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1.1

AUTOMATISCHE CELTELLING VAN BLOED

Algemeen

Initieel werd voor de telling van bloedcellen in bloedstalen gebruikgemaakt van
een microscoop en een telkamer. Die methode was echter tijdrovend, bevatte
talrijke foutenbronnen en was bovendien onhygiénisch door de vele manipu-
laties. Met de komst van de automatische celtellers werd die manuele methode
verlaten. Ook de van oudsher gebruikte manuele methemoglobinecyanideme-
thode voor de meting van hemoglobine werd in die toestellen geoptimaliseerd.

Afbeelding van een automatische celteller (Sysmex XE 5000).

Tegenwoordig is er een breed gamma aan geautomatiseerde celtelapparatuur
op de markt waarbij, athankelijk van het type, acht tot meer dan honderd para-
meters kunnen gegenereerd worden die gerelateerd zijn aan rode bloedcellen,
witte bloedcellen en bloedplaatjes. De belangrijkste zijn:

* het aantal rode bloedcellen, witte bloedcellen en bloedplaatjes,

¢ de witte bloedceldifferentiatie,

¢ de concentratie hemoglobine,

* het volume aan rode bloedcellen in volbloed (hematocriet),

* het gemiddelde volume van de rode bloedcellen (MCV),

¢ de gemiddelde hoeveelheid hemoglobine per rode bloedcel (MCH),

* de gemiddelde concentratie hemoglobine per rode bloedcel (MCHC).

Die geautomatiseerde celtellingen leiden niet alleen tot een sneller resultaat (<
1 minuut/staal), het aantal getelde cellen is ook vele malen hoger dan bij een
manuele methode, wat de precisie van die metingen ten goede komt. Daaren-
boven zijn de meeste apparaten uitgerust om het bloedstaal te identificeren
aan de hand van een barcodelezer, vervolgens te mengen, automatisch te door-
prikken en het juiste staalvolume op te zuigen (100 a 200 pL). Staalverwisse-
lingen en staalmanipulaties worden op die manier tot een minimum herleid.
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Principes

Afhankelijk van de complexiteit van het toestel wordt het opgezogen staal ver-
deeld over twee of meer afzonderlijke meetkanalen voor analyse.

Alle parameters die door die toestellen gegenereerd worden, worden geme-
ten of berekend op basis van de meting van hemoglobine enerzijds en de tel-
ling van de bloedcellen en hun indeling volgens grootte anderzijds. Voor dat
laatste paste een Amerikaanse wetenschapper, Wallace Coulter, als eerste het
impedantieprincipe toe. In de moderne toestellen wordt dat principe meestal
aangevuld met lichtverstrooiingstechnieken en eventuele fabrikantspecifieke
technologieén. Elk van die principes vereist wel het gebruik van hydrodynami-
sche focussering, waarbij twee concentrische vloeistofstromen met verschil-
lende snelheid bewegen om ervoor te zorgen dat de bloedcellen één voor één
de desbetreffende detector passeren.

HEMOGLOBINEMETING

Het meetkanaal voor hemoglobine maakt gebruik van colorimetrie als meet-
principe. Na lysis van de rode bloedcellen met vrijzetting van de hemoglo-
bine, wordt in de meeste moderne toestellen zeer snel een stabiel methemo-
globinederivaat gevormd. Dat derivaat kan fotometrisch gemeten worden bij
een specifieke golflengte (540 nm). Ook mogelijke interferenties worden in de
moderne analyzers tot een minimum beperkt.

IMPEDANTIE

Bloedcellen, gesuspendeerd in een elektrolytoplossing, veroorzaken een ver-
schil in elektrische weerstand of impedantie wanneer ze passeren door een
meetopening waarover een potentiaalverschil bestaat. Elke passage van een
bloedcel door die opening wordt vertaald in een kortstondige stroompuls. Op
die manier komt een telling tot stand. De grootte van de stroompuls staat daar-
enboven rechtstreeks in verhouding tot de grootte van de getelde bloedcel. Die
meting wordt weergegeven aan de hand van frequentiehistogrammen.

RBC PLT

Afbeelding van een frequentiehistogram van de rode bloedcellen (“RBC”) en de bloedplaat-
jes (“PLT”). Daarbij wordt de grootte uitgezet ten opzichte van het relatieve aantal.
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IV.

In theorie kunnen zowel de rode bloedcellen, de witte bloedcellen als de bloed-
plaatjes geteld worden via het impedantieprincipe. Ook een meting van de
grootte van de cellen is mogelijk. Bij de meeste toestellen zullen de afgeleide
parameters zoals MCV, MCH, MCHC en hematocriet eveneens voortkomen
uit dat meetprincipe.

. LICHTVERSTROOIING

Bloedcellen zullen bij passage door een laserstraal licht verstrooien. Ook op
die basis kan een telling bekomen worden. Daarnaast levert die lichtverstrooi-
ing bijkomende informatie op door te meten onder verschillende hoeken.
Voorwaartse lichtverstrooiing is gerelateerd aan de grootte van de bloedcel,
zijwaartse verstrooiing aan de granulariteit en interne structuur (kern) van de
cel. Het principe van de lichtverstrooiing van bloedcellen ligt aan de basis van
de differentiéle telling van witte bloedcellen, maar vereist additionele analyse-
principes om tot een volledige differentiatie in vijf fracties (neutrofielen, eosi-
nofielen, basofielen, monocyten, lymfocyten) te komen.

ADDITIONELE MEETPRINCIPES
Bijkomende meetprincipes zijn noodzakelijk om tot een volledige differenti-
atie te komen. Welk principe wordt toegepast, is afhankelijk van de fabrikant.
Enkele voorbeelden zijn de combinatie van lichtverstrooiing en conductiviteit
(met toepassing van hoogfrequente elektromagnetische stroom), de combina-
tie van lichtverstrooiing met fluorescentie flowcytometrie (met polymethine
als fluorochroom), de combinatie van lichtverstrooiing en peroxidaseactiviteit
en de combinatie van lichtverstrooiing en ge(de)polariseerde lichtverstrooi-
ing. Daarnaast beschikken de huidige modellen meestal over aparte kanalen
en meetprincipes om immature witte bloedcellen, gekernde rode bloedcellen
en reticulocyten op te sporen en te kwantificeren. Al die metingen worden
meestal weergegeven in scattergrammen.

IML  NRBC

Afbeelding van scattergrammen voor de detectie en kwantificatie van immature witte bloedcel-
len (“IM1”, rode wolk) en gekernde rode bloedcellen (“NRBC”, fuchsia wolk). Respectievelijk
wordt impedantie (DC) daarbij tegenover radiofrequente elektromagnetische stroom (RF) en
zijwaarts verstrooide fluorescentie (SFL) tegenover voorwaartse lichtverstrooiing (FSC) uitgezet.
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Tenslotte kunnen automatische celtellers niet alle significante abnormaliteiten
herkennen die wel waarneembaar zijn bij een microscopisch onderzoek. Die
toestellen zijn enerzijds ontworpen om accurate en precieze bloedceltellingen
te genereren daar waar de normale bloedcelpopulaties aanwezig zijn. Ander-
zijds kunnen die instrumenten de gebruiker waarschuwen bij aanwezigheid
van aberrante bloedcelpopulaties (voorbeelden: blasten, immature witte bloed-
cellen, atypische lymfocyten ...) of bij belangrijke kwantitatieve afwijkingen
(voorbeelden: forse leukocytose, diepe leukopenie, basofilie, eosinofilie ...). In
de beide gevallen is een microscopisch nazicht aangewezen. Het aangeven van
dergelijke, afwijkende bloedstalen noemt men ‘vlaggen’.

1.1.3 Voorbeeld

Positive

Morph. Count WBC/BASO

i

WBC 6877 * [10"3/uL]
RBC 372 [10°ful]
HGB  11.0 [g/dL]
HCT 328 [%]
MCV 882 [fL]
MCH 295 [pg]
MCHC 335 [g/dL]
PLT 690 * [10*3/uL]
RDW-SD 48.9 [fL] T . =
RDW-CV 154 [%] y é

PDW 1.7 * [fL]
MPV 0.1 *[fL]
P-LCR 253 * [%]
PCT  0.70 * [%]
NEUT 5526 * [10°3ul]  80.3 * [%]
LYMPH 426 *[10Ml] 6.2 * [%]

FSC

T )

MONO 321 * [10"3ul] 47 * [%] o
EO 169 * [103u] 2.5 * [%]

BASO  4.35*[10"3ful] 6.3 * [%] RET PLT-O

NRBC 10°3/ul] [100WBC] g1 4F

RET %] HoMuL] £ 4]

IRF %]

LFR %] L L

MFR %] i |

HFR %)

T L
SFL SFL

WBC IP Message(s) RBC/RET IP Message(s) PLT IP Message(s)

Blasts? PLT Clumps?
Immature Gran?

Left Shift?

Atypical Lympho?

NRBC?

Afbeelding van een volledig rapport van een automatische celteller van een bloedstaal met
leukemische cellen (acute myeloide leukemie met translocatie (8,21)).
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1.2

1.2.1

II.

Een rapport van een automatische celteller van een staal van een patiént met
een acute myeloide leukemie (AML) met translocatie (8,21) is hierboven terug
te vinden. Naast de kwantitatieve meetgegevens worden ook de scattergram-
men en frequentiehistogrammen weergegeven die leiden tot dit rapport. Links-
boven krijgt dit staal een positieve ‘vlag’, als waarschuwing voor de gebruiker.
Onderaan worden de mogelijke afwijkingen, gerangschikt per bloedcelsoort,
weergegeven. Nazicht van het scattergram van de witte bloedceldifferentiatie
(‘DIFF’) en het scattergram voor de detectie en kwantificatie van immature
witte bloedcellen (“IMI”) op dit rapport, leert dat er meerdere cellen aanwe-
zig zijn van vermoedelijk immature en/of aberrante oorsprong. Dit staal dient
men derhalve uit te strijken om het vervolgens microscopisch te beoordelen.

CYTOLOGISCH ONDERZOEK VAN BLOED EN BEENMERG

Cytologisch onderzoek van bloed

DOELSTELLING VAN HET CYTOLOGISCH ONDERZOEK

Cytologische (morfologische) analyse van perifeer bloed onder de lichtmicro-
scoop is een belangrijk diagnostisch hulpmiddel voor de clinicus. De huidige
generatie bloedceltellers biedt een vrij complete analyse van het perifere bloed
en veelal een vijf- tot zes-part-leukocytendifferentiatie. Gezien echter de tech-
nische tekortkomingen in het herkennen van aberrante cellen of afwijkende
bloedcelmorfologie, is een bijkomend cytologisch onderzoek van het perifere
bloed in sommige situaties noodzakelijk.

AANMAAK EN KLEURING VAN BLOEDUITSRIJKJES

Bij bloedafhame wordt bij voorkeur EDTA gebruikt als anticoagulans. Bin-
nen de twee a vier uur na de staalafname dient het bloeduitstrijkje gemaakt
te worden om artefacten in vitro te vermijden. Vervolgens wordt het uitstrijkje
gefixeerd met methanol en gekleurd (May-Griinwald Giemsa-kleuring).

Afbeelding van een ongekleurd en gekleurd uitstrijkje.
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111. CELLULAIRE ELEMENTEN VAN HET PERIFERE BLOED

Bloedcellen bestaan uit drie grote groepen:

De rode bloedcellen (ook erytrocyten genoemd) zijn kleine, kernloze bloed-
cellen. Het belangrijkste eiwit in een erytrocyt is hemoglobine, verantwoor-
delijk voor het zuurstoftransport.

De witte bloedcellen (leucocyten) worden in drie grote groepen ingedeeld:
de granulocyten, lymfocyten en monocyten. De granulocyten zijn weer
onder te verdelen in neutrofiele, eosinofiele en basofiele granulocyten. Al
die cellen spelen een rol in het immuunsysteem.

De bloedplaatjes (trombocyten) zijn eigenlijk geen cellen maar celfragmen-
ten. Het zijn de kleinste ‘celdeeltjes’ in het bloed. Zoals de erytrocyten heb-
ben ze geen celkern. Bloedplaatjes spelen een centrale rol in de bloedstolling.

Tabel 1.1: Illustraties normale bloedcellen

Rode bloedcellen en bloedplaatjes

Staafkernige neutrofielen

staafvormige kern, grof
geklonterd chromatine-
patroon, ruime hoeveel-
heid cytoplasma, roze
Kleur, veel fijne neutro-
fiele en enkele azurofie-
le (paarsrode) korrels

Basofielen

twee- tot drielobbi-

ge kern, vaak moeilijk
zichtbaar door de tal-
rijke grote korrels, me-
tachromatische (don-
kerpaarse) korrels in het
cytoplasma

Witte bloedcellen

Segmentkernige neutrofielen

twee- tot vijflobbige kern,
grof geklonterd chromatine-
patroon, ruime hoeveelheid
cytoplasma, roze kleur, veel
fijne neutrofiele en enkele
azurofiele (paarsrode) korrels

Lymfocyten

rond-ovaal tot niervormi-

ge kern, grof chromatine-
patroon, donkere compac-

te kernstructuur, weinig tot
matig ruim, bleekblauw cyto-
plasma, soms enkele azuro-
fiele (rode) korrels aanwezig

Rode bloedcellen:

biconcaaf, rond tot licht
ovaal, rozig met centrale
opheldering van ongeveer
een derde van de totale dia-
meter van de cel

Bloedplaatjes:

zeer kleine cytoplasmafrag-
mentjes met rode/paarse
korreling

Eosinofielen

twee- tot drielobbige kern,

grijsblauw cytoplasma met
talrijke grote eosinofiele
(oranje) korrels

Monocyten

rond tot onregelmatige
kern met lobben, licht ge-
clumpt chromatinepatroon,
meestal ruime hoeveelheid,
grijsblauw cytoplasma met
vaak fijne azurofiele (rode)
korrels/vacuolen




