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A mérés célja

Sok orvosi diagnosztikai moédszer, kiillondsen a vérvizsgalatok fontos része, hogy mérni
tudjuk a kiilonbozo szovetek sejtes allomanyanak kvantitativ és kvalitativ Osszetételét. Ezen
méréseket régen a minta szuszpendaldsa utan mikroszkop alatt, specidlisan skalazott
mérdlemezeken végezték, mely meglehetdsen iddigényes folyamat, a technologia fejlodésével
hamar nyilvanvaldva valt az automatizalés iranti igény.

A labor célja, hogy megismerkedjlink két olyan eszkdz, az dramlési citométer és a Coulter
szamlalo mitkodésének elméleti alapjaival, melyek valaszt kinaltak erre a kérdésre, valamint
utobbi hasznalataval kapcsolatban gyakorlati tapasztalatokra is szert tegyiink.

A mérés soran felhasznalt eszkozok

A méréshez egy Coulter szamlalot hasznalunk, mely miikddési elve az alabbi:

I
Az eszkOz egy pumpa segitségével felszivja a tartolapjara —>
helyezett livegcsébdl a mérendd oldatot, egy 70 pum "
atmérdji  kapillarison keresztiil, mikézben az egész
oldaton egy aramgenerator segitségével allandd aramot
vezet at. Az eszk6z méri a kapillarison atjutott, €s a minta
oldat kozti fesziiltséget. Mivel az oldat j6 vezetd, amig az
szabadon aramlik a kapillarison keresztiil, addig ez a .
fesziiltség érték viszonylag alacsony. :
Ha azonban a kapillarisba egy, az oldathoz képest rossz Q ..
vezetd, példaul vords vértest keriil, az sajat méretének . -
megfeleld mértékben kiszoritja az elektromos vezetés
sziikk keresztmetszeti pontjabdl a vezetd oldatot, igy az
egész mért rendszer elektromos ellenallasa a kapillarisba Y 1
keriilt elem méretével ardnyban megnd. Ez szintén
megnoveli az allandd dram fenntartdsdhoz sziikséges

fesziiltséget, melynek mérésével a kapillarison athalado
(sejtes) elemek  szdmara ¢és  méreteloszlasara .
kovetkeztethetlink. :

A Coulter szamlal6 rendelkezik egy integral diszkriminatorral (ID), mellyel meghatarozhato,
mi az a minimum fesziiltségérték, melyet a késziilek jelként értékel, és szamol. Ennek
segitségével gyakorlatilag megadhatjuk azt a sejtméretet, melynél kisebb tormelékeket a gép
nem vesz figyelembe. Sajnos ez a moédszer sem véd meg a konstrukcid alaphibajatol,
nevezetesen azon ritka esetekben, amikor két kis elem egyszerre halad 4t a kapillarison,
egylittes méretiik olyan fesziiltségimpulzust valthat ki, melyet a gép tévesen jelnek értékel.
fgy eléfordulhat, hogy voros vértest helyett csupan par vérlemezkét mériink. szerencsére ez a
jelenség, bar noveli a hibat, nem oly mértékii, hogy a diagnosztikai felhaszndlasban gondot
jelentsen.

A gép rendelkezik eldre beallitott ID értékekkel (RBC), melyek segitségével a vérlemezkéket
elkiilonithetjiik a vér tobbi alakos elemétol.

Bar az altalunk hasznalt Coulter szamlalot els6sorban vérmintak vizsgalatahoz fejlesztették ki,
a mérés soran biztonsagi okokbdl mi csak NaCl tisztitd oldatot, valamint a vér vorosvértesteit
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A mérés menete

Els6 Iépésben a tiszta, jol vezeté NaCl oldat segitségével meghatdrozzuk a miiszer sajat
hattérzajat, hasznalva az alakos elemek kimutatasara szolgdlo RBC diszkriminator beéllitast.
Ideélis esetben az oldatban a Coulter szamlalé egy alakos elemnek megfeleltetheto jelet sem
general, azonban mind az oldatban [évd, levegdébdl bejutd szennyezddések (por,
baktériumok), mind a gép altalanos allapota miatt redlis elvaras az lehet, hogy a hattérzaj
legalabb két nagysagrenddel maradjon az ismert kalibracids oldat mérendd koncentracidja
alatt.

Béar a mérésre kevés id0 allt csak rendelkezésre, a hattér mérését két mérés atlagdbol
szarmaztattuk.

Masodik 1épésben bemértiik a kalibracidos oldatot tgy, hogy a mért értékbdl kivontuk a
ebbdl a valds €s a mért érték hanyadosaként meghatarozunk egy korrekcios faktort. A mérést
haromszor végeztiik el, és a kalibracids faktor szamitasahoz az értékek atlagat hasznaltuk. A
mérés soran a diszkriminator RBC 4llasban volt.

Harmadik mérésként meghataroztuk az ismeretlen oldat koncentraciojat. Ehhez haromszor
lemértiik az oldatot RBC diszkriminatorral, a mérések atlagabol levontuk a mar ismert
hattérzajt, és az eredményt beszoroztuk a harmadik mérésben kiszamolt korrekcios faktorral.

Utolsé mérésként az ismeretlen oldatot manualisan beallitott, novekvo diszkriminator értékek
mellett vizsgaltuk. Két mérés kozott az oldatot felraztuk, hogy igy kertiljiik el az tilepedésbol
szarmazd hibdkat. Az 1d6 rovidsége miatt egy diszkriminator allas mellett csak egy mérést
végeztiink. A vizsgalt diszkriminétor értékek: 20, 40, 60, 80 és 100. Tekintve, hogy az
mérés soran azt varjuk, hogy az alacsony diszkrimindtor allasban meglévd jel, mely
megegyezik a harmadik méréssel, a diszkriminator szint emelésével eldbb alig valtozik, majd
teljesen eltlinik, amikor a diszkriminator szint a minimum vizsgalt méretet a gyongyok mérete
folé emeli.



A mért értékek
Elso mereés:

Hattér mérés (sarga livefgcse)
Disztkriminator: RBC

Mutatott érték Tényleges [db/ul]

Korrekcio: nincs
1. mérés 46
2. mérés 35

Masodik mérés:

Ismert koncentracio (fekete livegcse)

Disztkrimindtor: RBC

4,60E+04
3,50E+04

Mutatott érték Tényleges [db/ul]

Korrekcio: mért érték - hattér
1. mérés 186
2. mérés 190
3. mérés 182

Harmadik méreés:

Ismeretlen koncentracio (piros)
Disztkriminator: RBC

1,82E+06
1,86E+06
1,78E+06

(mért érték - hattér) * korrekciods faktor

Mutatott érték Tényleges [db/pul]

Korrekcio:

1. mérés 397
2. mérés 402
3. mérés 417

Negyedik mérés:

Ismeretlen koncentracio (piros)

Disztkriminator:  Manualis

Korrekcio:

Mutatott érték
ID=20 401
ID=40 266
ID=60 179
ID=80 61
ID =100 21

9,96E+06
1,01E+07
1,05E+07

(mért érték - hattér) * korrekcios faktor

Tényleges [db/pl]
1,01E+07
6,64E+06
4,43E+06
1,44E+06
4,29E+05

Atlagos hattér [db/pl]:
4,05E+04

Elméleti koncentracio:
4,61E+06

Korrekciés faktor [db/ul]:
2,53366

Ismeretlen koncentracié [db/pl]:
1,00E+07



Az eredmények értékelése

A hattérzaj meghatarozasa soran kapott 405.000 db/ul érték kielégiti a realisztikus
elvarasainkat, azonban vildgosan jelzi, hogy a késziilék nem alkalmas a kis szamban
eléforduld alakos elemek, példaul fehér vérsejtek szamanak pontos mérésére, amennyiben
azok szama nem 1ép ki az egészséges hatarok koziil. Korosan magas fehérvérsejt szam
kvalitativ kimutatasa azonban lehetséges.

Az ismert koncentracid meghatarozasakor kiszamolt kalibracios faktor nagyjabol 2,5336-nak
adodott. Egy darabszamot impulzus beiitések alapjan mérd eszkdznél véleményem szerint ez
az eredmény kétségeket vet fel az eszkdz hasznalhatdsagat illetden.

Tobb méréssel lenne érdemes vizsgélni, hogy a kalibracios faktor szorasa, valamint az idébeli
stabilitdsa milyen viselkedést mutat, mert megfeleléen kis drifttel és szorassal, valamint a
mérések idejére tanusitott rovidtavu stabilitassal kvantitativan kevésbé igényes alkalmazdsok
szamara a berendezés pontossaga elegendo lehet.

crer

tudtuk az oOrdn ellendrizni, mivel az oldatok koncentracidit tartalmazé koédlap nem allt
rendelkezésiinkre. Ennek az értéknek az ellendrzése pedig megnyugtatd valaszt kinalhatott
volna a kalibracios konstansnal felmertilt pontossagi kérdésre.

A diszkriminator kézi allitdsa szintén nem hozta a vart eredményt. Sem abszolut értékben,
sem aranyaiban vizsgélva nincs olyan csokkenés két ID érték kozott, mely dominans lenne a
tobbi ID érték kozti csokkenésekhez képest.

A mérési adatok abrazolva:

Ismeretlen koncentracié mérése valtozé diszkriminator mellett [db/ul]
1,20E+07

1,00E+07 \
8,00E+06 \
6,00E+06

4,00E+06 \

2,00E+06 \\

0,00E+00 T T T T |
ID =20 ID =40 ID =60 ID =80 ID =100

Az ID emelésével tapasztalt csokkenések rendre az alabbiak voltak:

Csokkenés abszolut értékben [db/pl] Csdkkenés aranyosan
ID: 20->40 3,42E+06 0,65991
ID: 40->60 2,20E+06 0,66788
ID: 60->80 2,99E+06 0,32552



ID: 80->100 1,01E+06 0,29763

Zarszoként elmondhatd, hogy a gyakorlaton megismertiik a Coulter szamlald elméleti
mukodési alapjait, €s tobb sikeres mérést is végrehajtottunk vele, melyek pontossaga azonban
kétséges. Bar a berendezés ezen problémak ellenére is szamos orvosi diagnosztikai teriileten
sikerrel alkalmazhat6, nem véletlen, hogy igény volt egy pontosabb, megbizhatobb, tobb féle
mért elem megkiilonboztetési lehetdséget kinald technoldgiara is. Ebben a szellemiségben
tortént az aramlasi citometria mérési elvének kidolgozasa.

Itt & mért folyadékot, és a benne szuszpendalt alakos elemeket a mérési kapillarison torténd
atvezetés elott laminaris burkolod folyadékkal veszik korbe, mely csokkenti annak esélyét,
hogy a kapillarisba egymas mellé tobb elem is betsszon. A detektalast megbizhatobb lézeres
technoldgia végzi, mely festési technologidkkal, valamint spektrumelemzéssel Osszekotve
sokkal részletesebb informaciot szolgaltat az oldatunk 6sszetevaoirdl.

Aramlasi citométerrel azonban a labor soran nem végeztiink méréseket.



