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Titel der Erfindung

Verfahren zur Probenvorbereitung fiir die el ekbronische

Thrombozytenzihlung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorbereitung
von Thrombozytenzihlproben aus verdinntem Venenblutb,
Kapillarblut oder pléttchenreichem Plasma fiir elektro-
nische Zihlgerdte, die nach dem Coulter-Prinzip arbeiten.

Charakteristik der bekannbten technischen Lésungen

.Die elektronisché Zahlung der Tbrombozyten nach dem

Coulter-Prinzip wurde anfangs ausschlieBlich aus ver-
diinntem Blut durchgefiihrt. Dabei muBte vor der eigent=-
lichen Zahlung der Verfahrensschritt Probenvorbereitung
erfolgen, der eine von allen stdorenden Finfliissen (Leuko-
zyten, Erythrozyten) befreite Thrombozytenzihlsuspension
zum Ziel hat. Hierzu entwickelte Verfahren liber Sedimen-
tation (B.S. BULL et al, Amer.J.Clin.Pathol. 44 (1965),
678-685; J.JURGENS, Arztl.Labe. 14 (1968) 347~354) oder
Zentrifugation (R.KUSE u. Mitarb., Blut 35 (1977),
253-259) verlangen einerseits’einen hohen arbeitszeit~
méRigen und verfahrenstechnischen Aufwand, zum anderen
werden die sehr empfindlichen Blutzellen auch starker
osmotischer und mechanischer Belastung ausgesetzt

(M. des BRUYERE et al, Thromboés.Diathes.haemorrh.(Stuttg.)
32, 232 (1974); H.GADNER u. Mifarb., Schweiz.med.Wschr.
104 (1974), 138-140), so daB fehlerhafte Zahlungen durch
Volumenverinderung der Zellen nicht mehr ausgeschlossen
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werden konnen. Um diese Nachteile zu umgehen, wurden

‘in jlingster Zeit die elektronischen Zihlgerite derart

vervollkommnet, daB die Bestimmung der Thrombozytenzahl
direkt aus Vollblut méglieh ist (W.ADAM u., Mitarbe,

Blut 32 (1976); DT-PS 28 12 517), Der hierzu notwendige
apparative Aufwand bedingt aber einen sehr hohen An-
schaffungspreis und ist auch in Wartungs- und Reparatur-—
fragen von den meisten Anwendern nicht mehr zu bewdltigen.
So werden parallel zu diesen Entwicklungen wieder An-

-strengungen unternommen, technisch einfache und leichtb

zu wartende Zdhlgerdte zu bauen, mit deren Hilfe eine
Bestimmung der Thrombozytenzahl aus verdiinntem Unter—
suchungsgut allgemein mdglich ist (DL-PS 65 681). Die
Probleme der damit erneut notwendigen, umsténdlichen

Probenvorbereitung blieben aber nach wie vor ungelést;

- Beispiel hierfir ist das in der Bedienungsanleitung zum
‘Teilchenz#dhlgerdt Picoscale (PS-4) (MEDICOR-VWerke
~ Budapest 1976) verfalte Zihlverfahren. Man geht dabei von

der falschen Voraussetzung einer moglichen, vollkommenen
Spontansedimentation der Frythrozyten und Leukozyten beil
gleichzeitigem Erhalt der ursprunglichen Thrombozyten-
dichte aus, Das Verfahren liefert so keine akzeptablen,
mit der Kammerzidhlung (H.STOBBE, Z.med.lLabortechnik 7

' (1960), 79 £f) vergleichbaren Werte. Zudem ist eine

Probenvorbereitungszeit von Uber zwel Stunden im Routine-
betriedb eines Labers nicht vertretbar.

Ziel der FErfindung

Ziel der Erfindung ist ein Verfahren zur Probenvorbe-—
reitung fur die elektronische Thrombozytenzéhlung nach
dem Coulter-Prinzip, das unter geringster Belastung der
zu z8hlenden Zellen in kirzester Frist Zihlproben liefert,
aus denen die Konzentration an Thrombozybten auch mit ein-
fachen Teilchenzihlgersten bestimmt werden kann.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

‘Das Wesen der Erfindung besteht in der Ausfihrung des

Verfahrens zur Probenvorbereitung als partielle Sedi-
mentation bzw, partielle Zentrifugation von verdinntem
Untersuchungsgut. ErfindungsgemélRe Voraussetzung ist es,
dafBl eine vollstandige Abtrennung der Erythrozyten und

. Leukozyten von den zu bestimmenden Thrombozyten ohne

hohen technischen und methodischen Aufwand nicht nur
nicht méglich, sondern auch in weitem MaBe nicht not-
wendig ist. | ,

Die zur Anwendung gelangende Probenvorbereitungsart kann
in einem sehr unvollkommenen Zustand abgebrochen werden,
Dadurch wird bei der Sedimentation eine groBe Zeiter—
sparnis erzielt, bei der Zentrifugation die sonst not-
wendige Anwendung spezieller, aufwendiger Technik um-
gangeno ,

Der Zeitpunkt, an dem der Abbruch der Probenvorbereitung
gerade schon mdglich ist, héngt von der Empfindlichkeit
des angewandten Zshlgerites ab, mit der es in der Lage
ist, eine kleine Anzahl von Thrombozyten in einer ebenso
groflen oder groBeren Anzashl von groBeren Zellen (z.B.
Erythrozyfen) quantitativ exakt zu erfassen. Die Gesamt—

~ konzentration aller in der Z&hlsuspension noch enthalte-

nen Zellen kann ohne Qualitatseinbulle bei der Zahlung

so hoch gewdhlt werden, daBl die erzeugte Impulsdichte
das maximale Impulstrennvermogen des Gerates voll in An-
spruch nimmbt, .

Fs ergeben sich bei der in verdiinntem Untersuchungsgut
ausgefihrten partiellen Sedimentation bzw. partiellen
Zentrifugation'erfahrungsgéméﬁ keine untersuchungsgut-
bedingten Ausnahmén, ebenso besteht keine Abhiangigkeit
von hématokrit—spezifischen Korrekturfaktoren,

Ausfiibhrungsbeispiel
Verfahren zur Thrembozytenzihlung am ungarischen

. Teilchenzidhlgerat PS—4
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Probenvorbéreitung: _
Zu 64100 ml filtrierter HPJ-Losung (MEDICOR-Werke
Budapest, Bedienungsanleitung zum Teilchenzdhlgerst

"PS—4, 1976), die in einem silikonisiertem Glasrdhrchen

vorgelegt sind, werden 0,200 ml EDTA-Blut pipettiert.
Nach griindlicher Durchmischung des Inhalts wird das

‘Rohrchen um 45° geneigt und offen zur Sedimentation

abgestellt. Ist die Sedimentationszeit von einer halben
Stunde abgelaufen, pipettiert man vom klaren Uberstand
in ein weiteres silikonisiertes Glasrdhrchen oder Plast~
gefdB ab, Hieraus werden zur Messung am PS-4 0,050 ml
entnommen und in 9,950 ml mehrmals filtrierter HPJ-
Losung pipettiert (Endﬁerdﬁnnung_1:6 300),

Messung:

Alle Messungen fir eine bestimmte Patientenprobe er-

folgen aus ein und derselben Endverdinnung und werden
mit einer MeB&ffnung (MeBrohr) vom Durchmesser GO/um

durchgefihrt. In der Erstverdiunnung sind die¢ Thrombo~

' zyten mindestens 8 h haltbar. Innerhalb dieser Frist
- muB die Messung erfolgen.

MeBvorgang DiskriminatorstellUng MeBergebnis
1, Leerwertbestimmung
der Gesambtteilchen- PBC / 400 LWGTZ
zdhlung
2. Leerwertbestimmung
der Erythrozytenzihlung  RBC / 400 LWEZ
3. Bestimmung der '
 Erythrozytenzahl RBC / 400 | BZ
4, Bestimmung der mittleren v ' :
Gesamtteilchenzahl PBC / 400 GTZ

Beide Leerwertbestimmungen erfolgen bei Einzelbestimmungen
generell; bei der Durchfilhrung von Serien entscheidet die
Qualitdt der filtrierten Verdinnungsldsung Uber die not-
wendige Hiufigkeit dieser MeBvorginge. Zur Bestimmung der
mittleren Gesambbeilchenzahl.wird der 4. MeSvorgang so-
lange wiederholt, bis zwei aufeinanderfolgende Werte nicht
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mehr als 10 % des kleineren Wertes voneinander ab-
weichen. Diese beiden Werte werden dann zur Mittel-
wertbildung herangezogen,

Berechnung der Thrombozytenzahl:

140 Die Zahl der Thrombozyten pro 1 Blut (X) wird nach

folgender Formel berechnet:

X =TI - (EZ - LWg,) ~ LW

GT2

Eine Beriicksichtigung des Hamatokritwertes der Blut—

probe ist bei der vorgegebenen Erstverdinnung von
145 1:31,5 und dem unvollkommenen Stand der Sedimentation

zur Zeit der Uberstandsentnahme nicht erforderlich.
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Erfindungsanspruch

- Verfahren zur Probenvorbereitung fir die elektronische

Thrombozytenzdhlung nach dem Coulter-Prinzip,
dadurch gekennzeichnet, daB aus verdinntem Unbtersuchungs-

‘material, insbesondere Venenblut, Kapillarblut oder

olattchenreichem Plasma, die Erythrozyten und Leukozyten
lurch partieclle Sedimentation, insbesondere partielle
Schrigsedimentation oder partielle Zentrifugation soweit
abgetrennt werden, daB die durch die Gesamtkonzentration
der in der Zahlsuspension enthaltenen Zellen erzeugte
Impulsdichte kleiner ist, als es das Impulsauflisever-
mogen des angewandbten Zihlgerdtes zulaBt.
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