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@ Es wird ein Verfahren zur Bestimmung von weissen

Blutkdrperchen und von Blutpldttchen neben ande-
ren Blutteilchen mittels Herstellung einer Zellsuspension
aus einer Blutprobe angegeben. Dabei wird die am Ko-
agulieren gehinderte Blutprobe so behandelt, dass die Mor-
phologie der weissen Blutkdrperchen und Blutplittchen
nicht beeinflusst wird. Dadurch ist es moglich, die Blut-
plittchen von den weissen Blutkdrperchen und die mei-
sten Klassen der weissen Blutkérperchen ohne Einfirbung

voneinander zu unterscheiden und auszuzihlen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung von weissen Blutkdrper-
chen und von Blutplittchen neben anderen Blutteilchen mit-
tels Herstellung einer Zellsuspension aus einer Blutprobe, da-
durch gekennzeichnet, dass man

(a) eine am Koagulieren gehinderte Blutprobe mit einem
Detergens versetzt, das die roten Blutkérperchen fiir die an-
schliessende Auflosung vorbehandelt, ohne die Morphologie
der weissen Blutkorperchen zu beeintriichtigen;

(b) ein Fixiermittel unter Aufrechterhaltung des neutralen
pH-Wertes des Gemisches zumischt;

(c) das erhaltene Gemisch bei einer Temperatur von 55 bis
62 °C mindestens 2 min bebriitet und

(d) die Zahl der weissen Blutkdrperchen und/oder der
Blutpléttchen bestimmt.

2. Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Detergens Polyoxyethylen-20-Sorbitanmo-
nolaurat in einer Menge verwendet, dass eine Konzentration
-in dem Gemisch von 0,3 bis 2,0 Volumenprozent erhalten
wird.

3. Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man in der Stufe (a) die mit dem Detergens versetzte
Blutprobe etwa 1 min bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man das Gemisch in Stufe (b) nach dem Zusatz des
Fixiermittels bei einem pH-Wert von 6 bis 8 hilt.

5. Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Fixiermittel eine phosphatgepufferte Form-
aldehydliosung verwendet.

6. Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man die Temperatur in Stufe (c) bei etwa 58 °C und
die Inkubationszeit bei 2 min hilt,

7. Verfahren gemdss Anspruch 1 zur Bestimmung von
weissen Blutkorperchen, dadurch gekennzeichnet, dass man
eine Verdiinnung der gesamten Probe durchfiihrt, die min-
destens zum Teil erst nach der Bebriitungsstufe (c) unter Ver-
wendung einer isotonischen Salzidsung erfolgt, wobei man
fiir das erhaltene Gemisch einen pH-Wert von 6 bis 8,5 wihlt.

8. Verfahren gemiss Anspruch 1 zur Bestimmung von
weissen Blutkérperchen, dadurch gekennzeichnet, dass man
eine Verdiinnung der gesamten Probe durchfiihrt, die min-
destens zum Teil bereits vor der Behandlung mit dem Deter-
gens in Stufe (a) erfolgt.

9. Verfahren geméss Anspruch 1 zur Bestimmung von
Blutpléttchen, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Ver-
diinnung der Probe nach der Bebriitungsstufe (c) unter Ver-
wendung einer angesduerten isotonischen Salzlésung durch-
fithrt und fiir das erhaltene Gemisch einen pH-Wert von 2 bis
4 wihlt.

10. Verfahren geméss Anspruch 1 zur Bestimmung von
Blutplittchen, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Ver-
diinnung der Probe teilweise durch Zusatz der isotonischen
Salzlosung vor der Behandlung mit dem Detergens in Stufe
(a) durchfiihrt.

Die bestehenden Verfahren zum Auszihlen von Blutplétt-
chen haben sich als nicht ganz verlisslich erwiesen. Automati-

sierte Ausfithrungen dieser Verfahren haben sich bisher auf
Chemismen gestiitzt, die zu falsch bestimmten Blutplittchen-
zihlungen gefiihrt haben.

Bei typischen Verfahren zur Z&hlung von Blutpléttchen
wird ein Material zu einer Gesamtblutprobe hinzugegeben,
um die roten Blutk6rperchen aufzuldsen. Die Verfahren zum
Auflésen der roten Blutkdrperchen, die bisher angewandt
wurden, besitzen jedoch schidliche Nebenwirkungen: Mate-

rial von den Blutpldttchen selbst wird extrahiert, einige weisse
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Blutkérperchen werden zerteilt, und in einigen Fillen bilden
sich Niederschldge aus Proteinen. Wenn von diesen Vorgéin-
gen einer oder mehrere stattfinden, wird die angezeigte Plitt-
chenzihlung falsch berechnet.

s Wasdie Differentialzéihlungen fiir weisse Blutkorperchen,
die gegenwirtig verfiigbar sind, angeht, so ist es bisher nicht
mdglich, weisse Blutkorperchen zu erhalten, die durch Auflé-
sung frei von roten Blutkdrperchen sind, ohne dass die weis-
sen Blutkorperchen gleichzeitig geschidigt werden. Daher ist

10 eine angemessene Differenzierung der Leukocyten, wie sie in
der US-PS 3 741 875 beschrieben ist, nur mdglich, wenn die
Zellen durch cytochemische Umsetzung angefiirbt werden.

Aufgabe der Erfindung ist es daher, die Unterscheidung
der Blutpléttchen von den Hiillen der roten Blutkdrperchen

15 und den Leukocyten sowie Informationen iiber die Grosse
der Blutpléttchen zu gewinnen und die Unterscheidung der
meisten Klassen der ungeférbten Leukocyten aufgrund ihrer
Grosse und Granulareigenschaften zu erméglichen.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestim-

20 mung von weissen Blutkdrperchen und von Blutplittchen ne-
ben anderen Blutteilchen mittels Herstellung einer Zellsus-
pension aus einer Blutprobe, das dadurch gekennzeichnet ist,
dass man

(a) eine am Koagulieren gehinderte Blutprobe mit einem

25 Detergens versetzt, das die roten Blutkdrperchen fiir die an-

schliessende Auflésung vorbehandelt, ohne die Morphologie

der weissen Blutkérperchen zu beeintrichtigen;

(b) ein Fixiermittel unter Aufrechterhaltung des neutralen
pH-Wertes des Gemisches zumischt,

(c) das erhaltene Gemisch bei einer Temperatur von 55 bis

62 °C mindestens 2 min bebriitet und

(d) die Zahl der weissen Blutkdrperchen und/oder der

_ Blutpléttchen bestimmt.

In einer bevorzugten Durchfithrungsform des erfindungs-

35 gemdssen Verfahrens wird als Detergens Polyoxyethylen-20-
Sorbitanmonolaurat verwendet und die Bebriitung 2 min bei
etwa 58 °C durchgefiihrt.

In einer automatisierten Apparatur fiir kontinuierlichen
Durchflussbetrieb, wie dem Hemalog D (Eingetragenes Wa-

40 renzeichen der Technicon Instruments Corporation), die der
Erleichterung der differentiellen Zahlung der weissen Blut-
korperchen dient, und bei dem automatisierten Verfahren ge-
méiss US-PS 3 741 875 werden die einzelnen Zellarten mit
Hilfe von cytochemischen Verfahren speziell identifiziert und

45 markiert. Der Strom aus gefirbten und ungefirbten Zellen
fliesst durch eine optische Sichtkammer, in der ein fotoelektri-
sches Messverfahren die Amplituden des absorbierten Lichtes
und getrennt davon das von jeder Zelle gestreute Licht misst.
Elektronische Signale werden aufgrund ihrer Amplitude ein-

30 geteilt und zu Kategorien klassifiziert, die den unterschied-
lichen Zellarten entsprechen. Fiir die fiinf hauptsichlichen
Arten von weissen Blutkorperchen von Gesamtblut werden
die entsprechenden Daten fiir eine Probe/min ausgedruckt.
Mit dem spezifischen Verfahren zur chemischen Identifizie-

3% rung werden die weissen Blutkorperchen angefirbt. Das ge-
streute Licht misst die durch das Verfahren beeinflusste
Gr0sse der Zellen grob.

Das erfindungsgemisse Verfahren zur Erzielung einer dif-
ferentiellen Zahlung der weissen Blutkdrperchen lisst sich so-

%0 wohl der manuellen als auch der automatisierten Durchfiih-
rungsform anpassen. In jedem der beiden Fille erméglicht
das Verfahren eine wirksame Unterscheidung der meisten
normalen Klassen ungefirbter Leukocyten durch Lichtstreu-
ung allein, da die Morphologie der weissen Blutkérperchen

5 nicht beeintrichtigt worden ist. Die Zéhlung ist genau, weil
die vorbereiteten Zellen frei von Klumpen aus weissen Blut-
kdrperchen, Hiillen roter Blutkdrperchen oder Blutplittchen
sind.

30
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Eine weit verbreitete Methode zur Zihlung von Blutplitt- Die Konzentration des Detergens in dem erhaltenen Ge-
chen beruht auf der Verwendung einer konzentrierten Harn-  misch liegt zwischen etwa 0,03 und 2,0% (Volumen/Volu-
stofflosung zur Auflosung der roten BlutkGrperchen. Beidie-  men) und betriigt vorzugsweise etwa 0,4 bis etwa 6,0% (Volu-
sem Verfahren wird auch etwas Material von Blutplittchen men/Volumen).

extrahiert. und es werden einige weisse Blutkrperchenzer- s Wihrend des erwihnten Vorbehandlungsschrittes wird
teilt, wodurch Teilchen erzeugt werden, die sich in den dabei das erhaltene Gemisch bei Raumtemperatur oder Umge-

verwendeten Instrumenten nicht von Blutpléttchen unter- bungstemperatur, beispielsweise bei etwa 25 °C, etwa 1 min
scheiden lassen, wodurch die Zihlung der Blutplittchen lang bebriitet. Dadurch wird ermdglicht, dass das Detergens
falsch wird, und bei einigen abnormen Blutproben wird die seine Aufgabe zufriedenstellend erfiillt.

Bildung von sehr feinen Proteinniederschligen verursacht, die 10 Das bebriitete Gemisch wird unter Rithren und Halten
sich ebenfalls in den verwendeten Instrumenten von Blut- des pH-Wertes im neutralen Bereich mit einem Fixierungs-

plittchen nicht unterscheiden lassen und wodurch ebenfallsin  mittel versetzt. Vorzugsweise ist das Fixierungsmittel eine mit
derartigen Blutproben die Zdhlung der Blutplittchen beein- Phosphat gepufferte Formaldehydlosung, und der pH-Wert

trichtigt wird. liegt im Bereich von 6 bis 8.

Die Extraktion von Blutplittchenmaterial durch den 15 Das Gemisch wird anschliessend bei einer Temperatur
Harnstoff erniedrigt das Lichtbrechungsvermégen der Blut- von 55 bis 62 °C mindestens 2 min lang und vorzugsweise bei
plittchen, wodurch die Grosse des Signals des gestreuten 58 °C 2 min lang bebriitet.

Lichtes erniedrigt wird. das durch sie in den verwendeten In- Anschliessend wird das Gemisch nétigenfalls verdiinnt

strumenten erzeugt wird. Demzufolge verschmelzen die klein-  und optisch gemessen. Zur Bestimmung der Blutplittchen-
sten Signale, die von den Blutplittchen ausgehen, mit den 20 zahl wird die Verdiinnung mit einer angesduerten isotoni-

grossten Rauschsignalen des Systems, die durch das elektro- schen Salzlosung vorgenommen, wonach das erhaltene Ge-
nische Rauschen in den Detektoren und Verstirkern sowie misch einen pH-Wert von 2 bis 4 besitzt. Eine Suspension un-
von den gleichzeitig durch den fotometrischen Lichtstreu- ter Verwendung von mit 0,5% Essigsdure angesduerter Salz-
ungsdetektor erfolgenden Durchtritt einer grossen Anzahl 16sung ergibt eine hinreichende Verdiinnung, ein verbessertes
von Zellhiillen von roten Blutkdrperchen, d.h. Membranen 25 Verhiltnis von Blutplittchensignal zu Rauschen, eine saubere
von roten Blutkorperchen, die von ihrem Inhalt durch die Abtrennung der Blutpléttchen von den Hiillen der roten Blut-

Auflosung befreit worden sind, erzeugt werden. Es ist daher korperchen und Leukocyten, und die urspriinglichen einzel-
nicht moglich, eine Schwelle zwischen dem Rauschenundder  nen Volumina der Blutplittchen bleiben erhalten. Esist auch
durch die Blutplittchen hervorgerufenen Anzeige mit grosser ~ mdglich und in manchen Fillen bevorzugt, die Probe durch
Zuverldssigkeit genau festzusetzen. 30 Zugabe einer isotonischen Salzlosung vor der Behandlung

. Lo mit dem Detergens teilweise zu verdiinnen.
Durch das erfindungsgemasse Verfahren wird eine Me-

thode geschaffen, bei der die roteh Blutkdrperchen aufgeldst
werden, ohne dass Material von den Blutplittchen extrahiert
wird, ohne dass die weissen Blutk6rperchen zerteilt werden 35
und ohne dass sich aus den Proteinen abnormer Blutproben
Niederschlédge bilden. Das erfindungsgemésse Verfahren lie-

fert eine Hochpulsverteilung von Signalen mit einem grossen, Die Suspension von weissen Blutkdrperchen, die auf die
wohl definierten Minimum zwischen Rauschen und Blut- angegebene Weise mit einer isotonischen Salzlosung verdiinnt

plittchen sowie einem weiteren grossen, wohldefinierten Mi- o Worden ist, erhélt die Morphologie der weissen Blutkdrper-
nimum zwischen Blutplittchen und weissen Blutkdrperchen, ~ chen, erlaubt eine Unterscheidung der ungeférbten weissen
Ausserdem bleiben bei dem erfindungsgeméssen Verfah-  Blutkorperchen durch Lichtstreuung mit niedrigem und gros-
ren die Unterschiede in der Morphologie der weissen Blutksr- e Winkel sowie die Unterscheidung von Lymphocyten,
perchen erhalten, wodurch die Unterscheidbarkeit der mei- Monocyten, Neutrophilen und Eosinophilen ohne An-

sten Klassen an weissen Blutkérperchen voneinander ohne 45 farbung. . . . .
Anfirbung erméglicht wird. Das Verfahren erhilt ausserdem die Peroxidaseaktivitit

Gleichgiiltig, ob das erfindungsgemésse Verfahren zur Er-  der weissen Blutkdrperchen, was die weitere Unterscheidung
zielung einer differentiellen Zahlung der weissen Blutkgrper-  der beiden sonst schwierig zu unterscheidenden Gruppen von
chen oder einer Zéhlung der Blutplittchen eingesetzt wird, Leukocyten erméglicht, ndmlich die der peroxydaseaktiven
wird zunichst eine am Koagulieren gehinderte Blutprobe mit so Und -inaktiven Agranulocyten.

einem Detergens versetzt, das die roten Blutkérperchen fiir _ Die hergestellte Suspension kann sofort (on line) fiir die
die anschliessende Aufldsung vorbehandelt. klinisch-h&matologische Analyse durch Lichtstreuung ver-

Der Zusatz des Detergens zu diesem Zeitpunkt ist ein wendet werden, und sie kann aufbewahrt werden, um als Be-

wichtiger Schritt des erfindungsgeméssen Verfahrens. Das zugssuspension fiir ein derartiges System zu dienen.

Detergens wirkt als Vorbehandlungsmittel oder Vorkonditio- ss  ZWei Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung werden nach-

nierungsmittel derart, dass es bei den Konzentrationen, in de-  folgend ausfithrlich erléutert.

nen es zugesetzt wird, die Morphologie der weissen Blutkér- o

perchen oder der Blutpldttchen nicht beeintrachtigt und auch Beispiel 1

die roten Blutkérperchen nicht aufldst, indessen die roten Macro-Methode ‘ .

Blutkérperchen fiir die anschliessende Auflosung vorbereitet. so 0,1 ml einer am Koagulieren gehinder ten Gesamtblut-
Fiir das erfindungsgeméisse Verfahren wird als Detergens ~ Probe werden mit 0,32 ml einer 1%igen Lésung von Poyloxy-

vorzugsweise Polyoxyethylen-20-Sorbitanmonolaurat ver- ethylen-20-Sorb1tanmonolaura§ in 1sot.omscher Salzlosung

wendet, wenngleich andere Detergentien, wie beispielsweise ~ versetzt und das erhaltene Gemisch bei Raumtemperatur

Polyoxyethylen-23-monolaurylether oder Polyoxyethylen-20-  ¢twa 1 min lang bebriitet.

Zur Bestimmung der weissen Blutkorperchen wird die
Probe durch Zusatz einer isotonischen Salzlésung mindestens
teilweise nach der Bebriitungsstufe verdiinnt. Alternativ kann
die Probe mindestens teilweise vor der Behandlung mit dem
Detergens verdiinnt werden.

Sorbitanmonooleat, ebenfalls in der Lage sind, die roten 65 Danach wird das Gemisch unter Riithren mit 0,42 ml
Blutkoérperchen vorzubehandeln, ohne dass die roten Blut- phosphatgepufferter Formaldehydlosung mit einem Gehalt
korperchen aufgelést werden, und daher in gleicher Weise von 8 Vol.-% Formaldehyd versetzt und das erhaltene Ge-

verwendbar sind. misch 2 min bei 57 °C bebriitet.
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A. Bestimmung der weissen Blutkirperchen wurden zu 0,32 ml einer 0,125%igen Losung von Polyoxyet-
Das obige bebriitete Gemisch wurde mit 1,2 ml isotoni- hylen-20-Sorbitanmonolaurat in isotomischer Salzlésung
scher SalzlGsung versetzt, und die differentielle Zahlung der hinzugegeben und das erhaltene Gemisch etwa 1 min bei
weissen Blutk6rperchen wurde durch Lichtstreuung durch- Raumtemperatur bebriitet.
gefiihrt. s Das Gemisch wurde danach unter Rithren mit 0,42 ml ei-
ner phosphatgepufferten Formaldehydldsung mit einem Ge-
B. Bestimmung der Blutpliittchen halt von 8 Vol.-% Formaldehyd versetzt und das erhaltene
Das oben erwéhnte bebriitete Gemisch wurde mit 1,2ml  Gemisch bei 57 °C 2 min lang bebriitet.
isotonischer Salzlosung versetzt. 0,1 mi des erhaltenen Gemi- A. Bestimmung der weissen Blutkirperchen
sches wurde zu 4,0 ml einer mit 0,5% Essigsdure angesduerten ;o Die differentielle Zahlung der weissen Blutkorperchen der
isotonischen Salzlosung hinzugefiigt. Die Zihlung der Blut- obigen Suspension wurde durch Lichtstreuung gemessen.
plittchen und die Messung der Grosse wurden mit Hilfe der
Lichtstreuung durchgefiihrt. B. Bestimmung der Blutpldttchen
Das obige bebriitete Gemisch wurde mit 1,2 ml isotoni-
Beispiel 2 15 scher Salzldsung versetzt. 0,1 ml des erhaltenen Gemisches
Micro-Bestimmung wurden zu 1,0 ml einer mit 0,5% Essigsdure angesiuerter iso-

0,01 ml vor dem Koagulieren geschiitztes Gesamtkapil- tonischer Salzlosung hinzugefiigt. Die Zahlung der Blutplitt-
larblut wurden im Verhéltnis von 1:10 mit einer isotonischen  chen und die Bestimmung der Grésse erfolgten durch Licht-
Salzlésung verdiinnt, und 0,1 ml des erhaltenen Gemisches streuung.
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