5

EP 90403006. 1 (0425381) The invention relates to the counting and anal ysis
of at |east one |eucogytic sub-po ' d rel ates nore, precisely to an
apparatus for*carryi ng out such i ?n?aﬁ]%ét l'on by opti cal G\2and el ectronic
measur enent. | ndependently of the manual nethods for counting and anal ysi ng
a | eucmwgénptioaub- popul ati on whi ch consi st i npuh sunelcot iragiyby ethe edwiptagé dane

m croscope bl ood sanpl es spread on a sl i desouspgopulfiibeléuddoyiiing padbsriétades dpier e
exi st aut dineenticp amiuhabibs lewhimptigepee Fdnelym muc qubedtlisnt @ittt @ndpads mesaecis difftee- f Or
sinul t asaebusrbqnswné Sas-egulation lgoevbireptal  t y s optiquesiseibid ppiusipe|datmeswrs de densitéTwo
t ypes,_jofcomarriisyerpeisémantt o eparel rassugasts et | adplique kdtpmreeliuieh esoitrane gorsbingison des
resi st |oeﬁq196r@i'°2@naﬁmgssﬁase %ﬂﬂﬂ?ed’bﬂ?‘lf!&l analdews net hods. Anal ysis and

aut orrat"F%‘ecount | by resistivi t are based Bfstnerepier pasi yiecsolie fpavergant un
passi ng kil Er’gﬁm q?F e’EQ“?"Idﬁs frepe sv\ﬂ’Per e 3YoBuningyx engepdrp upg difffaction de a lu-

mai nt alcﬁ@ﬂtage

"ets ‘r'?di?P‘fAﬂ'P’b Yt his CBIPP NG} '8§é'§““ ’ﬂ“ﬂ? bf‘i" refiscangles
an i ncr te\?b? F'Pﬁ’ﬂp olr’gt HE! @yggfﬁ %? J c%‘ S\ °
accor d ala) Iemen coo exu d sm% es auto e pU|;§l§:u % eﬁ?a nt o sonr-f::éér r;%{gn§ ueegf
this Ceﬁnaqu rsgsS| st ar\‘gr% 5 %é da S . all nt
vol urre 3 {eﬁ ingﬁhn en gLMm I Nyl £a fiafCh Sk jﬁg
sub-po td,é%@ dH% :5 |sanglinés'®h Borinait ! t15' SuiddaS GRELdY 1d anIE.fe%ﬂiractéE col

sanpl e osDAfidibRdAaGx tibd fo méthided rbdalyse/t OCheq} GRapRiE PlotossrfRibRSdohOlaREgohs

dest r oy. idsMtRstroabd @ad&@&e SRS pdr GABLRIE AT | ON, prbddriBndRa ih GifiRBoR B 1adefite? €

di scri ngadthoass daigsstdptiqe as the treat ment pams3Pesdond Eas, uldeliule traversant un
di f f er ent L"adalyssetve ichaslagsatomamiapad - used Mpdnhurhibéus dabénami GeCabsGrbdnbe de 1a
SO- cal | spivits | sobiC bazgd isar BCprineips 1Ag passagd oty T iomiee richibmié. g lumiBraipgmeise e tilrés Of
t he Dbl abste f @iutal kiansowre chairpr Sectrigop b adsi ons: b lbegueyrryrhdcytiresppndatiteh la coloration de
Mbnonuddngeiér@sin aowlant bonstéitiauésistaptecmiiopThe  esls esiuleapuispast tolledidet dve ura papleysphretor s
based mose helteussiiulpfang b \charep powgenunenri t h déehdikle dont ilaa Féperse ieshpro@etivansie a d4

t hi s r caugroentationt [tie [eerfensign enécedsaiteh@ Iy c oc ylumpidre jabsorbép  ladiengear B'ondsfspédifie.

Cyt Opt seopstaneg iheourag) splon 12 b d'Obp KimRdye 20 gr bihdifiredliop geliulaienéent iige 3 frbserban-
cyt opl asigmenttension. géadieepy do paseadeylesBiasni ¢ cen@n'BPSIH@ ainehQed s lgrme. RS rpesures

nucI eus“'e"“'e £H & ?'%H‘i‘ﬁ?"&@ sl StR’IS% p&seﬁart ofdet me P%%“bla'éatf"ﬁé’l ’f'°t hP‘é‘é ce
parti al s@’\'/é 'f”i’eh tc_gz@%'@w 'ee ?& % et 'e Ie ﬂ%
that (HB? c°[ Rl e e o L.f e”ﬁe'r e ga,n terpa"fsw “"etéf' “'%'cs'g gﬁé
ang t hr\a lemen{ agtlllo () san}s n a n s le frés coo ra \Akl.'e lﬁs pe%te qu

i &H cn q es
causes té}{%ﬁ Bk QeuulSé’ g rﬁ%@&'cﬂﬂ%ﬂﬁ:‘e@ ' 0“ 0 H.E&E'd%’l%s Wﬂlc%@s Fﬁkﬁtﬁ-
differ ed%t:l'aﬂﬁ brOlerdir THO gisdri rﬁhdﬂrde\{éﬂfe)éué%azar doééﬁs a*: HbREHTRIUE und Bme RIS Id§s and
count i NGscb qde b ShifeREM lebiCspadiaod) OPUI at | 0Nys US|aRRGks @R biftfadtion BE&ASHS 1S cildisfonl ou

ei ther onLd Mémedel daCdiffdkeRciftion RPIbsCRMmEd! T f I ACkds YR S HifiRBIRA R, dedlongliburs d'ohad he
princi plémestl utingsa svdcesprincipé ebthe nBliotal  dedifdrdniés,Wu shcdi€ldes vedursedeSdiitrabBiora
conbi nadite OScrevhing Deicbopire”] penhét@ntidiob®hir Case, ded Bgiéd difisaantd. PG b utHsfntadel dy@ht
ray genbadpprsctai 8 taabirhen safguibdidur s dent  ¢hingdstspéartiqesal ésndbens Liteydisetimination

di f f er enwbulgiingy des MMMSSOGB teligessMare- of+t haldabl and on the anmount of |ight
absor benciédoe pbs/Granyeytempt i cal col | ect or havi bes apparpitiages efiisank ces plingipesviotth a
bl ack backeseenipldie Banglysaaenese pur hilisalipn gnmenfrenbd unetasandp sereillité slatelignement opti-

d'une réactif lytique & action différentielle. Par le que rendant les mesures de diffraction d'une stabi-
A biais de ce réactif les membranes des leucocytes lité relative. De nombreux facteurs fragilisent égale-
laissent fuir le contenu du cytoplasme. Les celiules 45 ment la mesure comme, notamment, I'encrasse-
n'ayant pas de granules contenus dans leur cyto- ment de la cuve de lecture, la sensibilité des
plasme se retrouvent don¢, avec la membrane cy- parties optiques aux poussiéres atmosphériques et
toplasmique enrobant leur noyau ; les granulocy- & la température et I'nygrométrie du focal. En ou-
tes, eux, conservent une partie du cytosol, leurs tre, la haute technicité nécessaire 2 un ensemble
granules empéchant partiellement sa fuite. 50 optique performant rend le colt de l'appareil peu
L'inconvénient majeur de cette méthode réside attractif.
dans le fait que les leucocytes ne sont différenciés L'invention a donc pour objet un appareil qui
que par leur taille finale et que l'action de la lyse évite les inconvénients inhérents aux appareils
sur certaines cellules, notamment les éosinophiles _ mettant en application les méthodes précitées et
ot les basophiles, n'est pas maflrisée totalement, s5 qui permet I'identification, le comptage et/ou I'ana-
ceci provoquant fréquement un chevauchement lyse d'au moins une sous-population leucocytaire
voir une superposition des populations qui rendent ot en particulier les polynucléaires éosinophiles.

la différenciation impossible ol trés hasardeuse.
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by t he el ecislongme qgg@tws@qye de linvention, une bances des leucocytes analysés
buse externe d'injection est montée & Iintérieur du Figure 5 une représentation graphique matriciel-
f\, boitier et se termine par un orifice calibré qui fait le des contours représentatifs de la répartition
communiquer la chambre intérieure de ladite buse 45 des populations.
avec la cuve, pour I'"émission d'un premier liquide L'appareil représenté & la figure 1 comporte un
de manchonnage. : boitier d'injection 1 de forme générale cylindrique
Avantageusement, une chambre annulaire est dont la partie supérieure présente un profil conique
ménagée entre une partie conique de la buse ex- 2. L'orifice 3 du boitier 1 est coiffé sur au moins
terne d'injection et une face interne du boitier ; elle  s0  deux faces opposées, de parois de verre 4 entre
communique avec la cuve de mesure et olle est lesquelles est disposée une cuve de mesure 5
alimentée en fluide sous pression par au moins un communiquant par sa base avec le boitier d'injec-
conduit. tion et débouchant & sa partie supérieure dans un
Selon une autre caractéristique particuliere de conduit d*évacuation 8. Un bouchon 7, appliqué sur
linvention, une buse interne d'injection est montée 85 les parois de verre 4, maintient la cuve 5 et sert
2 lintérieur de la buse externe et porte un orifice également de support 4 l'embout 8 du conduit
d'injection de fluide sous pression provenant d'un d'évacuation.

conduit qui débouche dans une chambre intérieure
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manchonnage traverse donc I'orifice calibré 12, et tionnelle au volume du leucocyte.
se trouve alors soumis & un deuxiéme manchonna- La détection optique c'est 2 dire la détermina-
ge réalisé par injection de liquide sous pression tion de lintensité de I"absorpiton des feucocytes
s par le conduit 14 et orienté 3 [Iintérieur de la est mesurée au moyen du faisceau lumineux 24
chambre annulaire 13. Ce manchonnage débouche 45 traversant la cuve 5 perpendiculairement au flux &
par l'orifice 3 dans la cuve de mesure 5, traversée, analyser. Le faisceau lumineux est réalisé au
perpendiculairement au flux, d'un faisceau lumi- moyen de la lampe 22, dont I'énergie lumineuse
neux 24, concentré et focalisé sur le flux de solu- passant au travers d'un filire de longueur d'onde
tion de leucocytes. La circulation des flux dans correspondant 3 I'absorption de la cellule, puis
Fensemble de mesure se fait du bas vers le haut, s0 d'une fenétre est concentrée sur un diaphragme
selon un axe vertical, évitant ainsi la stagnation derrigre lequel est placé V'ensemble projecteur opti-
d'éventuellés bulles, Le fait d'utiliser ainsi un dou- que 25, focalisé sur le flux de solution de leucocy-
ble manchonnage présente un certain nombre tes. L'image de la fenétre lumineuse traversée par
d'avantages. le flux de solution, passe par un collimateur puis
Le premier manchonnage réalise un centrage 55 est projetée par l'autre systéme optique collecteur
parfait du flux de cellules dans l'orifice de compta- 26 sur une photodiode 23 aux bornes de laquelle
ge et interdit, de par la finesse du flux réalisé et du est connecté un montage amplificateur.

ratio de dilution, ie passage coincidant de plusieurs
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better understood fromthe foIIowi ng description with reference to the
acconpanyi ng draw ngs, _wherei n: é ySp A Sectional view of the

i njection case, Fig. 2 shows a schena I'C View of the preparation and
processimng circuits associated with the apparatus, Fig. 3 shows a
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sl eevi ngtraitement associés & I'appareil de la figure 1. On a 5, on observe la répariition des populations en
schématisé le boitier 1 et son ensemble optique taille selon l'axe des X et en absorbance selon
associé constitué de la lampe 22, du projecteur l'axe des Y. Cette représentation permet I'étude
Q optique 25, du systéme optique collecteur 26 et la des leucocytes par un logiciel de taxonomie, le
photodiode de réception 23. Le sang admis dansle 45  positionnement de seuils permsttant la séparation
boitier 1 par conduit 20, ainsi que les fluides de d'au moins une population de leucocytes, Bdf re-
manchonnage admis par les conduits 14 et 19 présentant les bruits de fond (stomas + plaquet-
subissent une préparation et proviennent d'une en- tes) :
semble de distribution hydraulique 27, lui-méme - L : Lymphocytes
alimenté par un échantillon de sang provenant 50 M : Monocytes
d'une unité 28 de mélange et de chauffage. Les PN : Polynucléaires neutrophiles
électrodes localisées dans le boitier 1 fournissent PE : Polynucléaires éosinophiles
des signaux proportionnels au volume des leucocy- PB : Polynucléaires basophiles.
tes regus dans un circuit analogique 29 de mesure L'invention ne se limite pas aux modes de
de résistivité, signaux convertis en valeur numéri- 55  réalisation décrits ni & ce type d'analyses. Notam-
" que dans une unité 30 de traitement numérique ment on peut envisager, en remplagant le filtre
des informations. La photodiode 23, de son coté, optique par une roue 3 filtres, de litre des colora-
fournit des signaux proportionnels 4 la densité opti- ' tions multiples autorisant I"analyse d'autres types
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fl ow. Theusavrdgearief t he | i ght w ndow, 40 jéction (1), ladite chambre étant alimentée en
fluide sous pression par un conduit (14), pour
Revendications 'émission du second liquide de manchonnage.
) 1. Appareil pour le comptage et la détermination 3. Appareil selon les revendications 1 et 2, carac-
d'au moins une sous-population leucocytaire 45 térisé en ce qu'une buse interne d'injection
utilisant au moins en partie une méthode (16} est montée 2 l'intérieur de la buse externe
d'analyse et de comptage par résistivité basée {10) et porte un orifice (21) d'injection de fluide
sur le principe de passage d'une cellule dans sous pression provenant d'un conduit (20) qui
un champ électrique oll est entretenu un cou- débouche dans une chambre (18) intérieure &
rant constant fournissant un signal interprété  so ladite buse externe au droit de l'orifice calibré
en vue d'obtenir une information sur le volume (12).
de la cellule traversant ce champ et utilisant au
moins en partie une méthode optique consis- 4. Appareil selon la revendication 1, utilisant une
tant & faire passer une cellule dans un rayon cuve de mesure encadrée par, d'un cbté, une
lumineux et 2 recueillir dans un col lecteur ss lampe et, de l'autre coté, un capteur qui regoit
optique 1a lumigre absorbée par la cellule pour le faisceau lumineux émis par la lampe et
fournir un signal interprété en vue d'obtenir focalisé par des éléments optiques, caractérisé
une information sur I'absorbance de la cellule, en ce que la cuve de mesure (5) présente un
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taille relative de son noyau et/ou sa forme relative jection (10) et une face interne du boftier d'in-
_ ou sa régularité. 40 jection (1), ladite chambre étant alimentée en
fluide sous pression par un conduit (14), pour
Revendications : I'émission du second liquide de manchonnage.
)534. 1. Appareil pour le comptage et la détermination 3. Appareil selon les revendications 1 et 2, carac-
d'au moins une sous-population leucocytaire 45 térisé en ce qu'une buse interne d'injection
utilisant au moins en partie une méthode (16) est montée & l'intérieur de la buse externe
d'analyse et de comptage par résistivité basée {10) et porte un orifice (21) d'injection de fluide
sur le principe de passage d'une cellule dans sous pression provenant d'un conduit {20) qui
un champ électrique oll est entretenu un cou- débouche dans une chambre (18) intérieure 2
rant constant fournissant un signal interprété  so _ladite buse externe au droit de Vorifice calibré

en vue d'obtenir une information sur le volume {12).

de la cellule traversant ce champ et utilisant au
moins en partie une méthode optique consis- 4. Appareil selon la revendication 1, utilisant une
tant & faire passer une cellule dans un rayon cuve de mesure encadrée par, d'un c6té, une
lumineux et a4 recueillir dans un col lecteur &5 lampe et, de l'autre c8té, un capteur qui regoit
optique la lumiére absorbée par la cellule pour le faisceau lumineux émis par la lampe et
fournir un signal interprété en wvue d'obtenir focalisé par des éléments optiques, caractérisé
une information sur I'absorbance de la celiuls, en ce que la cuve de mesure (5) présents un
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sensor sentation graphigue en matrice, permsttant de fluid through a duct (14), for the emission of
visualiser des contours représentatifs de la ré- the second slesving liquid.
. partition des populations.
St 3. Apparatus according to claims 1 and 2, charac-
Clalms ' 45 terised in that an internal injection nozzle (16)
is mounted inside the external nozzle (10) and
1. Apparatus for counting and determining at - has an orifice (21) for the injection of pres-
least one lsucocytic sub-population using at surised fluid coming from a duct (20) which
least in part an analysis and counting method opens into a chamber (18) inside said external
by resistivity based on the principle of a cell 50 nozzle in line with the calibrated orifice (12).
passing through an electric field where a con-
stant current is maintained delivering a signal 4. Apparatus according to claim 1, using a mea- .
which is interpreted so as to obtain information surement tank surrounded, on one side, by a
about the volume of the cell passing through lamp and, on the other, by a sensor which
this field and using at least in part an optical 55 receives the light beam emitted by the lamp
method which consists in causing a cell to and focused by optical siements, characterised
pass through a light ray and collecting in an in that the measurement tank (5) has a wide
optical reader the light absorbed by the cell so internal passage so that the doubly sleeved
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assenbly focused on the neasurenent tank, at 90[err] fromthe |aser ray
passi ng through it. e assenbly ng the sanpl e rust be adapted
so as to obtain the Jjj‘gsi red cell Fﬁhoraégg‘g%tl:e The neasureinﬂrtl;nts t hus

obt ai ned make it possible to evaluate the volune of the cell by
resi sti Vigby reritdiid dohdentil 4Ad SSIIRBE Buring N @ T WufdAQNle Zanaabsdfblerte Lidhti Zilsammeln,
accor di Nghe WHdle of ravél @dagPhb B8k.pl € of t he nNaASsK SR Eu IREEE B4 i, Hidblior derewtr ent
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Appar at uscoalows Ireliresgntitive ©F sHerlisibutidnadtaceer i S edbrannddshBehdwsas @) tr@ntivet] isti unf @t | on
nozzl e (189 pappldiongy i n a calibrated orifice (e Kenmas (1) dek Dluss mitalet Kizetlase
(1) and causes the internal chanber (18) of Ghkanmusizieten 186 uvp dienerstec Hnbikwi t h

; . Patentanspriiche lungsfilissigkeit auszustoBen, und daB eine
Mt ringférmige Kammer (13), die auch mit der
1. Gerdt zum Z#hlen und zur Bestimmung min- 45 MeBklvette (5) kommuniziert, zwischen sinem
destens einer leukozytiiren Unterpopulation, konischen Bersich (11) der duBeren Injektions-
das zumindest feilweise ein Verfahren zur Ana- dise (10) und einer Innenseite des Injektions-
lyse und zur Zihlung durch Widerstand ein- gehduses (1) untergebracht ist, wobei diese
setzt, das auf dem Prinzip des Eintritts einer Kammer liber eine Leitung (14) mit dvuckbe-
Zelle in ein elekirisches Feld beruht, in dem 50 aufschlagtem Fluid versorgt wird, um die zwei-
die Stromstérke konstant gehalten wird, wobei te Umhiillungsfilissigkeit auszustoBen.
dieser Eintritt ein Signal liefert, das im Hinblick
darauf interpretiert wird, eine Information tUber 3. Gerdt nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
das Volumen der dieses Feld durchquerenden kennzeichnet, daB eine innere Injektionsdiise
Zelle zu erhalten, und das zumindest teilweise 55 (16) im Inneren der #uBeren Diise (10) mon-
ein optisches Verfahren einsetzt, das darin be- tiert ist und eine ('5ffnung (21) zur Injoktion von
steht, eine Zelle in einen Lichtstrahl eintreten - druckbeaufschlagtem Fluid aufweist, das aus
zu lassen und in einem optischen Kollektor das einer Leitung (20) austritt, die in eine Kammer
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the tank (5), for the em ssion of the first sleeving liquid, and in that an
annul ar chamber (13) wgich also corgpgi g th the measu,lifement tank (5)
is incorporated between a conical part (11) of said external injection
nozzle (10) and an internal face of the injection case (1), said chanber
bei ng fed ws)im RisamSder Basethn fOuss gogottbaugh a duebpufaichivertdilong sichBarajsmacht @erden

t he seconddslkalibidragyGiiuag{12).mihdet. Appar at us acesnnei.ng to clains 1 and 2,
characterised in that an internal injection nozzle (16) is nmounted inside

t he ext ek n&pratwpely Aesp(ualD}. kehderheire MeBkdr i fice (21) for the injection of
pressuri sedetp| uncEirselri kagmt. rdispud dgueinen 209 whi ch opens into a chanber (18)

i nsi d€” sai geitexyopeing Lampp g ahderigngerli th t he cal i brated orifice (12). 4.

Appar at us §E't?o‘f°ﬂﬁ’f§£“tﬁ°@?’5‘?%°1‘gerﬂ§'f » a nmeasurenent tank surrounded, on one
side, by a9’ r L3mpe ﬁ'@'“i?f‘%é’t‘d "‘5 a sensor which receives the |ight
beam em tt agjis y opt| cal elements, characterised in
that the zur R z%f Q‘jmzen“m de i nternal passage so that the
doubly sl ee|¥ ; s ) (%g%b ﬁﬂ s C and stabilised during the whol e of
its travel cﬁ; reckel Ig;lratus according to claim1,

char act er' Bind nh@g,te,z;?m'ﬁg,% F:E y is positioned, focused on the
rreasurerrengve,g,ank (5), rom a aser,ray passing through it, for

carrying out a cyt ofI uorescence measur enent. 6. Appar atus according to

cl ai m 1, 5, clgaiesde Ahspch §,/Malildehi gekdmfizeichqui d t o be anal ysed and the sl eeving
flui ds comaetf dmnaua DosaruHg! dinefliCHlofiokest | on assenbly (27) fed by a sanple
froma m Xkéng-Masstingéise aun gie NEBkUVEHBIE). fo-/ . Apparatus according to claim1,
char act er i sessiertenMéfgaubpet i esinemf 99 fWibkebzw cemi ng fromthe resistivity
measur eneneigen die (Kgwsitte dechquereridare Laserstrehof a curve of distribution of the
vol umes f oendegrdngt istsi ng, between at |least a |l ow threshold and a high
threshol d, the main | eucocyte popul ation, by separating the stromata and
pl at el et® &erahpach Angpruphb dadrh gelsgnpzeich; zed particles. 8. Appar at us
accowtli ng % §38Mengujanalysiptende fFlissigkailjurdy t2hat the i nformation coming fromthe
opti cal rre ?LH"@W’E‘HQ%‘”‘?%WS&‘E%W%&"B? %eans of an absorbance distribution
curve for ?” F&%ﬁ ’f"b nf"hreshol d and a high threshold, the
en kT

absorbancea‘bsfe'am gr‘seo 'i 8"(1 Mating the cell popul ations exhibiting
little abs8PPENEE"%ERS ol opul ati ons exhi biting i ntense absorbance.

9. Appar %EH?nacﬁﬁSsBFuQ{ ?g,adl}r& geﬁénﬁie%ﬁ f, 7 and 8, characterised in that
the infor MRl QR P Mls dn TWiBER L gné’sg‘ﬁib&tl vity neasurenents and opti cal
nmeasur enenhévdrgceggngg,{em,@démh,gn@ ek Nbig- representation in matrix form for
di spl ayi NG mehVBrdiRabIRHG Swib®RjegstRR t vidrdee Of the distribution of the
popul at i oNsodulchlzviedied einbhlintorehlintildineil 1 C L M S
oberen Schwellenwert die Hauptpopulation der
Leukozyten lokalisiert werden kann, indem die
Stromata und Pldtichen, wie auch die Partike!
von auBerordentlicher GréBe ausgesondert
werden. 40

8. Ger&t nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daB die aus den optischen Messungen
yge¥ gewonnenen Informationen in einer Absorp-
tionsverteilungskurve aufgeiragen werden, wo- 45
durch zwischen einem unteren und einem obe-
ren Schwellenwert die Absorption der Leukozy-
ten lokalisiert werden kann, indem die Popula-
tionen von wenig absorbierenden Zelien, wie
auch die Populationen von intensiv absorbie- 50
renden Zellen abgeschieden werden.

9. Gerét nach einem der Anspriiche 1, 7 und 8,
dadurch gekennzeichnet, daB die aus den Wi-
derstand- und den optischen Messungen her- 65
vorgegangenen Informationen in siner graphi-
schen Matrixdarsteliung wiedergegeben wer-
den, wodurch die reprédsentativen Umrisse der
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