبین S در بافر فس��فات س��اپونین دار با مولاریته 2/3 
نامحلول بوده و با ایجاد کدورت مانع از عبور نور می‌گردد.

خ��ون  ه��اي  پروتئي��ن  افزاي��ش  ش��ديد،  لکوس��يتوز 
)هيپرپروتئينم��ي(، پاراپروتئين ها و هيپر ليپمي موجب مثبت 
کاذب آزمایش حلاليت مي گردند. اس��تفاده از خون شسته و 
فش��رده، خطاهاي فوق را برطرف مي س��ازد. با مثبت شدن 
آزمایش حلالیت باید برای تایید حضور هموگلوبین S اقدام 

به آزمایش الکتروفورز کرد.
هموگلوبي��ن هاي ناپايدار، به ويژه بعد از برداش��ته ش��دن 
طح��ال مي توانن��د موجب مثبت کاذب به علت کدر ش��دن 

معرف تست حلاليت به علت اجسام ها نیز گردد.
هموگلوبی��ن ه��ای I و Setif که از واری��ان های زنجیره 
الفا هس��تند در محیط آزمایش��گاه در محلول بافری آزمایش 
حلالیت پلیمری شده و ایجاد کدورت می کنند، از این رو در 
آزمایش حلالیت چنانچه خط��ای نمونه علت واکنش کاذب 
نباشد باید هموگلوبینوپاتی فوق را مد نظر قرار داد. )1و8(  

خطای افتراق گلبول های سفید و احتمالات تشخیص
در آناليزورها از خواص گوناگون سلول جهت افتراق آن ها 
 H1از یکدیگر استفاده می شود. گلبول هاي سفيد در تکنيکون
با به کارگيري کانال پراکس��يداز و کان��ال بازوفيل لوبولاريتي، 
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از هم متمايز مي ش��وند. ائوزينوفيل و نوتروفيل و منوس��يت 
به ترتيب داراي بيش��ترين خاصيت پراکسيداز در سيتوپلاسم 
هس��تند. گفتني اس��ت که بازوفيل ها در PH بسيار اسيدي و 
ائوزينوفيل در pH بس��يار قليايي در مقابل ليز شدن بيشترين 
مقاومت را دارند، در حالي که بقيه س��لول ها به س��رعت ليز 
مي ش��وند و از اينرو براس��اس حجم سنجي پس از مجاورت 
خون با PH اس��يدي و يا قليايي اين دو س��لول در برخی از 
آنالیزورهای سیس��مکس از هم جدا می ش��وند. گرانول هاي 
ائوزينوفيل و آلودگي گلبول هاي قرمز با انگل مالاريا موجب 
دپلاري��زه کردن نور و راهي براي افت��راق ائوزينوفيل و اعلام 
خطر ب��راي انگل مالاريا باز مي کند. فقدان یا کاهش ش��دید 
آنزیم پروکسیداز در کمبود ارثی یا سندرم های پیش سرطانی 
موجب می شود که نوتروفیل ها در کانال پروکسیداز به اشتباه 
در گروه لنفوس��یت‌های بزرگ طبقه بندی گردند و از این رو 
شمارش نوتروفیل حتی نزدیک به صفر کاهش یابد، در حالی 
که گس��تره محیطی سلول های نوتروفیل را نشان داده و با این 

مغایرت می توان کاهش آنزیم را در نظر داشت. )6(

طبقه بندی سلول ها در کانال پروکسیداز
گرانول هاي بازوفيل داراي هپارين اس��ت و با اين ويژگي 
پذيراي رنگ هايي مانند آلس��ين بلو و يا آس��ترا بلو مي باشد 
که با س��نجش جذب نور توسط س��لول پس از رنگ آميزي 

مي‌توان آن را شناسايي کرد. 
تشخیص هموگلوبینو پاتی با خطای اندازه گیری 

 A2 هموگلوبین
 میانگی��ن نرم��ال هموگلوبین A2 برای اش��خاص س��الم

بت��ا هتروزیگ��وت  تالاس��می  ب��رای  و   2/5  ±  0/15   
 0/27 ± 4/8 اس��ت. گس��تره هموگلوبین A2 در افراد مبتلا 
به تالاس��می مینور بتا از 3/5 تا 8 درصد گزارش شده است. 
ان��دازه گیری هموگلوبین A2 بایس��تی با دقت فراوان انجام 
گیرد چون گاهی تش��خیص تالاس��می مینور بت��ا با افزایش 
یک تا دو درصد بالاتر از س��طح نرمال اس��ت. بهتر است که 
ان��دازه گیری ها ب��ه صورت دوبل انج��ام و میانگین جواب 
 A2 ه��ا گ��زارش ش��ود. روش ان��دازه گی��ری هموگلوبین
دارای ضری��ب مغای��رت )CV( روزان��ه 2% و گاهی تا %5 
گزارش شده است. بایستی همیشه یک نمونه کنترل با مقدار 
نرم��ال هموگلوبین A2 و یک نمون��ه با افزایش هموگلوبین 
 A2 با هر س��ری تس��ت آزمای��ش ش��ود. هموگلوبین های
 C ,E ,O و هیبرید S-G با این روش همراه با هموگلوبین 
A2 خارج م��ی گردند. از این رو چنانچه مقدار هموگلوبین 
A2 بیش��تر از 10 % کل هموگلوبین شود بیانگر حضور یک 
مغایر یا واریانت هموگلوبین است. افزایش بیش از 8 درصدی 
هموگلوبین A2 در تالاسمی مینور بتا بسیار به ندرت رخ می 
دهد. هتروزیگوت داسی شکل ممکن است همراه با افزایش 

هموگلوبین A2 باشد. )4(
 

مغایرت مرفولوژی گلبول های قرمز با پارامتر 
�تغييرات اندازه گلبول هاي قرمز 
)Red cell distribution width(

 پارامت��ر تغیی��رات ان��دازه ب��ر حس��ب انح��راف معي��ار
 )RDW-SD( و ضريب تغييرات )RDW-CV( گزارش 
مي شود. دامنه مرجع RDW-SD بین 47-39 فمتوليتر است 
و برابر با پهناي خطي اس��ت كه از 20% فراواني، هيستوگرام 
حج��م را قطع مي كن��د و بيانگر تفاوت حج��م بزرگ ترين 
و كوچ��ك ترين گلب��ول قرمز در 80 درصد فراوانی اس��ت. 
هر چه اين دامنه بيش��تر باش��د به مفهوم تنوع بيش��تر اندازه 
گلبول قرمز اس��ت. اين پارامتر مس��تقيما از روي هيستوگرام 
حجم به دست مي آيد. براي مثال اگر اين خط سمت راست 
منحن��ي را در جاي��گاه 111 فمتوليتري و س��مت چپ را در 
جاي��گاه 70 فمتوليتري قطع كن��د، RDW-SD برابر با 41 
= 70 - 111 فمتوليت��ر اس��ت. پارامتر RDW-CV حاصل 
تقس��يم انحراف معيار ب��ر ميانگين حجم )MCV( اس��ت؛ 
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بنابراي��ن در تفس��ير آن باي��د دقت كرد. اگر انح��راف معيار 
RDW-SD به علت تنوع اندازه افزايش داش��ته باشد و هم 
RDW- زمان ميانگين حجم هم افزايش داشته باشد، مقدار
CV با وجود تغييرات اندازه )آنيزوس��يتوز( طبيعي مي شود. 
ي��ك پهنای انح��راف طبيعي با گلبول هاي كيدس��ت ولي با 
كاهش ميانگي��ن حجم منجر به افزاي��ش RDW-CV مي 
گردد. در اين موارد مش��اهده هيستوگرام كمك كننده است. 
)3SD( حدودا معادل سه انحراف معيار RDW-SD مقدار 

 است. )7(

تشخیص سندرم های همراه با گلبول های شکسته با 
مغایرت شمارش پلاکت اپتیک و امپدانس 

با ب��ه کارگی��ری رن��گ فلورس��انس تی��ازول نارنجی م��ی توان 
رتیکولوس��یت‌ها را بر مبنای شدت فلورسانس در سه دسته جای داد. 
رتیکولوسیت با فلورسانس بالا )HFR( بیانگر رتیکولوسیت های نارس 
و یا رتیکولوسیت های تحت استرس می باشد. با شمارش پلاکت ها 
به روش اپتیک )PLT-O( می توان پلاکت ها را از گلبول های قرمز 
شکسته جدا کرد. چنانچه مغایرت چشمگیر بین شمارش امپدانسی و 

اپتیک باشد باید گلبول های شکسته شده را مد نظر داشت. )7و8( 

	
اسکَترِگرام رتیکولوسیت ها و پلاکت ها بر اساس اندازه 

و شدت فلورسانس
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