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Tijd- en anticoagulantia-gebonden effecten in de hemocytometrie

W. GOOSSENS en A. van ORSHOVEN

Belangrijke onnauwkeurigheden bij de analyse wor-
den veroorzaakt door inadequate bloed/anticoagulans-
verhouding en door tijdgebonden fenomenen. Anti-
coagulans-effecten werden simultaan nagegaan met 5
automatische analysesystemen en 8 verschillende K,-
of K;-EDTA containers voor gezonde en hematolo-
gisch abnormale personen. In optimale condities qua
bloed/anticoagulans-verhouding en tijdsduur na de
bloedname worden identieke resultaten verkregen met
K,- of K;-EDTA. Bij EDTA-concentraties boven 5 g/l
bloed treden aanzienlijke verschillen op in functie van
EDTA-type en analyseapparatuur, in hoofdzaak voor
MCV, MPV, trombocytentelling en automatische leu-
cocytendifferentiatie. Tijdgebonden effecten werden
simultaan nagegaan met 4 automatische analysesyste-
men op K,-EDTA-bloed van gezonde en hematolo-
gisch abnormale personen over een tijdverloop van 48
uur, en als initi€le tijdeffecten over 1 uur vanaf bloed-
name. Hoewel meerdere meetgegevens tot 48 uur on-
gewijzigd blijven, zijn trombocytentelling, MCV, MPV,
en RDW in het algemeen niet langer dan 24 uur sta-
biel. Duidelijke wijzigingen in de automatische leuco-
cytaire differentiatie gebeuren vanaf 16 uur na de
bloedname. Uitgesproken initi€le tijdeffecten treden
op voor trombocytenparameters en automatische leu-
cocytaire differentiatie. Een betrouwbaar analyseresul-
taat kan pas verkregen worden na 30 minuten.
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Toepassing van de meest uitgebreide kwaliteitsbewa-
kingsprogramma’s voor de hemocytometrie kan niet
beletten dat een aantal monster-gebonden foutenbron-
nen aan de interne kwaliteitscontrole ontsnappen.
Deze foutenbronnen behoren doorgaans tot de zoge-
naamde pré- en/of post-analytische fase van het on-
derzoek. Een aantal van deze fouten zijn voor de
hand liggend en vermijdbaar, zoals onjuiste identifi-
catie of onvolledige homogenisatie van het bloed-
monster. Ook houding van de patiént bij, en tijdstip
van de bloedname beinvloeden de analyseresultaten.
Hiernaast echter kunnen belangrijke onnauwkeurig-
heden bij de analyse geintroduceerd worden door ge-
bruik van niet-geschikt anticoagulans of een verkeer-
de bloed/anticoagulans-verhouding, evenals door tijd-
gebonden fenomenen, zowel bij te verse als bij te
oude bloedmonsters.

Anticoagulans-effecten

Routinematig worden di- en tri-kalium (K, en Kj)
zouten van ethyleendiaminetetraazijnzuur (EDTA)
gebruikt als anticoagulans in de hemocytometrie. Als
optimale concentratie wordt 1,5-2,2 g/l (3,7-54
mmol/l) aanvaard. Het niet-optimaal gebruik van bei-
de EDTA-zouten kan verschillende tijd- en concen-
tratie-athankelijke effecten bij de basis-hematologi-
sche bepalingen veroorzaken (1-3). Het meest geken-
de fenomeen is verschrompeling van de erytrocyten,
waardoor het MCV en bijgevolg de hematocrietwaar-
de gereduceerd worden. De mate van verschrompe-
ling staat in verhouding tot de overmaat anticoagu-
lans en is het meest uitgesproken bij het trikalium-
zout (-15% bij 1,5 g KsEDTA /1 bloed; bepaling
via microhematocrietcentrifuge); hierom wordt door
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meerdere auteurs voorgesteld preferentiéel het dika-
liumzout als anticoagulans te gebruiken (4, 5).

Tijdgebonden effecten

Algemeen wordt aanvaard dat bloedceltellingen en
ervan afgeleide meetgegevens niet wijzigen geduren-
de 24 uur of langer, en dat automatische leucocytaire
differentiaties (5-diff) 6 tot 10 uur na de bloedname
stabiel blijven. Voor het meest recente instrumenta-
rium, hetzij nieuwe apparatuur hetzij nieuwe soft-
ware-ontwikkelingen op bestaande toestellen, wordt
gesteld dat de stabiliteit van de analyseresultaten over
een beduidend langere tijdspanne kan worden gega-
randeerd, in het bijzonder voor de automatische leu-
cocytaire differentiatie.

MATERIALEN EN METHODEN

Anticoagulans-effecten werden uitgebreid nagegaan
door simultaan-analysen op de meeste recente auto-
matische instrumenten (Abbott CD3000/3500, Coul-
ter STKS, Technicon HI1/H2, Toa Sysmex NE8000)
bij verschillende bloed/anticoagulans-verhoudingen
en gebruik makend van acht types K,- of K;-EDTA
containers (gecommercialiseerd als Terumo Veneject
en Becton Dickinson Vacutainer, of prototypes).
Bloedmonsters van 6 gezonde donoren en 6 hemato-
logisch abnormale patiénten werden onderzocht.

Tijdafthankelijke veranderingen in de analyseresulta-
ten bij 5 gezonde proefpersonen en 5 hematologisch
abnormale pati€nten werden onderzocht over een

(%)

tijdverloop van 48 uur, met speciale aandacht voor de
kritische periode tussen 8 en 24 uur na de bloedname.
Initiéle tijdeffecten werden onderzocht gedurende een
tijdverloop van 1 uur vanaf de bloedname met 5-mi-
nuten-tijdintervallen bij bloedmonsters van 5 gezonde
vrijwilligers. Alle bloedmonsters werden genomen op
K,EDTA (1,5 g/l bloed); bijkomende effecten veroor-
zaakt door het gebruik van ACD of heparine als anti-
coagulans werden eveneens onderzocht.

Alle analysen werden gelijktijdig uitgevoerd op
Coulter Counter STKS (software 1H), Abbott Cell-
Dyn 3500 (software 1.35), Technicon H2 (software
1.1.1 rev.C), and Roche Cobas Argos 5diff (software
V2.00).

RESULTATEN EN DISCUSSIE

Anticoagulans-effecten

In optimale condities, wat gelijkstaat met EDTA-con-
centraties van 1,5 g/l en analyse binnen 4 uur na de
bloedname, worden voor monsters ontstold met K,-
of K;-EDTA identieke resultaten verkregen.

Bij anticoagulans-concentraties boven 5 g EDTA/I
bloed, vergelijkbaar met partiéel gevulde containers,
treden uitgesproken verschillen op in functie van het
type EDTA en de gebruikte analyseapparatuur. MCV
(figuur 1), trombocytentelling (figuur 2) en MPV ver-
tonen statistisch significante verschillen ten opzichte
van meetresultaten bij optimaal ontstolde bloedmon-
sters; MCV-meting toont duidelijk verschillend ge-
drag op automatische toestellen naargelang de niet-
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Figuur 1. MCV: Procentuele verschillen tussen meetwaarden voor monsters afgenomen op 1,5 g EDTA/I bloed en 7,5 g EDTA/I
bloed. De resultaten zijn gemiddelden voor 5 gezonde personen. Alle monsternamen gebeurden op 8 verschillende types bloed-
afnametubes. Alle analysen werden uitgevoerd met 5 verschillende analysesystemen. MCV berekend uit gemeten hematocriet

(microhematocrietcentrifuge) werd toegevoegd ter vergelijking.
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Figuur 2. Trombocytentelling : Procentuele verschillen tussen meetwaarden voor monsters afgenomen op 1,5 g EDTA/I bloed en 7,5
g EDTA/1 bloed. De resultaten zijn gemiddelden voor 5 gezonde personen. Alle monsternamen gebeurden op 8 verschillende types
bloedafnametubes. Alle analysen werden uitgevoerd met 5 verschillende analysesystemen.
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Figuur 3. Trombocytentelling : Tijdevolutie van de meetresul-
taten over 48 uur. Procentuele afwijkingen t.o.v. meetwaarden
4 uur na de bloedafname, voor monsters afgenomen op 1,5 g
K,-EDTA/1 bloed. De resultaten zijn gemiddelden voor 5 ge-
zonde personen. Alle analysen werden uitgevoerd op 4 ver-
schillende analysesystemen.
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optimale monstername gebeurde op K,- of K;-EDTA,
terwijl vergelijkende analysen via microhematocriet-
centrifugatie de verschillende mate van verschrompe-
ling bevestigen; trombocytentelling is systematisch
verlaagd bij gebruik van overmaat anticoagulans;
MPYV toont wisselende afwijkingen naargelang de ge-
bruikte analysetoestellen en niet in functie van het
type anticoagulans. De leucocytentelling en de RDW
zijn niet-significant gewijzigd. Erytrocytentelling,
MCH en MCH blijven nagenoeg ongewijzigd. De re-
sultaten voor automatische leucocytendifferentiatie
worden verschillend beinvloed door zowel EDTA-
type als gebruikte analyseapparatuur. Dit heeft hoofd-
zakelijk betrekking op de monocytentelling en in
mindere mate op de lymfocytentelling. Gelijklopende
resultaten worden gevonden voor bloedmonsters af-
komstig van zowel gezonde personen als van hema-
tologisch abnormale pati€énten. Alle vernoemde anti-
coagulans-effecten staan uitsluitend in verband met
type en concentratie van het anticoagulans, en staan
los van hun presentatie (microkristallijn, verstoven,
opgelost) in de afnamecontainer.

Tijdgebonden effecten

Meetgegevens in verband met erytrocyten blijven sta-
biel tot 48 uur op alle instrumenten, behalve het
MCYV en de hematocrietwaarde, die significant toene-
men na 24 uur op de Technicon H2 en de Abbott
CD3500, en de RDW, die na 20 uur toeneemt op alle
instrumenten. Trombocytentelling (figuur 3) blijft
stabiel tot minstens 48 uur op de Abbott CD3500,
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Figuur 4. MPV: Tijdevolutie van de meetresultaten binnen 1
uur na bloedafname. Procentuele afwijkingen t.o.v. meetwaar-
den 1 uur na de bloedafname, voor monsters afgenomen op
1,5 g K,-EDTA/I bloed. De resultaten zijn gemiddelden voor 5
gezonde personen. Alle analysen werden uitgevoerd op 4 ver-
schillende analysesystemen.

maar neemt af na 24 uur op de andere toestellen. Het
MPYV blijft stabiel gedurende minstens 48 uur op de
Coulter STKS, maar neemt toe na 16 uur op de
Abbott, en neemt daarentegen significant af na 8 uur
(Technicon H2) en 16 uur (Cobas Argos) op de an-
dere toestellen.

Het leucocytenaantal blijft ongewijzigd na 24 tot 48
uur op alle toestellen. De automatische leucocytaire
differentiatie blijft langer dan 20 uur stabiel bij de
Technicon H2; op de andere instrumenten treden aan-
zienlijke veranderingen op na 16 uur. Morfologie-
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flags in verband met pathologie-athankelijke ab-
normaliteiten blijven onveranderd gedurende 24 uur
op alle instrumenten; inadequate morfologieflags, te
wijten aan veroudering van het bloedmonster ver-
schijnen na 24 uur op de Abbott, en na 20 uur op de
overige toestellen.

Initi€le tijdeffecten worden bij alle instrumenten op-
gemerkt voor de automatische leucocytaire formule
en voor alle trombocytenparameters behalve de tel-
ling zelf (figuur 4: MPV): een definitieve waarde
wordt pas bereikt 30 tot 45 minuten na de bloedname,
zonder dat dit gevolgen heeft voor de morfologieflag-
ging.

Bewaren van bloed, ontstold met K,EDTA, bij 4 °C
garandeert geen langere stabiliteit van de resultaten
voor de automatische leucocytaire differentiatie, en
interfereert met de analyse van de trombocytenpara-
meters. Bloed ontstold met heparine of ACD blijft
principi€el ongeschikt voor automatische bloedcel-
analysen eveneens wegens interferentie met de trom-
bocytenparameters en de automatische leucocytaire
differentiatie, en kan alleen in noodgevallen gebruikt
worden voor erytrocytenparameters en leucocytentel-
ling.
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Het Limburgse regionale programma voor kwaliteitshewaking van
hemocytometrie en drie- en vijfpopulatie differentiatie

JM.W.A. van GEND en J. van PELT

In Zuid-Oost Nederland functioneert sinds 1979 een
regionaal, maandelijks kwaliteitsbewakingsprogram-
ma voor hemocytometrie met 13 deelnemende zie-
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kenhuizen (18 apparaten). Vanaf 1991 is het
programma uitgebreid met de vijfpartdifferentiatie
bepalingen. Door gebruik te maken van een koeriers-
dienst kan analyse van vers, onbewerkt humaan
bloed binnen 5 uur na afname en terugrapportage
binnen 2 dagen na analyse plaats vinden. In de loop
der jaren kon voor een aantal bepalingen, zoals trom-
bocyten, een duidelijke verbetering geconstateerd
worden.
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