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A Automatische celtellingen

Algemeen

Siemens




Automatische celtellingen

Algemeen

A celtellingen:
I grote aantallen te analyseren stalen
I meetfouten verbonden aan de manuele technieken
C volautomatische analysetoestellen

A volautomatische analyse:
I vertrekkend van 10@00 pL volbloed EDTA),
I zelfstandig uitvoeren van een aanthluties,
I simultane analyse van verschillende parameters
I resultaten- al dan niet na elektronische verwerkigggamengevoegd op rapport
I doorsturen van deze resultaten naar een externe computer (LIS)



6 Automatische celtellingen

Algemeen

A naargelang complexiteit van analysetoestel:
C 7 (Hb, Hct, RBC, WBC, MCV, MCH, MCHGQ) fdtOmeetgegevens
C al dan niet inclusief volledig&-liff) of partiéle 8-diff) WBC formule

A staalname
C manueelof automatisch

~

C vanafopen of geslotenbloedstaal

A allemaal uitgerust mebarcodelezer, zodat de meest frequente en gevaarlijl
fouten, namelijk staalverwisselingen, theoretisch kunnen voorkomen word
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Automatische celtellingen

Algemeen
A monster volumina SysmexXE5000 SysmexXN
I capillair bloed 40 pL /
I manueel/open 130 pL 88 uL
I automatisch/gesloten 200 pL 88 uL
1

lichaamsvochten 130 pL 88 uL



a Automatische celtellingen

Algemeen

A dilutorgedeelteC meestaltwee hoofdsuspensiesereid
I 1in functie van analysen i.v.m. WBC en hemoglobine
I 1 sterker verdunde in functie van analysen i.v.m. RBC en PLT.
I metingenivm WBC worden uitgevoerd na voorafgaargsevan de RBC.

A hoge precisie bij aanmaalluties (CV < 0.5 %oor volumes van enkelal)
i NB O SNBY BhSarvalveS L2 o ad & Fvalueif (S N2 (G 2 NJ
I 3 keramische elementen, 2 vaste en 1 bewegend, met uitsparingen bepaald v




6 Automatische celtellingen

Algemeen

A werking:
I stap 1: aanzuiging bloed; de verschillende uitsparingen worden met bloed gev

I stap 2: rotatie van het bewegend gedeelte, waardoor één of meer welbepaald:
delen van de bloedlijn afgesneden worden

I stap 3: terugspuiten afgesneden gedeelten van de bloedlijn met welbepaalde
volumesdiluens waardoor zeer nauwkeurig#ilutiesworden verkregen

A van 100 tot 200 pL opgezogen staal: slechts de laatste tientallen uL gebrlAJ
ANR204a0GS RSS{ @I decodtdnmné&éti 20 Vi 202320N:



A Automatische celtellingen

Algemeen

mantelvloeistof Sample rotor valve

afvoer naar
meetcel

Figuur 2.13: Sample rotor valve (Sysmex XE-2100 Operator’s Manual, 2007)



Automatische celtellingen

Algemeen

SRV structuur SysmexXXE5000

fixed
moving RET(manual):4.5pL

RET (sampler).4.5uL
IMI (manual):2.4ul

moving
NRBC (manual):18uL

IMI (sampler):2.4uL

fixed HGB (sampler):3ul NRBC (sampler):18pL

DIFF (manual):18pL

WBC (manual):18uL
DIFF (sampler):18uL

RBC (manual)4pl  WBC (sampler):18pL

RBC (sampler):4pulL
aspiration pipette
i 4 HGB (manual):3pL

J - Bron: Sysmex Be/N



6 Automatische celtellingen

Hoofdprincipes

A colorimetrie
A impedantie
A lichtverstrooiing & fluorescentie
A lichtverstrooiing &onductiviteit

Bilkomende principes

A cytochemie

A specifiekdyse

A hoogfrequent wisselstroom
A depolarizatieverstrooid licht
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6 Automatische celtellingen

Hoofdprincipescolorimetrie

A Hbreferentie methodec manueel
I RBQyserenin 1:500 verdunning
i stap I Hbmet gebonden F& wordt geoxideerd door (Fe(CN)C metHb(Fée*)

i stap2: MetHbreageert met KCN C stabiel, roodcyaarhb complex
C absorptie maximum bij 546m

I extinctie vh absorptie maximum is rechtstreeks evenredig met hoeveelheid HE

A nadelen:
I toxisch KCN
I trage reactie (stabiel complex pas n® ninuten)
I geen meting van sulfHb
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O Automatische celtellingen

Hoofdprincipescolorimetrie

A cyanidevrije (gemodificeerdeHb-methoden vb.:SysmexSLSnethode
I SLS Sodium Lauryl Qulphate = niettoxisch detergens (~ zeep)

Sodiumlaurylsulfat

N i et

AN
4 g . H.
o’ ol Cy» Hys NaO, S
= — Na*
— hydrophobic part
/ \,| /
| soy )
N /
Nat ~—~——

hydrophilic part Bron: Sysmex Be/NI
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O Automatische celtellingen

Hoofdprincipescolorimetrie

A cyanidevrije (gemodificeerdeHb-methoden vb.:SysmexSLSnethode
I SLS Ssodium Lauryl Qulphate, niet toxisch, deel uitmakend van een zeep

A lysisRBC door absorptie van SLS aan de RBC membraan

hyd;ophobic part

Na‘

hyd{ophilic partl

Bron: CAT A. Vandermeersch
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O Automatische celtellingen

Hoofdprincipescolorimetrie

A hydrofobe groep van SLS reageert met hemoglobine
I Fe* (hemo) wordt geoxideerd tot Fe (hemi)

A hydrofiele groep van SLS bindfFe
I vorming stabieSLSHb

A fotometrische bepaling vaBLSHb bij 540nm

0

A

»

0

=

9
SLS molecules Bron: Sysmex Be/NI
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é Automatische celtellingen

Hoofdprincipescolorimetrie

A interferenties?

I lipemie
A SLS = detergens dus weinig interferentie fiptien

I hoge WBC telling
A afzonderlijke meetkamer vodib
A lysisvan WBC dus geringe interferentie
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Q Automatische celtellingen

Hoofdprincipes

A colorimetrie gemeten hemoglobine
A impedantie

A lichtverstrooiing & fluorescentie

A lichtverstrooiing &onductiviteit

Bilkomende principes

A cytochemie

A specifiekdyse

A hoogfrequent wisselstroom
A depolarizatieverstrooid licht
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Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie

Oct. 20, 1953 W. H. COULTER 2,656,508
A 1949: Wallace Coulter

MEANS FOR COUNTING PARTICLES SUSPENDED IN A FLUID
Filed Aug. 27, 1943
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Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie

A~ Coulterprincipe

apparaat waarin glazen buis met een zeer kleine openitgiifuais of aperture)
geplaatst is in een suspensie van bloedcellen

door vacutimwordt die suspensie in telbuis opgezogen

tijdens dit proceselektrische weerstandaiangelegd tussen 2 elektroden: één in
celsuspensie, de andere in de telbuis

elektrolytenoplossing (met suspensie bloedcellen) zorgt voor geleiding van str

owv vacuim, passage van een cel door nauwe opening van telbuis
C verandering/verhoging elektrische weerstan@ impedantie)

hoe groter de cel, hoe hoger de verandering in elektrische weerstand
Histogram =2-dimensionaal
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Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie
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Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie

Oscilloscope

Vacuum (6" Hg)
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Senes, PN 4206115A Hialeah, FL. Coulter Electronics, Inc., 1983)
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6 Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie

A impedantie:verandering van elektrische weerstand
A hoogtevan het signaal (grafiek piek) is evenredig metymdtime van de cel

Dilvent, Many Particles, Few Particles
No Particles Similar Sizes Varied Sizes

Bron: Analis Be (Beckman/Coulte
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é Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedanti€ RBC histogram

A RBC veroorzaken impedantie pieken met volume tussen 35 efef0liter

REC

9

3 400 200} 0 fL

Bron: Analis Be (Beckman/Coulter
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A Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedanti€ PLT histogram

A PLT veroorzaken impedantie pieken met volume tussen 2 der@dliter

PLT

Bron: Analis Be (Beckman/Coulter 24
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Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedanti€ WBC (diff) histogram

A partiéle leukocytendifferentiatie (@8liff) obv impedantie is mogelijk

A
A

WBC suspenderen in hypotoon milieu

selectieve opzwelling van de WBC
I granulocyten > mononucleairen

I lysis lymfocyten: detectie celkernen < mononucleairen < genulocyten

WBC Histogram and Count.

* Lymphocytes

g
g I Granulocytes
7 Mononuclear cells
2
T A
'9-2 \-’“/‘-»w»...._ USSR e g g =
T T SR A T A
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femtolitres
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é Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedanti€ WBC (diff) histogram

A partiéle leukocytendifferentiatie (@8liff) obv impedantie is mogelijk

A WBC suspenderen in hypotoon milieu
A selectieve opzwelling van de WBC

26

Bron: Analis Be (Beckman/Coulter

35400 200 300 400 fL



6 Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie
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6 Automatische celtellingen

Hoofdprincipes: impedantie & hydrodynamisdieeusering
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