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'Verfahren zur Herstellung eines himatologischen Kontroll-
materials

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Herstellung eines himatolc-
glschen Xontrollmaterials zur Bestimmung der Parameter des
rbten Blutbildes und der Leukozytenzahl mittels elektro-
nischer Teilchenzdhlgerite,

Charaktefistik der bekannten ftechnischen Lésungen

Kontrollmaterialien fir die Bichung elektronischer Teilchen-
zéhlgeréte zur Bestimmung himatologischer Parameter sowie
die Kontrolle der Prdzision der mit diesen Gerdten erhalte-
nen lefergebnisse sind bekannt. Zur Herstellung von geeig-
neten Standardsuspensionen fiir die Qualitdtskontrolle wurden
unterschiedliche Substanzen erprobt, wie z.B. Pollen
(GABRIELI, E.R. u. WERTHEIMER, M., dmer., J. clin. Path. 3¢
(1962), 277 - 280, Latexpartikel (SCHEIDT, R.A., Amer. J.
clin, Path. 35 (1961), 293 - 294, andere nicht native Poly-
mertellchen (HUMMEL, K.A., Bibl. haemst. (Basel) 18 (1964),
21 - 22, formalinbehandelte Erythrozyten (BENEDEK, E.,

Bibl. haemat. (Basel) 24 (1966) 67 - 70. Die Stabilisierung
der Erythrozyten kann nach Entfernung der Leukozyten auch
mit Chlorkohlensiureethylegter vorgenommen werden (DORNHEIIN,
Ge, Zo. med. Labortechn. 11 (1970), 148 - 153, Alle diese
Préparationen liefern lediglich ein Kontrollmaterial fiir die
TeilchenzEhlung der Zrythrozyten bzw. die érythrozytéren
Parameter (RBC, MCH, MCHC, PCV, MCV). Eine gleichzeitige
Qualitfiskontrolle der Leukozyhen- '
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zahlen (WBC) wurde durch Zumischen von fixierten Vogel-
erythrozyten zur stabilisierten Erythrozytensuspension
nach Entfernen der Leukozyten erreicht (z.B3. DADE CH-60)
éder, wie in DE-0S 2830524 beschrieben, indem eine mittels
Po1voxyethylen—20~sorbitanmonolaure behandelte Vollblut-~
probe mit F ormaldehydlosung bedl 55 C bis 62°C 2 iinuten
lang inkubiert wird., Ein Kontrollmaterial fir die nima-
tologische Qualitédtskontrolle mittels elektronischer
Teilchenzidhlgerite, das auch die Thrombozyten erfaﬁt, wird
nach DE-QS 2923957 durch Zumischen einer mii Harnstoff be-
handelten Thrombozytensuspension zu einem im Handel erhslt-
lichen Kontrollreagenz (BAKER Haem-C, DADE CH-60 oder
COULIER 4 C) erhalten. Auch dle separate Herstellung eines
LeukozyuenSuandards durch rlxverung von Humanleukozyten
mit Glutaraldehyd wurde beschrieben (PINTHANOND,D. u.
PETCHCIAT, B., Amer. J. clin. Path. 63 (1975), 32 - 34.
Die oben beschriebenen Verfahren erfassen entweder nur die
Erythrozyten als Blutzellen oder sind wegen der angesirebten
Universalitdt der snwendung der nach ihmnen hergestellten
Kontrollmaterialien fiir elektronische Teilchenzihlgerite,
die neben den Parametern des roten Blutbildes auch Leuko-
zyten und Thrombozyten umfassen, vergleichswelse aufwendig.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat den Zweck, ein Kontrcllmaterisl fir die
himatologische Analytik mittels elektronischer Teilchenzihl-
gerdte ohne Thrombozytenzihlung in einem einfachen Verfahren
herzustellen und die Qualitdt hiématologischer Untersuchungen
zZu erhohen.

Darlegung des VWesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, auf der Basis von
Humanblut ein Konmtrollmaterial fix die Parameter RBC, HB, PCV,
MCV, MCHC, RVD und WBC herzustellen, das direki verwendbar ist
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und dessen Bestandieile nicht zur Aggregation oder Agglu-
tination neigen, leicht suspendierbar und stabil sind.

- Brfindungsgemifl wird diese Aufgabe dadurch geldst, dab

auf EDTA-Stabilisator agenommenes Humanblut zentrifugiert,
Plasma. und Buffy-coat separat entfernt werden, das Buffy-
coat, das noch viele Erythrozyten enthilt, zentrifugiert
und der Uberstand verworfen wird, das Sediment in Erythro-
zytenkonservierungslosung aufgeschwemrmt und mit Formalin-
Natriumchlorid-Losung zur Fixierung der Leukozyten verseizi
wird. Die fixierten Leukozyten werden gewaschen und mit
Thiomersal enthaltender Erythrozytenkonservierungsldsung
aufgeschwermt. Diese Suspension gehdrteter Leukozyten wird
mit dem Erythrozytensediment, das von der Keonservierungs-
losung und Resten des Buffy-coat befreit wurde, im ge-
winschten MischungsverhiZltnis vereinigt. Das so gewonnene
Material wird nach griindlicher Durchmischung in kalt sterili-
sierte Plastrdhrchen abgefiillt. Alle Arbeiten werden im
aseptischen Arbeitsraum durchgefiihrt,

Die Erfindung wird nachfolgend durch ein Ausfilhrungsbei-
spiel erliutert, aber nicht eingeschrinkt.

Ausfihrungsbeispiel

Auf EDPTA-Stabilisator aigenommenes Humanblut (1 Teil Stabi-
lisatorldsung und 8 Teile Blut) wird spidtestens 1 h nach der
Abnahme in einer Kilhlzentrifuge X 70 bei 1800 U min'1 und

4° ¢ 30 min zentrifugiert. AnschlieBend wird das Plasma zw
Welterverarbeitung entfernt und das Buff-Coat von mehreren
-Bluten in einer 500-ml-Blutkonservenflasche gesammelt. Die
Mischung enthilt noch sehr viele Erythrozyten. Die Leuko-
zyten - Thrombozyten - Erythrozyten- Mischung wird bei

1800 U min "
trifugiert., Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in

und 4° C in einer X T0-Zentrifuge 30 min zen-

100 ml Erythrozylten-Konservierungslisung aufgeschwemmt und
mit der gleichen llenge Formalin-NaCl-Gemisch (1 Teil 30 proz.
Formalin und 3 Teile 0,9 proz. NaCl-Losung) versetzt. An-



§3Pr‘é =
L300 L1 D .
schlieBend erfolgt eine Inkubation fiir 20 h Iim Wasserbad
bei 37° ¢. Nach Hirtung der zelluliren Bestandteile wer-
den diese dreimal mit je 400 ml 0,9 proz. Ha-Cl-Lisung
gewaschen. Das gewaschene Sediment wird mit 400 ml
Erythrozytenkonservierungslisung, der 200 mg Thiomersal
zugegeben wurden, aufgeschwermt. llan bestimmt. die Leuko-
zytenzahl (WBC) des Sediments und nimmt eine soliche Ver-
dinnung mit o.g. Konservierungsldsung vor, daB die End-
konzentration an Leukozyten nach lilschung mit dem buffy-
coat-freien Erythrozytensediment im gewlinschten Bereich
liegt. Letzteres wird vor der Vereinigung mit der Leuko-
zytensuspension von der KonservierungslOsung befreit, wo-
vei noch vorhendene Reste an Buffy-coat mit entfernt wer-
den. Zur Erzielung einer Leukozytenkonzentration von

5000 bigs 8000/ul werden 200 ml Erythrozytensediment und
100 ml Leukozytensuspension vereinigt. Nach grimdlichem
Durchmischen wird das so gewonnene Kontrollmaterial in
mittels Ethylenoxid sterilisierten Plastrtdhrchen mit Stopfen
in Portionen von 5 bis 8 ml abgefillt.

Das Kontrollmaterial ist bei 4° ¢ mindestens 48 d haltber,
Dabei weisen die Parameter RBC, PCV, MCV, MCH, MCHC, HB,
RVD sowie WBC eine zeitliche Konstanz im Rahmen der Prizi-
gsion der elektronischen Teilchenzdhlgerite und Analysenau-
tomaten, z.B. HEmatologischer Analysenaltomat PHA-1, auf.,
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Erfindungsanspruch

Verfahren zur Herstellung eines Kontrollmaterials fix
die h&matologische Analytik mittels elektronischer
Teilchenzinlgerite und Analysenautomaten auf der Basis
eines Human-lativblutes, gekennzeichnet dadurch, daB
Vollblut auf herktmmliche EDTA~Konservierungslosung
abgenommen wird, die Erythrozyten separiert und vom
Buffy-coat befreit werden, die Leukozyten des Buffy-~
coat mitv Formalin-Natriumchlorid-Losung gehartet und
unter binstellen der gewiinschien Leukozytenkonzen-
tration mit dem Nativerythrozytensediment vereinigt
werden,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
die HErtung der Leukozyten mit Formalin~-Natriumchlorid
wihrend 20 h bei 37° C vorgenommen wird.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB das
Kontrollmaterial hinsichtlich der erythrozytiren Para-
meter und der Leukozytenzahl sowohl fiir den normalen
als auch fiir beliebige pathologische Bereiche herge-
stellt wird. -



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

