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69 Vorgefirbte Objekttriiger fiir die Blutuntersuchung.

@ Die vorgefirbten Objektirdger fiir die Blutuntersu-
chung weisen hochgereinigtes Methylenblau N und
Kresylviolettacetat im Gewichtsverhéltnis 1 : 1,5 bis1:5
auf,
Die neuen Objektiriger ergeben kontrastreiche,
leuchtende Firbungen, welche eine sichere Differenzie-
rung der Granulozyten erméglichen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Vorgefarbte Objekttréger fiir die Blutuntersuchung,
gekennzeichnet durch hochgereinigtes Methylenblau N und
Kresylviolettacetat im Gewichtsverhéltnis 1:1,5 bis 1:5.

2. Vorgefarbte Objekttriger nach Patentanspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass das Methylenblau N als Monohy-
drochlorid vorliegt.

3. Vorgefirbte Objekttriger nach Patentanspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die Farbstoffe aufgespriiht sind.

4. Verwendung des vorgefarbten Objekttrigers nach
Patentanspruch 1 zur Blutuntersuchung.

Das sogenannte Differential-Blutbild gehdrt zu den am
héufigsten durchgefiihrten mikroskopischen Methoden. Hierbei
werden die einzelnen Blutpartikel (Erythrozyten, Leukozyten
und Thrombozyten etc.) mit Farbstoffen selektiv angeférbt,
wodurch die mikroskopische Differenzierung und die Erken-
nung von pathologischen Verénderungen ermdglicht wird. Die
bisher iiblichen Firbeverfahren (z.B. nach Wright, May-Griin-
wald oder Pappenheim) beinhalten mehrere Arbeitsschritte wie
z.B. Blutausstrich, Fixieren, z.T. mehrfaches Farben, Waschen
und Trocknen und sind daher recht umsténdlich. Ausserdem ist
die Qualitdt der Anfirbung stark von der Qualitdt der Farb-
stoffe, sowie von Ubung und Erfahrung der damit befassten
Personen abhiingig.

Es hat daher nicht an Versuchen gefehlt, diese Verfahren zu
vereinfachen. In jiingerer Zeit ist in der DOS 2 153 673 ein
Verfahren beschrieben, welches sich sogenannter vorgeférbter
Objekitriger bedient, die mit Methylenblau Kresylviolettacetat
beschichtet sind. Wird auf diese Objekttréger ein Tropfen Blut
aufgebracht und mit einem Deckgldschen bedeckt, so kann nach
ca. 5 Min. mikroskopiert werden. Hierbei ist neben der Diffe-
renzierung der verschiedenen Leukozytenformen und der
Thrombozyten, zusitzlich die Erkennung von jugendlichen Ery-
throzyten, der sogenannten Retikulozyten moglich. Dies ist,
neben der einfachen und sicheren Handhabung, ein weiterer
Fortschritt gegeniiber dem herkémmlichen Differentialblutbild.

Trotz des unbestreitbaren Fortschritts, den dieses Verfahren
erbrachte, weist es aber auch einige gravierende Nachteile auf.

So sind die Fiirbungen allgemein relativ stumpf, diffus und
kontrastarm, ferner lassen sich die drei verschiedenen Formen
der granulierten Leukozyten (Eosinophile, Neutrophile und
Basophile) nur schwierig differenzieren.

Es wurde iiberraschenderweise nun gefunden, dass man
vorgefirbte Objekttriger erhilt, die kontrastreiche und leuch-
tende Firbungen ergeben und die eine sichere Differenzierung
der Granulozyten erméglichen, wenn man die Farbstoffe
Methylenblau N und Kresylviolettacetat in hochgereinigter
Form in einem Gewichtsverhiltnis von 1:1,5 bis 1:5 einsetzt.
Vorzugsweise wird Methylenblau N als Monohydrochlorid
anstelle des handelsiiblichen Zinkdoppelsalzes eingesetzt.

Aus der DOS 2 153 673 geht nicht hervor, von welcher
Qualitit die verwendeten Farbstoffe waren. Die Tatsache, dass
bei der Herstellung der Farbstoff-Losungen von ungeldsten
Riickstiinden abfiltriert werden soll, ldsst auf handelsiibliche
Qualitdten schliessen. In der Tat wurden bei der Nacharbeitung
der DOS mit handelsiiblichen Farbstoffen vorgefdrbte Objekt-
tréger erhalten, deren Firbeeigenschaften denen in der DOS (S.
5-6) entsprachen.

Die Reinigung von Mikroskopierfarbstoffen ist im allgemei-
nen nicht iiblich. So werden oftmals schon seit Jahrzehnten
Farbstoffe von zweifelhafter Reinheit benutzt, die sonst zur
Textilfirbung verwendet werden. Bei vielen Farbstoffen ist
zudem nicht bekannt, ob und welche Verunreinigungen das
Firbeergebnis beeinflussen. So ist es z.B. nicht verwunderlich,
dass die amerikanische Biological Stain Commission als wichtig-
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stes Kriterium bei der Spezifikation eines Farbstoffs die Brauch-
barkeit in bestimmten Firberezepturen ansieht und fiir die
Gehaltsbestimmung lediglich photometrische und reduktome-
trische, aber keine chromatographischen Methoden vorschreibt.

Diese photometrischen und reduktometrischen Methoden
geben aber hochstens Aufschliisse iiber den Gesamtfarbstoffge-
halt und nicht iiber etwaige farbende Verunreinigungen.

Methylenblau N (Neumethylenblau, C.I. Basic Blue 24, 3,7-
Bis-(N-ithylamino)-2,8-dimethylphenothiazoniumchlorid) ist
als ca. 50-70%ige Ware im Handel erhiltlich und weist nach
unseren Befunden bei der diinnschichtchromatographischen
Analyse 3-4 Nebenflecken in wechselnder Menge auf. Der Rest
ist Zinkchlorid und Natriumchlorid. Es wurde von uns gefun-
den, dass eine ausgezeichnete Reinigung durch Losen in Wasser
und Ausfillen des Hydrochlorides mit Salzsdure erfolgen kann.
Man erhilt so ein chromatographisch reines Produkt, das nur
noch ca. 0,5% Zinkchlorid enthilt und in Form des Monohy-
drochlorids vorliegt.

Kresylviolettacetat (Cresylechtviolett, Cresyl Fast Violett
Acetate, 5,9-Diaminobenzo(a)phenoxazonium-acetat) ist im
Handel mit mehr oder weniger grossen Mengen Natriumacetat
verunreinigt erhéltlich. Auch hier weist die diinnschichtchroma-
tographische Analyse 3 Nebenflecken in wechselnder Menge
auf. Die Reinigung kann wie folgt vorgenommen werden:

Zuerst wird durch vorsichiiges Digerieren in Wasser das
Natriumacetat entfernt. Danach wird in Methanol geldst und
mit Ather ausgefilit. Die Wiederholung dieser Prozedur liefert
ein chromatographisch reines Produkt.

Die so gereinigten Farbstoffe I6sen sich im Gegensatz zu
den Handelsprodukten riickstandsfrei in Methanol und kénnen
in der in der DOS 2 153 673 (Seite 4) beschricbenen Weise auf
Objekttréger ausgestrichen werden. Sie kdnnen auch gemiss
DOS 2 424 955 in Wasser geldst und zusammen mit Polyoxy-
#thylen-sorbitan-monopalmitat (Tween 80) aufgebracht
werden.

Es ist weiterhin sehr erstaunlich, dass man nur dann brauch-
bare Objekttriager mit den iiberraschend verbesserten Eigen-
schaften erhilt, wenn man das Verhéltnis der zwei Farbstoffe
zwischen 1:1,5 und 1:5 wihit. In der DOS 2 153 673 wird
némlich umgekehrt behauptet und beansprucht, dass das Ver-
hiéltnis 3:1 bzw. gemiss DOS 2424955 2,5:1 sein soll und
merkliche Abweichungen tunlichst zu vermeiden sind.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung erhéit man, wenn man die Farbstofflosung gemdss der
Methode der DE-PS 2 515 869 auf die Objekttréger aufspriiht.

Die gereinigten Farbstoffe werden dabei in Gesamtmengen
von ca. 0,5 bis 10 y/cm? auf die Objekttriger aufgebracht. Das
Verhiltnis von Methylenblau N zu Kresylviolettacetat darf
dabei zwischen den Werten von 1:1,5 bis 1:5 variieren.

Die erfindungsgemaéssen vorbeschichteten Objekttriiger
werden wie in der DOS 2 153 673 (Seite 4-5) beschrieben, mit
einem Blutstropfen und danach mit einem Deckglédschen verse-
hen und nach ca. 3-5 Min. mit einem Olimmersionsobjektiv
mikroskopiert.

Die Firbungen sind ausserordentlich klar, kontrastreich und
gut reproduzierbar. Gegeniiber den in der DOS 2 153 673
(Seiten 5-6) beschriebenen Farbecharakteristiken treten fol-
gende Besonderheiten auf:

a) Die Granula der Eosinophilen sind leuchtend gelb
gefirbt, gegeniiber einer dort beschriebenen Orangeférbung.

b) Die Granula der Basophilen sind orangerot gefirbt im
Gegensatz zur dort beschriebenen Purpurfirbung. Die als Wirk-
sames identifizierendes Merkmal bezeichnete Orangeférbung
tritt dort nur am Rand der Zelle bei geeigneter Fokussierung
auf.

c) Die Konturen der Kerne sind ausserordentlich klar
erkennbar, was die Differenzierung von Lymphozyten, Mono-



zyten und den verschiedenen Reifestadien der Granulozyten
sehr erleichtert.

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgeméssen diagnostischen
Mittel besteht darin, dass die Farbungen nicht mehr von den
Qualitdtsschwankungen der handelsiiblichen Farbstoffe abhin-
gen. Bei der technischen Herstellung grosser Stiickzahlen ist die
Reproduzierbarkeit beziiglich Farbstoffauftrag und -zusammen-
setzung von grosster Bedeutung.

Als Material fiir die Objekttréger kann Glas verwendet
werden. Sofern die Farbstoffe gemiss der Methode der DE-PS 4
2 515 869 aufgespriiht werden, konnen auch Kunststoffe ver-
wendet werden, wobei die Farbstoffe natiirlich auch auf Deck-
glidschen aus Glas oder Kunststoff aufgebracht sein konnen.

In den folgenden Beispielen soll die Erfindung néher erldu-
tert werden.
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Beispiel 1

Reinigung von Kresylviolettacetat

50 g Kresylviolettacetat (Matheson Coleman & Bell) wer-
den in 100 ml Wasser suspendiert und 15 Min. kriftig geriihrt.
Danach wird der Farbstoff abgesaugt und zweimal mit je 100 ml
ciskaltem Wasser gewaschen. Der Filterriickstand wird in 1,6
itr. Methanol unter Erwdrmen gelost und bei ca. 30° von den
unlédslichen Anteilen abgesaugt. Das Filtrat wird langsam unter
Riihren mit 3,5 ltr. Ather versetzt und unter Eiskiihlung 30 Min. 25
nachgeriihrt. Die gebildeten Kristalle werden abgesaugt, in
620 ml Methanol unter Erwérmen gelost, die Losung auf 30°
abgekiihlt und der Farbstoff durch Zugabe von 1,85 ltr. Ather
unter Riihren und Eiskiihlung abgeschieden. Nach Absaugen
und Waschen mit dreimal 120 ml Ather-Methanol (3:1) erhélt 30
man nach Trocknen iiber Diphosphorpentoxid 22 g Kresylvio-
lettacetat in Form dunkelgriiner Kristalle. Zusammensetzung;:
ca. 82% Kresylviolettacetat, 8 % Kresylviolettchlorid und 10%
Wasser. Beim Erwiirmen auf 150° tritt Zersetzung ein. Die
Substanz ist nach chromatographischer Untersuchung (DC-Fer- 35
tigplatte Kieselgel 60 F 254 Merck, Laufmittelsystem Butanol-
Eisessig-Wasser 4:1:5) praktisch rein. Rg-Wert: 0.6.
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Beispiel 2

Reinigung von Methylenblau N

In einem 4 lir.-Dreihalskolben werden 100 g Methylenblau
N (New Methylene Blue — Matheson Coleman & Bell) in 1 ltr.
Wasser unter Rithren geldst und mit 1 ltr. konzentrierter Salz-
siure, d=1,18, versetzt. Nach 4 Std. Rithren unter Eiskiihlung,
8 Std. Stehen im Kiihlschrank bei +5° saugt man die gebildeten4s
Kristalle ab, wischt mit 400 ml eisgekiihlter 6 N Salzsdure und
500 ml Ather. Man erhilt 36,5 g schwarze, metallisch glinzende
Kristalle, Zersetzung ab 253° . Der gereinigte Farbstoff besteht
aus 95~97 % Methylenblau N-chlorid-Hydrochlorid und enthélt
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3--5% Wasser. Zink ist nur noch in Spuren vorhanden. Der
Farbstoff ist nach chromatographischer Untersuchung (DC-
Fertigplatte Kieselgel 60 F 254 Merck, Laufmittelsystem n-
Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5) praktisch rein. Rg-Wert: 0,5.

Beispiel 3
Vorgefirbte Objekttriger
Es wird eine Losung folgender Zusammensetzung unter
Verwendung der gemiss Beispiel 1 und 2 gereinigten Farbstoffe
hergestellt:

Methylenblau N-Hydrochlorid 130 mg
Kresylviolettacetat 270 mg
Methanol ad 100 ml

Diese Losung wird mit einem Wattebausch auf Objekttréger
als Film verstrichen und getrocknet oder aus einer 0,5 mm
Breitstrahldiise (SS 60 67228-45 der Fa. Spraying Systems) mit
einem Spriihwinkel von ca. 25° im Abstand von 20 cm durch
eine Maske in einer Breite von 3 cm auf Objekttriger gespriiht,
die mit einer Geschwindigkeit von 1,5 m/min unter der Diise
vorbeigefiithrt werden.

Spriihdruck: 1,2 atii; Fliissigkeitsdurchsatz durch die Diise
10 ml/min.

Bei einer mittleren Tropfchengrdsse von ca. 20 p betrdgt die
aufgebrachte Farbstoffmenge ca. 3 pg/cm?.

Auf so hergestellte vorgefirbte Objekttriger wird ein Bluts-
tropfen von ca. 5-10 pl aufgebracht und mit einem Deckglas
bedeckt. Nach ca. 3-5 Min. wird die Anfirbung unter dem
Mikroskop bei ca. 800-facher Vergrosserung unter Verwendung
eines Olimmersionsobjektivs beurteilt.

Die einzelnen Partikel des Blutes stellen sich in folgender
Anfirbung dar:

Retikulozyten: purpurfarbenes Netzwerk innerhalb der kaum
angefirbten Erythrozyten.

Neutrophile: purpurfarbener Kern innerhalb eines fein gra-
nulierten fast farblosen Plasmas.

Eosinophile: purpurfarbener Kern innerhalb eines grob
granulierten gelben Plasmas.

Basophile: dunkelpurpurfarbener Kern innerhalb eines
mittelgross kompakt granulierten orangerot-
farbenen Plasmas.

Lymphozyten:  purpurfarbener Kern mit hellpurpurfarbenem
Plasma.

Monozyten: wie Lymphozyten, nur grosser und mit mehr
Plasma.

Thrombozyten: kleine purpurfarbene Partikel.
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