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3. ПРИНЦИПЫ РАБОТЫ АНАЛИЗАТОРА

3.1 ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

В гематологическом анализаторе ВТ-1020+ используется кондуктометрический метод определения форменных элементов крови. Данный метод часто называют методом Култера, по имени разработчиков первых счетчиков частиц братьев Joseph и Wallace Coulter. Приборы, основанные на кондуктометрическом методе, подсчитывают частицы, разведенные изотоническим разбавителем, путем пропускания их через отверстие малого диаметра (апертуру) и регистрации изменений электрического сопротивления, вызванных прохождением клеток.

По обе стороны от апертуры находятся электроды, подключенные к измерительному устройству, через которые проходит постоянный электрический ток. Так как электрическое сопротивление (импеданс) клеток значительно выше по сравнению с изотоническим разбавителем, в тот момент, когда клетка будет проходить через апертуру, сопротивление в электрической цепи резко возрастет - измерительное устройство зарегистрирует импульс. Подсчитав число импульсов в определенном объеме суспензии частиц, можно определить число клеток, а анализ амплитуды импульсов позволяет определить объем измеренных частиц.

С момента создания первого кондуктометрического счетчика частиц в 1947 г. в мире было разработано и выпущено немало различных моделей и модификаций приборов, использующих данный принцип определения числа форменных элементов крови. К несомненным достоинствам кондуктометрического метода относится высокая точность подсчета частиц, так как число клеток, проходящих через апертуру и посчитываемых прибором, на несколько порядков выше, чем при определении на камере типа Горяева. Однако использование данного метода неизбежно накладывает ряд определенных ограничений. Так как прибор подсчитывает число любых частиц определенного объема, необходимо обеспечить нахождение в измеряемой суспензии только определяемых форменных элементов крови. Для этого необходимо:

·  Использовать исключительно рекомендуемые в данном руководстве реагенты с неистекшим сроком годности. Реагенты должны храниться в плотно закрытых емкостях, во избежание загрязнения или бактериального заражения, выпадения кристаллов солей и т.д.

·  Производить правильное взятие, хранение и перемешивание крови.

·  Производить регулярную промывку и техобслуживание прибора для сохранения измерительной системы гематологического анализатора свободной от загрязнения.

3.1.1. Определение концентраций форменных элементов крови

Концентрация лейкоцитов, эритроцитов и тромбоцитов в гематологическом анализаторе ВТ-1020+ определяется кондуктометрическим методом в двух независимых измерительных каналах (один - для измерения концентрации лейкоцитов, другой - для измерения концентрации эритроцитов и тромбоцитов). 

На рис.3-1 схематично изображена апертура, погруженная в суспензию пробы, с двумя электродами - внутренним и внешним, подключенных к измерительному устройству. Суспезия пробы представляет собой форменные элементы крови (С), разведенные в изотоническом разбавителе. Изотонический разбавитель на основе NaCl с электрической точки зрения представляет собой электролит - раствор, способный проводить электрический ток. Суспензия пробы, таким образом, замыкает собой электрическую цепь между внутренним и внешним электродом (Е). При начале подсчета частиц в апертуре создается вакуум (V), вызывающий течение суспензии через апертуру.

Размеры апертуры (О) невелики (в эритроцитарном канале в качестве апертуры использован рубин, с отверстием диаметром 78 мкм, в лейкоцитарном - с отверстием 100 мкм) и сравнимы с размерами форменных элементов крови, поэтому прохождение частиц через апертуру вызывает частичное перекрытие отверстия и, как следствие, резкий скачок электрического сопротивления, которое и фиксируется измерительным устройством.

Измерительное устройство фиксирует не только число импульсов, но также их амплитуду, которая, в свою очередь, зависит от объема частицы, проходящей через апертуру. Чем больше объем частицы, тем больший импульс она формирует. Подсчитав число импульсов определенного объема, можно построить гистограмму распределения частиц по объему, а также рассчитать средний объем клеток.
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Рис.3-1.Устройство для измерения форменных элементов крови.

3.1.2. Определение объема пробы

Для точного определения объема проходящей через апертуру суспензии в гематологическом анализаторе ВТ-1020+ используются оптическая система для фиксирования менисков столба жидкости, протекающих через специальные калиброванные трубочки.

После начала цикла измерения эритроцитарное и лейкоцитарное разведения начинают поступать через апертуры в измерительные трубочки. При штатном режиме работы в трубочках формируется отчетливо выраженный мениск столба жидкости. Как только этот мениск проходит мимо первого сенсора, в соответствующем измерительном канале начинается подсчет форменных элементов. Процесс счета продолжается до тех пор, пока мениск столба жидкости не пройдет мимо второго сенсора.

Если в столбе жидкости мениск будет сформирован неотчетливо, или во время подсчета частиц через измерительную трубочку будут идти воздушные пузырьки, на дисплей прибора выводятся сообщения о тех или иных ошибках измерения.

3.1.3. Определение концентраций эритроцитов и лейкоцитов

Так как в норме в крови человека число эритроцитов в тысячу раз превышает число лейкоцитов, при определении концентрации эритроцитов производится разведение крови в десятки тысяч раз (для ВТ-1020+ - 1:47000), и подсчитываются все частицы, характерного для эритроцита объема. Незначительной ошибкой, связанной с появлением на 1000 эритроцитов одного лейкоцита, пренебрегают.

Для определения концентрации лейкоцитов кровь разводят в сотни раз (для ВТ-1020+ - 1:430), и добавляют гемолитик - специальный реагент, лизирующий эритроциты. Лизис должен быть достаточно эффективен, чтобы все эритроциты были полностью разрушены; в противном случае фрагменты эритроцитов будут также подсчитаны прибором.

В норме форменные элементы крови имеют следующие объемы:

· Лейкоциты
- 120 - 1000 фл (10-15 л);

· Эритроциты
- 85 - 95 фл (10-15 л);

· Тромбоциты
- 2 - 30 фл (10-15 л).

На рис.3-2 представлены импульсы, генерируемые различными частицами, проходящими через эритроцитарную апертуру. Импульс (а) вызван тромбоцитом, импульсы (b) и (d) - эритроцитами. Импульс (с) генерирован частицей малого объема, вероятнее всего не имеющей отношения к форменным элементам крови. Правильно установив порог дискриминации, можно отсечь эти импульсы и не учитывать их при подсчете числа тромбоцитов.

Так как эритроциты и тромбоциты в норме сильно отличаются друг от друга по объему, гистограммы их распределения по объему практически не перекрываются, что и позволяет производить подсчет этих частиц из одного разведения в едином измерительном канале. Однако, в ряде случаев наблюдается частичное перекрытие гистограмм, что может свидетельствовать либо о неправильном взятии, либо о патологии крови.
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Рис.3-2.Анализ импульсов от различных видов частиц.

3.1.4. Поправка на совпадение

В случае, если через апертуру одновременно проходят две или более клеток, измерительное устройство фиксирует только один импульс. Таким образом, прибор «недосчитывает» часть клеток, однако, так как явление носит статистический характер, эту ошибку можно исправить, внеся так называемую поправку на совпадение. В первых моделях гематологических счетчиков эту поправку считали вручную, используя специальные таблицы; анализатор ВТ-1020+ делает это автоматически.

3.2 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОПУЛЯЦИЙ ЛЕЙКОЦИТОВ

Определение лейкоцитарной формулы - процентного соотношения различных популяций лейкоцитов, производится, как правило, визуально. Использование кондуктометрического принципа позволяет автоматизировать эту процедуру, но лишь до определенной степени. Лейкоциты могут быть разделены на несколько популяций по их объему.

Дифференциальный анализ трех групп лейкоцитов базируется на том принципе, что специальный гемолитик, разрушающий эритроциты, подвергает лейкоциты сжатию, причем различные группы клеток ведут себя по-разному.

Наибольшему сжатию цитоплазмы подвергаются лимфоциты (LYM). На гистограмме распределения лейкоцитов они представлены в области от 35 до 95 фл.

В области от 95 до 130 фл находятся так называемые клетки среднего объема (MID), куда попадают эозинофилы, базофилы и моноциты, реже - миелоциты и бласты.

Самыми большими по объему частицами являются нейтрофильные гранулоциты (GRA). После сжатия цитоплазматические гранулы группируются вокруг ядра, образуя частицы объемом 130 фл и выше.

Все три популяции лейкоцитов рассчитываются как процент от общего числа лейкоцитов по следующим формулам:
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где PL - число частиц в области лимфоцитов,

PM - число частиц в области клеток среднего объема,

PG - число частиц в области гранулоцитов.

Кроме того, по следующим формулам рассчитывается абсолютное содержание каждой популяции лейкоцитов ((109 клеток/л):
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где WBC - концентрация лейкоцитов.

3.3 ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ ГЕМОГЛОБИНА (HGB)

Определение концентрации гемоглобина в анализаторе ВТ-1020+ основано на применении гемиглобинцианидного метода. В специальной кювете лейкоцитарного измерительного канала  производится измерение оптической плотности гемолизата, образующегося после лизиса эритроцитов. В состав лизирующего реагента входят соединения, переводящие гемоглобин, высвобождающийся из эритроцитов, из окси- в метформу. Затем метгемоглобин, соединяясь с цианидным радикалом, также входящим в состав гемолитика, образует цианметгемоглобин, который и подвергается фотометрированию. Измерение производится на длине волны 540 нм. Из полученной оптической плотности вычитается оптическая плотность холостой пробы, результат домножается на калибровочный коэффициент, и полученное значение выводится на дисплей.

3.4 ОПРЕДЕЛЕНИЕ СРЕДНЕГО ОБЪЕМА ЭРИТРОЦИТА (MCV)

После окончания определения числа эритроцитов и сортировки их по объему, анализатор ВТ-1020+ производит расчет среднего объема эритроцита. Объем всех измеренных эритроцитов суммируется, делится на их число; полученный результат домножается на калибровочный фактор.

Средний объем эритроцита (MCV) является численным показателем микро- или макроцитоза и является весьма информативным параметром для дифференциальной диагностики анемий.

3.5 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕМАТОКРИТА (HCT)

В отличие от центрифужного гематокрита, обычно определяемого в лабораторной практике, определение гематокрита в анализаторе ВТ-1020+ производится расчетным путем. Концентрация эритроцитов домножается на средний объем эритроцита и делится на 10, для приведения результата к процентам:
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Таким образом, определив средний объем одного эритроцита и их число, можно рассчитать долю объема крови, занимаемую эритроцитами, что, собственно, и представляет собой гематокрит.

Расчет среднего объема тромбоцита производится по аналогичному алгоритму.

3.6 ОПРЕДЕЛЕНИЕ СРЕДНЕГО СОДЕРЖАНИЯ ГЕМОГЛОБИНА В ЭРИТРОЦИТЕ (MCH)

Среднее содержание гемоглобина в эритроците рассчитывается в анализаторе ВТ-1020+ путем деления концентрации гемоглобина на концентрацию эритроцитов по формуле:



   HGB (г/дл) ( 10
MНС (пг)    =    ----------------------------.



 RBC (109 клеток/л)
Этот параметр аналогичен цветовому показателю (ЦП), который входит в общий анализ крови и широко используется в клинике для диагностики нормо-, гипо- и гиперхромных анемий. Отличие MCH от ЦП заключается в том, что MCH характеризует среднее содержание гемоглобина в отдельном эритроците, выражая это значение в абсолютном значении, а цветной показатель рассчитывается так, чтобы привести результат к единице; поэтому он имеет отвлеченное значение.

3.7 ОПРЕДЕЛЕНИЕ СРЕДНЕЙ КОНЦЕНТРАЦИИ ГЕМОГЛОБИНА В ЭРИТРОЦИТЕ (MCHC)

Средняя концентрация гемоглобина в эритроците рассчитывается в анализаторе ВТ-1020+ путем деления концентрации гемоглобина на гематокрит по формуле:
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     HCT (%)
Различия между средним содержанием и средней концентрацией гемоглобина в эритроците состоит в следующем. Первый показатель указывает на массу гемоглобина в отдельном эритроците и выражается в долях грамма, второй индекс показывает концентрацию гемоглобина в среднем эритроците, то есть отношение содержания гемоглобина к объему клетки. MCHC отражает насыщение эритроцита гемоглобином, не зависит от среднего клеточного объема и является чувствительным тестом при нарушениях процессов гемоглобинообразования.

3.8 СООБЩЕНИЯ О ЗАСОРЕНИИ В ИЗМЕРИТЕЛЬНЫХ КАНАЛАХ

В человеческой крови содержится значительное количество белков, липидов и иных соединений, которые, налипают на края апертуры во время цикла измерения. Это приводит к уменьшению диаметра апертуры и, как результат, к ошибкам в определении как числа, так и объема измеряемых частиц. Для своевременного удаления этих соединений из измерительного канала в анализаторе ВТ-1020+ производится обязательная промывка измерительной системы. Во время работы в приборе тщательно контролируется каждая стадия измерительного цикла, если на какой-либо из стадий фиксируется нарушение в работе анализатора, сообщение об этом выводится на дисплей.

Список возможных ошибок и способы их устранения приведены в Разделе 12.
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