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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fiir die Bestimmung der Konzentration
der Erythrozyten im Humanblut mit einer Referenz-
methode. Sie gilt nur fir die analytische Phase.

Die Einhaltung der in dieser Norm festgelegten gerate-
und meBtechnischen Anforderungen bei der Durchfiih-
rung der Referenzmethode soll sicherstellen, daB Refe-
renzwerte der Konzentration der Erythrozyten im Blut mit
einer quantifizierbaren, den medizinischen Erfordernissen
gentigenden MeBgenauigkeit bestimmt werden.

2 Begriffe
Nach DIN 58 932 Teil 1 und Teil 2

21 Erythrozytenzahlgerat

Ein Erythrozytenzéhigerat ist ein Blutkdrperchenzahlgerét
oder hdmozytometrisches Analysensystem, mit dem unter
Anwendung des DurchfluB-MeBverfahrens mit elektroni-
scher Impulsverarbeitung die Konzentration der Erythro-
zyten im Blut bestimmt wird.

2.2 DurchfluB-MeBverfahren

Das DurchfluB-MeBverfahren ist ein MeBverfahren, bei
dem sich die Konzentration der Erythrozyten im Blut
ergibt aus
— der Anzahl der Erythrozyten, die wahrend der
MeBzeit durch eine sensitive Zone des MeBwertauf-
nehmers (Detektor) strémt,
— dem MeBvolumen,
— dem Volumenanteil des Blutes in der MeBsuspen-
sion.
ANMERKUNG: Statt der Anzahl der Erythrozyten
und des MeBvolumens kénnen auch die Erythro-
zytenrate und der Volumenstrom der MeBsuspen-
sion zur Bestimmung der Erythrozytenkonzentra-
tion verwendet werden.

2.3 Untergrund
Beitrag zum MeBwert der Konzentration der Erythrozyten,
verursacht durch nicht von Erythrozyten herriihrenden
Impuisen, auch mehrfach zusammengesetzte Impulse,
die in den Impuls-Héhenbereich der zu messenden Ery-
throzyten fallen.
ANMERKUNG: Der Untergrund kann verursacht
werden durch
— Rauschen,
— Stérimpulse, die nicht durch Partikel er-
zeugt werden,
— Leerwert (Partikel im Suspensionsmittel),
— Matrixeffekt (Partikel in der Blutprobe, die
keine Erythrozyten sind).

2.4 Probe

Im Sinne dieser Norm ist die Probe dem Probanden ent-
nommenes, stabilisiertes Nativ-Blut oder eine Suspension
mit erythrozytenahnlichen Partikeln (Kontroliblut).

2.5 MeBsuspension

Die MeBsuspension ist hier die mit dem Suspensionsmit-
tel auf einen definierten Volumenanteil verdinnte Probe.

2.6 MeBvolumen

Das MeBvolumen ist das Volumen der MeBsuspension,
das wéhrend der MeBzeit durch den MeBwertaufnehmer
stromt.

3 Referenzmethode

Die Referenzmethode beruht auf der Anwendung eines
Erythrozytenzahlgerates nach Abschnitt 2.1.

3.1 MeBgréBe und Einheit

Die MeBgroBe ist die Partikelkonzentration in der Probe.
Die Einheit der MeBgréBe ist die auf die Probe bezogene
reziproke Volumeneinheit L' oder deren dezimale Teile.

3.2 Anforderungen an das Erythrozytenzéhlgerat

Als Referenzgerat kann jedes nach dem DurchfluB-MeB-
verfahren arbeitende Erythrozytenzahlgerat verwendet
werden, das so beschaffen und mit Zusatzeinrichtungen
ausgestattet ist, daB die in der Definitionsgleichung (1) flr
die Partikelkonzentration

N
V.o

c= (1
vorkommenden GréBen mit der nachfolgend angegebe-
nen MeBunsicherheit u (Vertrauensniveau 95%) einzeln
bestimmt werden kénnen:

— V ist das MeBvolumen, das wahrend der MeB-
zeit T durch den sensitiven Bereich des MeBwertauf-
nehmers stromt. Dieses Volumen muB z.B. mit einer
gravimetrischen Methode oder durch Wagung der aus
einem Behdlter im Zeitintervall zwischen dem Start-
und Stopp-Signal fir die Zahlung gesaugten Masse
einer Fliissigkeit bekannter Dichte mit einer relativen
MeBunsicherheit u, < 0,6 % bestimmt sein.
— @ ist der Volumenanteil der Ausgangsprobe in der
MeBsuspension.
ANMERKUNG: Zwischen der Partikelkonzen-
tration ¢ in der Probe und der Partikelkonzen-
tration ¢g in der MeBsuspension besteht der
Zusammenhang ¢, = @ * c.

Fortsetzung Seite 2 bis 5
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Der Volumenanteil muB mit einem kalibrierten Dilutor
(Kalibrierung z.B. mit Farblésungen und einem Photo-
meter), mit gravimetrisch kalibrierten Pipetten und
Behaltern oder durch gravimetrische Verdiinnung
unter Berlcksichtigung der Dichten der Probe und
des Verdinnungsmittels mit einer relativen Me8-
unsicherheit Ugp=< 0,6 % bestimmt sein.

— N ist die im Volumen V enthaltene Anzahl von
Erythrozyten bzw. Partikeln in der Probe. Sie mu3 aus
der beziiglich des Untergrundes korrigierten Anzahl
der gezahlten impulse N, mit Hilfe der Methode der
definierten Verdinnungsreihe zur Korrektur koinzi-
denzbedingter Z&hlverluste mit einer relativen MeB-
unsicherheit uy < 15% bestimmt sein (siehe Ab-
schnitte 3.3 bis 3.7). Dabei muB eine gegebenenfalls
im Zahlgerat vorhandene automatische Zahlverlust-
Korrektureinrichtung ausgeschaltet werden. Der zur
Umrechnung des vom Gerat angezeigten Zahlenwer-
tes « in die Anzahl der gezéhlten Impulse N, erfor-
derliche Faktor k, wobei N, = k - « gilt, muB bekannt
sein (z.B. fir Impulsuntersetzungsschaltungen). Elek-
tronische Totzeiten (Zeitkonstanten, Impulsbewer-
tungszeiten) mussen vernachlassigbar klein gegen
die Impulsauflésungszeit der verstarkten Detektorim-
pulse sein.

Das Referenzgerat muB mit einer MeB- und Uberwa-
chungseinrichtung fur die MeBzeit T (relative MeB-
unsicherheit <1%,) sowie einer manuell einstellbaren
unteren Diskriminatorschwelle ausgeristet sein.

Ein Impulsh&henanalysator zur Registrierung der Impuls-
héhenverteilung sollte zur Gerateausristung gehdren.

Der MefBbereich muB den klinisch relevanten Bereich der
Konzentration der Erythrozyten iberdecken. Liegt ein MeB-
wert beim geratespezifisch vorgeschriebenen Volumen-
anteil der Analysenprobe auBerhalb des MeBbereiches,
s0 kann durch Wahl eines anderen definierten Volumen-
anteils ein MeBwert innerhalb des MeBbereiches erzielt
und mit dem Zahlenverhaltnis der beiden Volumenanteile
umgerechnet werden.

Am oberen Ende des MeBbereiches darf eine mdglicher-
weise auftretende Basislinienverschiebung in den elektro-
nischen Komponenten héchstens 2% der mittleren
Impulsamplitude der Partikel betragen.

Das Erythrozytenzahlgerat muB so beschaffen sein, daB
Einfliisse auf die Partikelkonzentration durch

— statische Entmischungseffekte wie Sedimentation,
Adhasion von Erythrozyten an GefaB- und Schlauch-
wanden, Aggregation,

— dynamische Entmischungseffekte infolge Rota-
tionsstrémungen, Fahraeus-Effekt,

— Untergrund (noise),
— Verschleppung (carry over),
— Expansionsblasen im Detektor und im MeBvolumen,

— Rezirkulationen von Erythrozyten in den sensitiven
Bereichen des Detekiors

minimiert sind und gegebenenfalls durch Korrekturen
berlcksichtigt werden kénnen. Die verbleibenden rela-
tiven MeBunsicherheiten missen einzeln untersucht und
abgeschéatzt sein und durfen zusammen 1% nicht Gber-
steigen (quadratische Addition der Komponenten, Ver-
trauensniveau 95 %).

Bei manueller und teilmechanisierter Probenvorbereitung
wird die Adhasion der Erythrozyten an Becherwandungen
in den MeBsuspensionen durch Bestimmung der Partikel-
konzentration 30s sowie 30 min nach Herstellung der
Suspension untersucht. Die Differenz der beiden MeB-
werte, bezogen auf den ersten MeBwert, darf 2% nicht
tbersteigen (Annahme eines zeitlich linearen Effektes).

Die relative Abweichung der Partikelkonzentrationen bei
Messungen vor und nach finfmaligem Umfiillen der Sus-
pension in einen jeweils frischen Probenbecher darf 2%
nicht Ubersteigen.

Durch Verlangerung der MeBzeit T oder Wiederholung

des Zahilvorganges muB N, so groB gewdhlt werden

kénnen, daB die relative statistische Komponente der

Zahlunsicherheit uy, < 1% ist (N, = 40 000).
ANMERKUNG: Wird die Partikelkonzentration aus
der Partikelrate d N/d¢ und dem Volumenstrom
d V/d t bestimmt, mussen dabei die gleichen relati-
ven MeBunsicherheiten eingehalten werden wie
bei der Bestimmung von N und V. Die Durchfiih-
rung und die Auswertung der Referenzmessungen
erfolgen entsprechend den Abschnitten 3.4 bis
3.7 mit den differentiellen GréBen d N,/dt, dN/d¢
undd V/dt

3.3 \Vorbereitung der Referenzmessung

— Angleich der Probe an eine Temperatur von
(21 = 3)°C. Bei Abweichungen von dieser Temperatur
muB der kubische Ausdehnungskoeffizient berlck-
sichtigt werden.

— Durchmischung im Probenflaschchen vor der Ent-
nahme: Mit Antikoagulans, z.B. EDTA, versetztes
stabilisiertes Nativ-Blut 5 min auf einem Uberkopfmi-
scher oder einem anderen geeigneten Mischer
mischen; Kontrollmaterial nach Angaben des Herstel-
lers behandeln.

— Herstellung einer MeBsuspension durch Verdlin-
nen der Probe mit dem geratespezifischen (isotonen)
Verdinnungsmittel. Der Volumenanteil ist so zu
wéhlen, daB der MeBwert im MeBbereich liegt. (Gege-
benenfalls sind Konzentrationsverdnderungen durch
den Zusatz von Antikoagulansldsungen zur Aus-
gangsprobe zu berlicksichtigen.)

— Mit dieser MeBsuspension Bestimmung der Plateau-
Kurve (integrale Impulshdhenverteilung) durch Zahlung
der Impulsanzahl N, in Abhéngigkeit von der Diskrimi-
natoreinstellung bei konstanten (librigen EinfluBgréBen
oder Registrierung der differentiellen Impulshéhenver-
teilung mit einem Impulshéhenanalysator.

— Einstellung des Diskriminator-Schwellenwertes auf
das Minimum der differentiellen Impulshéhenvertei-
lung zwischen Thrombozyten und Erythrozyten bzw.
auf die entsprechende Stelle des Plateaus der inte-
gralen Impulshdéhenverteilung.

— Herstellung von mindestens 5 MefBsuspensionen
S, bis S5, deren Volumenanteile @, bis @5 sich etwa
wie 1: 0,8 : 0,6 : 0,4 : 0,2 verhalten und mit einer relati-
ven MefBunsicherheit < 0,8% bestimmt sind. Fir ¢,
kann entweder der vom Geratehersteller angegebene,
an das Geréat angepaBte Wert (z.B. ¢, = 1:50000
= 2 -1075) oder ein groBerer Wert gewahlt werden,
jedoch so, da3 der MeBwert noch in den MeBbereich
des Geréates fallt. Bei gravimetrischer Verdlnnung
mussen die Dichten der Probe und des Verdlinnungs-
mittels unter Einbeziehung ihrer Temperaturabhangig-
keit berucksichtigt werden.

3.4 Durchfiihrung der Referenzmessung

Nach Durchmischung der MeBsuspensionen werden die
vom Gerat angezeigten, unkorrigierten Zahlenwerte der
Partikelkonzentrationen o, bis o flir die Suspensionen
Sy bis Sg bei abgeschalteter automatischer Zahlverlust-
korrektureinrichtung registriert. Danach werden die
Untergrundwerte von den MeBwerten «; subtrahiert, in
die gezahlten Impulsanzahlen N; mit dem Umrech-
nungsfaktor & umgerechnet (siehe Abschnitt 3.2) und die
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