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Be?@hreibung der Frfindung
Ti't el der Erfindung .

Verfahren zur elektronischen Thrombozytenzdhlung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die'Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zéhlung von
Thrombozyten aus Venenblut, Kapillarblut oder pléttdhen-
reichem Plasma unter Anwendung von elektronischen Zdhl~
gerédten, die nach dem Coulter-Prinzip arbeiten und nur
nit einem unteren, verstellbaren Diskriminator ausge-
ristelt sind.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Verfahren zur elektronischen Zdhlung von Thrombozyten
nit nach dem Coulter-Prinzip arbeitenden Ger&dten sind
schon seit einiger Zeit bekannt (B.S. BULL et al ,
Amer J.Clin.Pathol. 44(1965), 678-685 3 J.JURGENS,
Arztl.Lab. 14 (1968), 347-354), Dabei sind diese Ver-
fahren je nach Art der angewandten Probenvorbereitung

und der von der technischen Ausfiibrung der benutzten

Zanlgeréte abhingigen Zihlweise verschieden, Von BULL
und JURGENS wurden Z&hlverfahren entwickelt, die auf

‘Gerdten mit nur einem unteren, verstellbaren Diskrimi-

nator Thrombozytenzihlungen ermdglichen. Beide Verfahren
arbeiten mit der Sedimentation als Probenvorbereitung.
Nach BULL wird die Schrigsedimentation von Vollblut

‘"Qurchgefiihrta



30

35

45

50

55

212901 -2-

Dabei ist jedoch eine Umrechnung der Zihlergebnisse mit

einem hiamatokritabhingigen Korrekturfaktor notwendlg.

Bei zu hohem oder zu niedrigem Haématokrit 1&8% sich diese

Korrektur nicht durchfithren (U HOEFFLER u. K.OETTE;
%. Klin. Chem, Klin, Biochemie 12(1974) 198~206.
Fbenfalls nach HOEFFIER und OFTTE ergibt sich ein relativ:

" hoher Prozentsatz von Untersuchungsgubtproben, bel denen

aufgrund schlechter Sedimentationseigenschaften das Ver-

. fahren nicht angewandt werden kann. Das Verfahren nach

JURGENS bereitet die Proben mit Hilfe der Spontansedimen-
tation in verdiinntem Zitratblut vor. Die Sedimentations-
zeit betrigt bei 5°C drei. Stunden, was zu unvertretbar
langen Bearbeltungszelten, sowohl fir die Einzelbestlmmung,
als auch fiir die Serie fihrt,

Die Z#hlung selbst wird nach der leferenzmethode durchge~
fiihrt, Zunichst ermittelt man bei geeignetber Diskriminator-
stellung die Zahl aller in der Probe vorhandenen Blut-

- zellen, Im zweiten Z&hlschritt wird bei verdnderter .

Diskriminatorstéllung die Zahl aller Zellen bestimmt, die
groBer als Thrombozyten sind (Erythrozyten, Leukozyten).
Die Thrombozytenzahl resultiert aus der Differenz beider
Zdhlungen.

Nach BULL sind wegen schwieriger Diskrlmlnatorelnstellung
stets zwei Gerdte fiir diese Zdhlweise notwendig. Die auch
nach JURGENS laufend notwendige Neueinstellung des Dis=-
kriminators ist ebenfalls schw1erlg. Die Umgehung dieses
Problems durch gerdteinterne Parallelzahlung bringt jedoch .
erhebliche Qualitétsverluste bei den erhaltenen Ergebnissen.
Sowohl nach BULL als such nach JURGENS liegen dis er-
mittelten Zihlergebnisse signifikant {iber den Werten, die
mit der bisher klinisch bewidhrten Kammerzdhlung (H.STOBBE,
%.med.Labortechnik 1(1960),79)bestimt werden.,
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Mit der technischen Vervollkommnung der elektronisch
arbeitenden Zahlgerdte werden Verfahren in den Vorder-

grund gerickt, welche die Anwenduhg giner unbteren und

einer oberen Diskriminatorschwelle voraussetzen und da-

mit die Moglichkeit bieten, die Thrombozyten in nur einem
Zahlschritt zu erfassen (W.ADAM u. Mitarb,, Blut 32 (1976),
347; E.BAUMGARTNER u. C.MAURIR, Arztl. Lab. 24 (1978),
186~190; B.S.BULL et al, Amer.J.Klin, Pathol, 44 (1965),
678-685; K.EISENBERG, Krztl. Labe 22 (1976), 263~266;

M, de BRUYEIRE et al, Thrombos. Diabhes, haemorrh.(Stuttg,)
32, 232 (1974); H.GADNIR u. Mitarbe,, Schweiz.med.Wschr,104,
138-140 (1974); U HOEFFLER u. K.OFTTE, Z. Klin. Chem. Klin,
Biochem, 12 (1974) 198-206; R.KUSE u, Mitarbe, Blut 35 (1977),
253-259; R. van BUUL u. A.O.M. von OUDHEUSEN, Arztl. Lab. 21
(1975), 418~428), Die dabei auftretenden Fehlermdglichkeiten
verlangen eine hohe geridtetechnische Perfektion (DT-AS 159829z
W ADAM ue Mitarb., ‘Blut 32 (1976), 347, R KUSE u. Mltarbg,
Blut 35 (1977), 235-259)

Als Probenvorbereltung findet oft die schnell durchfihr-
bare Zentrifugation Anwendung (M. de. BRUYERE et al,
Thrombos, Diathes, haemorrh, (Stuttg.) 32, 232 (1974);
H.GADNER ue Mitarbe, Schweiz.med. Wschr, 104, 138=140 (1974);
R.KUSE u. Mitarbe, Blubt 35 (1977), 253-259). Auch ist ein
Verfahren beksnnt, nach welchem man direkt aus Vollblub

mit Hilfe einer automatisierten Verhidlinismethode Thromho-
zyben z#hlen kann (DT-AS 2 812 517). Hierbei muB jedoch

eine vorhergehende Bestimmung der Erythrozytenzahl der
jeweiligen Blutprobe erfolgen, was den durch Umgehung der

- Probenvorbereitung erhaltenen Zeitgewinn betrachtlich

schmilert, Jedoch werden die Vorteile aller genanmnten Ver—
fahren durch die hohe Empfindlichkeit der benutzten Geridte,
den damit verbundenen grofien Wartungsaufwand und den sehr
hohen Anschaffungspreis aufgewogen.
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So kommt es, daB sich die sehr objektiv und mit ausge-
zeichneter Préazision arbeitenden elektronische Thrombo-

zytenzéhlung bisher in der Praxis wenig hat durchsetzen

konnen., , }

Die ungarischen Medicor-Werke entwickelten mit dem
elektronischen Teilchenzdhler Picoscale (PS-4) ein Gerit,
das-in eigener technisch einfacher und leicht zu warten-
der Aquﬁhrung wieder das Z&hlprinzip mit nur einer
unteren Diskriminatorschwelle zur Anwendung bringt
(DL-PS 65681). Allerdings geht das vom Hersteller in der
Bedienungsanleitung (Medicor-Werke Budapest, Bedienungs-
anleitung zum Teilchenz&éhlgeridt PS-4, 1976) verfalte
Zéhlverfahren von der falschen Voraussetzung einer mog-
lichen, vollkommenen Spontansedimentation von Erythrozyten

-und Leukozyten bei gleichzeitigem Frhalt der urspringlichen .

Thrombozytendichte'aus. Es liefert so keine akzeptablen,

- mit der Kammerzihlung (H.STOBBE, Z.med.Labortechnik 4

(1960), 79) vergleichbaren Werte. Zudem ist eine Proben=-
vorbereitungszeit von iiber zwei Stunden im Routinebetrieb
eines Lgbors nicht vertretbar.

Ziel dei.Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zu entwickeln,
mit dessen Hilfe, bei leicht durchfiihrbarer, zeitsparender
Probenvorbereitung, an Gerétén, die nach dem Coulter-
Prinzip arbeiten und nur einen unteren verstellbaren
Diskriminator besitzen, Thrombozytenzahlen in einfacher
Zéhlweise bestimmt werden kdnnen., Dabei muf eine gute Ver-
gleichbarkeit der ermittelten Ergebnisse mit denen der
bisher iiblichen Kammerzihlung gewdhrleistet sein. Das ent-
wickelte Verfahren muB mit einer wesentlich besseren .
Prazision arbeiten als die manuell-optische Zdhlmethode,
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AuBerden soll der Zeitaufwand fiir das enbtwickelte Ver-
fahren moglichst dem anderer moderner ‘elektronischer Zihl-
verfahren entsprechen und damit bedeutend unter dem Zeit-
bedarf des traditionellen Kammerzdhlverfahrens liegen, |

Darlegung des Wesens der Erfindung

Das VWesen der Erfindung besteht in der Entwicklung einer .
gunstigen Kombination von schneller, unkomplizierter
Prébenvorbereitung mit einer, dem angewandten Zshlgerdt
angepalten Durchfihrung der Differenzmethode, die zur Be-
stimmung von Thrombozytenzahlen mit nur einem unteren, ver-
stellbaren Diskriminator unumginglich ist. ErfindungsgemiRe
Voraussetzung ist es, daB eine vollsténdige Abtrennung -der
Erythrozyten und Leukozyten von den zu bestimmenden Thrombo-
zyten ohne hohen technischen und methodischen Aufwand nichb
nur nicht moglich, sondern auch in weitem MaBe nicht not-
wendig ist, ' .
Die zur Anwendung gelangende Probenvorbereitungsart kann,

_sowohl als Sedimentation oder als Zentrifugation ausgefihrt,

in einem sehr unvollkommenden Zustand abgebrochen werden,
Dadurch wird bei der Sedimentation eine groBe Zeibersparnis
erzielt, beil der Zentrifugation die ausschlieBliche An-
wendung spezieller, aufwendiger Technik umgangene

Der Zeitpunkt, an dem der Abbruch der Probenvorbereitung
gerade schon moglich ist, hingt ab von der Empfindlichkeit’
des angewandten Zﬁhlgerétes, mit der es in der Lage ist, |
eine kleine Anzahl von Thrombozyten in einer ebenso grofen
oder grofleren Anzahl von gr6Befen.Zellen (z.B. Erythrozyten)
gquantitativ exakt mit zu erfassen. Es ergeben gich bei der
in verdiinnten Untersuchungsgut ausgefihrten Probenvorbe-~
reitung erfahrungsgemiB keine untersuchungsgutbedingten Aus=
nahmen, bei denen eine Zdhlung der Thrombozyten unmdglich is
Weiterhin ist das Verfahren erfindungsgemidB durch eine geeig
grofle Verdiinnung und durch unvollkommen ausgefihrte Sediment
tion oder Zentrifugation unabhingig von himatokrit-spezi-
fischen Xorrekturfaktoren, '
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An den technisch relativ einfach aufgebauten Zihlgerdten

pit nur einem unteren, verstellbaren Diskriminator, die
bisher vorrangig zur Zdhlung von Leukozyten und Erythrozyten
eingesetzt sind, kann dann erfindungsgemdB aus dem nach
obiger Beschreibung vorbereiteten, verdiinnten Untersuchungs—
gutproben die Thrombozytenzahl pro Volumeneinheit nach der
Differenzmethode bestimmt werden. Voraussetzung ist dabei

die gerdtetechnisch gegebene Moglichkeit, die Diskriminator-
schwelle im ersten Zihlschritt jeweils soweit abzusenken,

daB auch die kleinsten Thrombozyten in entsprechend abgestimmten
MeBoffnungen (Poren) erfaft und vom 75hlgerit registriert
werden konnen. »

Es werden zundchst bei abgesenkter Diskriminatorschwelle allﬂ
in der Suspension enthaltenen Blutzellen gezdhlt. Im zweiten
7ihlschritt erfalt man bei erhohter Diskriminatorschwelle
alle Blutzellen, auBer den Thrombozyten. Die Thrombozyten~-
zahl ergibt sich dann aus der Differenz beider Zéhlwerte,
‘sbziiglich eventuell zu bestimmender Leerwerte.

“Ausfiihrungsbeispiel

Verfahren zur Thrombozytenzdhlung am ungarischen
Peilchenzihlgerdt PS-4:

Probenvorbereitung:

Zu 6,100 ml filtrierter HPJ-Losung (MEDICOR-Werke Budapest,
Bedienungsanleitung zum Teilchenzihlgerst PS4, 1976), die

in einem silikonisiertem Glasrohrchen vorgelegt sind, werden
0,200 ml EDTA-Blut pipettiert. Nach grundllcher Durchmlscthg

~ des Inhalts W1rd das Rohrchen um 45 geneigh und offen zur

Sedimentation abgestellt. Ist die Sedimentationszelt von
einer halben Stunde abgelaufen, pipettiert man vom klaren
lberstand in ein weiteres silikonisiertes Glasrdhrchen oder
PlastgefdB ab. Hieraus werden zur Messung am PS=4 0,050 ml
entnommen, und in 9,950 ml mehrmals filtrierte HPJ-Losung |
pipettiert (Endverdiinnung 1:6 300) .
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Messung:

Alle Messungen fiir eine bestimmte Patientenprobe erfolgen
aus ein und derselben Endverdiinnung und werden mit einer.
MeBdffnung (MeBrohr) vom Durchmesser 60 /um durchgefiihrt,

In der Erstverdiinnung sind die Thrombozyten mlndestens

8 h haltbar. Innerhalb dieser Frist muB dle Messung erfolgen

MnBvorgang Diskriminatorstellung MeBergenis
1e Leerwertbestimmung
der Gesamtteilchen- PBC / 400 LWomg,
. z&dhlung .
2o Leerwertbestimmung
der Erythrozybtenzahlung RBC / 400 - LWﬁZ
3¢ Bestimmung der .
. Erythrozytenzahl RBC / 400 EZ
4y Bestimmung der mittleren _ ,
Gesamtteilchenzahl PBC / 400 GTZ

Belde Leerwertbestimmungen erfolgen bei Finzelbestimmungen

. generell; bel der Durchfihrung von Serien entscheidet die

Qualitéat der filtrierten Verdﬂnnungslésung Uber die not-
wendige Hiufigkeit dieser MerorEange.

. Zur Bestlmmunv der nittleren Gesambteilchenzahl wird

der 4, MeSvorgang solange wiederholt, bis zwei aufein-
anderfolgende Werte nicht mehr.als 10 % des kleineren Wer*es
voneinander abwelchen. Diese beiden Werte werden dann zur
Mlttelwertblldung herangezogen.

‘Berechnung der Thrombozybtenzahl:

Die Zahl der Thrombozyten pro 1 Blut (X) wird nach fol~
gender Formel berechnet:

= GIZ - (BZ - LW z) LWany,
Bine Berucks:.ch‘clmunb des Himatokritwertes der Blutprobe
ist bei der vorgegebenen Erstverdiinnung von 1:31,5 und dem
unvollkommenen Stand der Sedimentation zur Zeit der
Uberstandsentnghme nicht erforderlxch.
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Erfindungsanspruch
1o Verfahren zur elektronischen Zahlung von Thrombozyten

_ ‘mit Z&hlgersiten, die nach dem Prinzip der Leitféhig-

225 keitsmessung in einer Mikro6ffnung (MeBdffnung,
MeBkanal, quq), durch welche eine Suspension von
nicht = oder schlechtteitenden Teilchen, suspendiert
in einer leitenden Flissigkeit, befdrdert wird, in

: der Lage sind, die durch die Mikrodffnung tretenden

230 = - Teilchen zu z#hlen und damit die Teilchenzahl pro

' Volumeneinheit bestimmen kénnen (Coulter-Prinzip),
dadurch gekennzeichnet, daB diese Gerate nur mit
einem unteren, diskontinuierlich oder kontinuierlich
verstellbaren Diskriminator (Schwellenwert) susge-

235 ristet sind, wodurch erstens die Z&hlung der Gesamtzahl
der suspendierten Blutzellen (Thrombozyten, Erythro-
zyten, Leukozyten u.a.) bei Einstellung einer die
kleinsten Thrombozyten miterfassenden, das soge-

. nannte Rauschen aber noch ausschlieBenden Diskrimi-

240 natorstellung erfolgen muB, zweitens die Zdhlung aller
Zellen, die gréBer als Thrombozyten sind, bei einer
Diskriminatorstellung, mit der die gréBten Thrombo- '
zyten noch nicht erfaBt werden; notwendig wird und

drittens die Thrombozytenzahl pro Volumeneinheit sich

245 ~aus der Differenz beider Zihlwerte, von denen vorher
noch, entsprechend der Reinheit der Suspensions=— oder
Verdiinnungsfliissigkeit, der bei der jeweiligen Diskri-
minatorstellung ermittelte Blind- oder Leerwert der
SuSpensionSfIﬁssigkeiﬁ subtrahiert werden muB, ergibt,
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gleichzeitig gekennzeichnet dadurch, daR die Be-
stimmunhg der Thrombozytenzahl aus verdinntem Unter-
suchungsmaterial (antikoaguliertes Venenblut, Kapillar-

' blut, pléttchenreiches Plasma u.a.) vorgenommen wird,

20

wobeil die groBeren Zellen (Erythrozyten, Leukozyten)
durch unvolléténdige Sedimentation, insbesondere Schrig-
sedimentation, zZum groBeaneil abgetrennt werden, und
aus der, die Thrombozyten in ginstigem Verhidltnis zu

den anderen Zellen enthaltenden Schicht (visuell‘fast
klarer Uberstand), die eventuell weiter zu verdiinnende .
Zéhlprobe entnommen werden muB.

Verfahren zur elektronischen Z&hlung von Thrdmbozyten.
nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB die zur
Probenvorbereitung notwendige Sedimentation durch eine

‘nichtquantitative Abzentrifugation der Zellen, die

groBer als Thrombozyten sind, durchgefiihrt in isotonem
oder isopycnischem Milieu, ersetzt ist, wobei dex

groBte Tell dieser Zellen aus einem nach der Zentrifu-
gation bestehenden, visuell fast klaren Zentrifugationt-

diberstand entfernt sein muB, ohne dal schon eine

Abwanderung der Thrombozyten in die mit griBeren
Zellen angereicherte Schicht (Zentrifugationsriickstand)
geschehen ist, '
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