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Vorwort

Diese Norm wurde vom Arbeitsausschuss NA 063-03-06 AA ,Hamatologie“ des Normenausschusses Medizin
(NAMed) im DIN Deutsches Institut fir Normung e. V. erarbeitet und im Einvernehmen mit der Physikalisch-
Technischen Bundesanstalt Braunschweig und Berlin herausgegeben.

Der Arbeitsausschuss setzt sich zusammen aus Vertretern der medizinischen Fachgesellschaften INSTAND,
DGKL, DGHO, DGZ und Vertretern der Diagnostikindustrie.

DIN 58932, Hdmatologie — Bestimmung der Blutkérperchenkonzentration im Blut besteht aus:
— Teil 1: Blutentnahme, Probenvorbereitung, Einflussgré8en, Stérfaktoren

— Teil 2: Kennzeichnende Gré3en fiir Erythrozyten (Erythrozytenindices)

— Teil 3: Bestimmung der Konzentration der Erythrozyten, Referenzmethode

— Teil 4: Referenzverfahren zur Bestimmung der Konzentration der Leukozyten

— Teil 5: Referenzverfahren zur Bestimmung der Konzentration der Thrombozyten.

Es ist vorgesehen, Teil 5 durch einen Abschnitt, in dem ausgewahlte Verfahren enthalten sind, zu
erganzen.
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1 Anwendungsbereich

Diese Norm gilt fur die Bestimmung der Konzentration der Thrombozyten im Humanblut mit einem
Referenzverfahren oder einem ausgewabhlten Verfahren. Sie gilt nur fiir die analytische Phase.

Die Einhaltung der in dieser Norm festgelegten gerate- und messtechnischen Anforderungen bei der
Durchfiihrung des Referenzverfahrens stellt sicher, dass die Konzentration der Thrombozyten im Blut mit
einer moglichst geringen Messunsicherheit bestimmt wird. Die Anwendung eines ausgewahlten Verfahrens
stellt die Vergleichbarkeit der in verschiedenen Laboratorien erhaltenen Ergebnisse mit einer quantifizier-
baren, den medizinischen Erfordernissen geniigenden Messgenauigkeit sicher.

Diese Norm gilt auch zur Partikelzahlung in stabilisierten Kontrollbluten mit fixierten humanen Blutkérperchen
oder in Suspensionen mit Teilchen nicht biologischen Ursprungs (z. B. Kiigelchen mit Oberflachenantigenen),
wenn sich die zu messenden Partikel messtechnisch wie Thrombozyten (siehe 3.1) verhalten.

Diese Norm gilt auch bei der Thrombozytenzahlung fur Patienten mit Stérungen der Thrombozytenfunktion,
bei denen eine Glanzmann-Thrombasthenie oder das Bernard-Soulier-Syndrom vorliegen, vorausgesetzt die
Forderungen in 6.2 werden eingehalten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fur die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

DIN 58932-1, Hdmatologie — Bestimmung der Blutkérperchenkonzentration im Blut — Teil 1: Blutentnahme,
Probenvorbereitung, Einflussgrél3en, Stbrfaktoren

3 Begriffe
Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach DIN 58932-1 und die folgenden Begriffe.

31

Thrombozyten

kernlose Blutkérperchen im menschlichen peripheren Blut mit Expression der Oberflachen-Antigene CD61,
CD42 und CD41

3.2

Thrombozytenzdhlgerat

Gerat zur Zahlung suspendierter Teilchen, einschlieRlich Blutkdrperchenzahlgeraten und anderer Durchfluss-
zytometer, mit dem die Teilchen (Thrombozyten) beim Durchstrémen des sensitiven Bereiches eines
Messwertaufnehmers, der die Beobachtung der Fluoreszenz markierter Partikel erlaubt, nachgewiesen und
die elektronischen Impulse anschlieend verarbeitet werden

3.3
Durchflusszytometrisches Messverfahren
Messverfahren, bei dem sich die Konzentration der Thrombozyten im Blut ergibt aus

— der Anzahl der Thrombozyten, die wahrend der Messung durch den sensitiven Bereich des Messwert-
aufnehmers stromen,

— dem Messvolumen,
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— dem Volumenanteil des Blutes in der Messsuspension
ANMERKUNG  Erlauterungen siehe A.1 und Abschnitt 6.

3.4

Leerwertbestimmung

Messung unter Verwendung des Suspensionsmittels nach Zugabe aller zur Herstellung der Messsuspension
erforderlichen Reagenzien, jedoch ohne Beifligung der Probe

[DIN 58932-4:2003-07]

3.5

Untergrund

Beitrag zum Messwert der Konzentration der Thrombozyten, verursacht durch nicht von Thrombozyten
herrihrende Impulse

ANMERKUNG  Der Untergrund kann verursacht werden durch

— Rauschen der Detektoren (Messwertaufnehmer) und von elektronischen Baugruppen,

— Impulse, die nicht durch Partikel erzeugt werden (z. B. durch Netzteile),

— Partikel im Suspensionsmittel.
Die Auswirkungen dieser Stérgrofien werden durch die Leerwertbestimmung nachgewiesen und quantifiziert.
Weitere Beitrdge zum Untergrund werden verursacht durch die zu untersuchende Probe, d. h. durch

— Matrixeffekte (Partikel in der Probe, die keine Thrombozyten sind, jedoch den Thrombozyten entsprechende
Messsignale verursachen, z. B. Zellbruchstiicke).

3.6

Probe

ungerinnbar gemachtes Blut humanen Ursprungs

ANMERKUNG Als Antikoagulanz sollte EDTA zu bevorzugt werden.
3.7

Messsuspension
die auf einen bestimmten Volumenanteil verdiinnte Probe

[DIN 58932-4:2003-07]
3.8
Messvolumen

Volumen der Messsuspension, die wahrend der Messung durch den Messwertaufnehmer stréomt

[DIN 58932-4:2003-07]

4 Formelzeichen

Formelzeichen Bedeutung Einheit
a Ordinatenabschnitt der Regressionsgeraden 1
b Steigung der Regressionsgeraden 1
C Konzentration der Thrombozyten in der Probe L1
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Formelzeichen Bedeutung Einheit

Festgelegte Thrombozytenkonzentration, bei der die relative erweiterte

. : —1
o Messunsicherheit 2u, einen geforderten Wert nicht Gberschreiten darf L
C.. Registrierte oder nach Gleichung (2) berechnete Konzentration der =
“’J Thrombozyten in der Messsuspension i bei der Wiederholungsmessung j

Uber alle Wiederholungsmessungen j gemittelte registrierte oder nach
Gleichung (2) berechnete Konzentration der Thrombozytenn in der L1
Messsuspension i

Konzentration der Thrombozyten in der Messsuspension i, bei der
C Wiederholungsmessung j (abgeleitet von der registrierten Konzentration L1
C,i,j durch Korrektur der Koinzidenzverluste)

Uber alle Wiederholungsmessungen j gemittelte Konzentration der

G Thrombozyten in der Messsuspension i L
k Anzahl der Wiederholungsmessungen; Stichprobenumfang 1
N Anzahl der Thrombozyten in einem Volumen ¥V der Probe 1
N, Anzahl der bei der Wiederholungsme§squj registrierten Thrombozyten in 1
Y einem Volumen V; ; der Messsuspension i
]Vri Uber alle Wiederholungsmessungen j gemittelte Anzahl der registrierten y

Thrombozyten in einem Volumen V der Messsuspension i

Anzahl der Thrombozyten in einem Volumen Vij der Messsuspension i bei
Ni; der Wiederholungsmessung ;j (abgeleitet von der registrierten Anzahl Ny 1
durch Korrektur der Koinzidenzverluste)

total Gesamtanzahl aller bei der Wiederholungsmessung j registrierten

i, Ereignisse in einem Volumen V; ; der Messsuspension i
p Koinzidenzparameter 1
S; Standardabweichung der GréRe N, 1
Sy Fir die Messunsicherheitsanalyse benoétigte Summe Uber die Werte x 1
Se Fir die Messunsicherheitsanalyse bendtigte Summe Uber die Quadrate der y
Werte x
Sy Fir die Messunsicherheitsanalyse bendtigte Summe tber die Produkte xy 1
Sy Fir die Messunsicherheitsanalyse bendtigte Summe Uber die Werte y 1
Tirit Kritischer Wert beim AusreilRertest 1
¥ Messzeit bei der Wiederholungsmessung j der Messsuspension i S
Einheit der
u Standardmessunsicherheit jeweiligen
Messgrole
Upel relative Standardmessunsicherheit 1
14 Volumen der Probe L
Vii Volumen bei der Wiederholungsmessung j der Messsuspension i L
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Formelzeichen Bedeutung Einheit
i Uber alle Wiederholungsmessungen j gemitteltes Volumen Vij der L
! Messsuspension i
T Impulsaufldsungszeit; Totzeit s
o, Volumenanteil der Probe in der Messsuspension i 1

5 MessgroRe und Einheit

Die Messgrofie ist die Thrombozytenkonzentration in der Probe. Die Einheit der MessgrofRe ist die auf die
Probe bezogene reziproke Volumeneinheit L-1 oder deren dezimale Teile.

6 Referenzverfahren

6.1 Anforderungen an das Thrombozytenzahlgerat

Als Referenzgerat kann jedes nach dem durchflusszytometrischen Messverfahren arbeitende Zellzahlgerat
verwendet werden, sofern es Uber einen geeigneten Messwertaufnehmer verfligt und die Unterscheidung der
Thrombozyten von anderen Zellpopulationen und Partikeln erlaubt. Das Gerat muss so beschaffen und mit
Zusatzeinrichtungen ausgestattet sein, dass die in Gleichungen (1) und (2) fir die Partikelkonzentrationen
vorkommenden GroRen mit den nachfolgend angegebenen erweiterten Messunsicherheiten 2u (entsprechend
einem Vertrauensniveau 95 % bei Annahme einer Normalverteilung) einzeln bestimmt werden kénnen.

c=1 (1)

N.. .
Cpij=—2 (2)
Vijx &

Dabei ist

N die im Volumen ¥V der Probe enthaltene Anzahl von Thrombozyten. N muss mit Hilfe der Methode der
definierten Verdinnungsreihe zur Korrektur koinzidenzbedingter Zahlverluste mit einer relativen
erweiterten  Messunsicherheit  2u,,(N)<5 % bestimmt sein (siehe 6.3 bis 6.7). Fir

Thrombozytenkonzentrationen, die kleiner als Cy =20 000 pyL=! sind, muss fiir die relative erweiterte
Messunsicherheit

C
2urel (N)|CSCO = 2urel (N)|C:C0 X?O

erfullt sein, d. h. es muss wegen 2u,, (N) <5 % fir Cy = 20 000 pL~!

1.000pL™"
ity (N)|csco < Tu gelten.

Die Berechnung von N erfolgt aus der bezuglich des Untergrundes korrigierten Anzahl der registrierten
Impulse N, ;. Kann die automatische Koinzidenzkorrektur nicht ausgeschaltet werden, missen die vom
Messwertaufnehmer aufgenommenen, verstarkten Primarsignale verwendet werden. Elektronische
Totzeiten (Zeitkonstanten, Impulsbewertungszeiten) missen vernachlassigbar klein gegen die

Impulsauflosungszeit der verstarkten Detektorimpulse sein.
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Vij das Volumen der Messsuspension i, die wahrend der Messung j durch den sensitiven Bereich des Mess-

wertaufnehmers stromt. Dieses Volumen und damit das Volumen ¥ missen mit einer relativen
erweiterten Messunsicherheit von 2u_, (V) < 0,6 % bestimmt sein.

ANMERKUNG 1  Die Wiederholungsmessungen bei einer Verdinnung (d. h. Messsuspension) i werden durch den
Index j gekennzeichnet; die Anzahl der registrierten Ereignisse ist Nri,j und das Volumen Vi,j'

¢; der Volumenanteil der Probe in der Messsuspension i. Der Volumenanteil muss mit einer relativen
erweiterten Messunsicherheit 2u_, (¢;) < 1 % bestimmt sein.

ANMERKUNG 2  Die registrierte oder nach (2) berechnete Thrombozytenkonzentration Cri’j ist wegen der Koinzidenz-
verluste geringer als die Thrombozytenkonzentration ¢, x C in der Messsuspension.

Das Thrombozytenzahlgerat muss fir jedes Partikel in der Messsuspension simultan die Fluoreszenz-
intensitat in mindestens einem Emissionswellenlangenbereich und die Intensitat des in Vorwartsrichtung oder
in seitlicher Richtung gestreuten Lichtes detektieren.

ANMERKUNG 3  Eine zusatzliche, simultane Messung der Fluoreszenzintensitat in einem zweitem Emissions-
wellenldngenbereich wirde die Zuordnung der registrierten Ereignisse zu bestimmten Zellpopulationen sowie die
Identifikation von Storfaktoren vereinfachen.

Das Thrombozytenzéhlgerat muss mit einer Uberwachungseinrichtung fiir die Messzeit G und mit einem

Impulshéhenanalysator fur jede Messgrofle ausgeristet sein. Das Gerat muss Uber eine manuell oder
automatisch einstellbare untere Diskriminatorschwelle verfiigen.

Die Zahlrate muss durch Wahl des Volumenanteils der Probe in der Messsuspension so gering gewahlt
werden, dass fir jede MessgroRe eine von den elektronischen Komponenten verursachte Basislinien-
verschiebung die Messung nicht beeintrachtigt.

Das Thrombozytenzahlgerat sowie die verwendeten Gefalde fir die Messsuspension missen so beschaffen
sein, dass ihre Einflisse auf die Partikelkonzentration durch

— statische Entmischungseffekte wie Sedimentation, Adhasion von Thrombozyten an Gefal- und Schlauch-
wanden,

— dynamische Entmischungseffekte (Fahraeus-Effekt),
— Untergrund,
— Verschleppung,

minimiert sind und gegebenenfalls durch Korrekturen berlcksichtigt werden kénnen. Die relativen erweiterten
Messunsicherheiten muissen einzeln untersucht oder — wo dies nicht moglich ist — abgeschatzt sein. Die
erweiterten Messunsicherheiten dieser Korrekturen dirfen zusammen 2% - bezogen auf die
Thrombozytenkonzentration — nicht Ubersteigen (quadratische Addition der Komponenten, Vertrauensniveau
95 %).

Zur Ermittlung des Einflusses der Adhasion der Thrombozyten an den Becherwandungen oder des Einflusses
der Reagenzien wird die Thrombozytenkonzentration 30s sowie 10 min nach Herstellung der Mess-
suspension bestimmt. Die Messsuspension muss unmittelbar vor der Messung gemischt werden. Die
Differenz der beiden Messwerte darf 2 % des ersten Messwertes nicht Gibersteigen (Annahme einer linearen
Zeitabhangigkeit der Adhasion).

ANMERKUNG 4  Zur Probenvorbereitung eignen sich insbesondere Behalter oder Rhrchen aus Polypropylen.
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Die Abweichung der Thrombozytenkonzentrationen bei Messungen vor und nach fiinfmaligem Umfiillen der
Suspension in einen jeweils frischen Probenbecher darf 2 % des ersten Messwertes nicht Uibersteigen.

Fur Thrombozytenkonzentrationen, die gré3er oder gleich Cy = 20 000 uL=1 sind, muss die Gesamtanzahl der
registrierten Ereignisse ZI;=1Nﬁ’j fur jede Messsuspension i so grol3 sein, dass die relative erweiterte

Unsicherheit kleiner gleich 5 % ist

k 2
2urel(zj= M, jj =  <005. (3)

k
Zj=1Nri»j

Damit missen mindestens 1 600 Ereignisse registriert werden, d. h. Zl;:1Nri’j >1600.

Fur Thrombozytenkonzentrationen, die kleiner sind als Cy = 20 000 uL=1, muss fiir jede Messsuspension i die
erweiterte Messunsicherheit geringer als 1 000 uL=" sein. Die relative erweiterte Messunsicherheit andert sich

daher mit der Konzentration C der Thrombozyten in der Probe entsprechend

k k
2”rel(zj:1Nri,jj < 2”rel(zj:1Nri,jj

« <0 )

c=c, €

C<Co
Die Gesamtanzahl der zu registrierenden Ereignisse Zj—1Nri,j fir jede Messsuspension ergibt sich aus

2

2
k C C
Zj=1Nri,j 2 Z( J ®)
XCO

k -1
urel(zj: e j) 500 pL

C=Cy

Um sicherzustellen, dass die erforderliche Anzahl von Ereignissen Z 1Nrij registriert wird, muss
J=1

gegebenenfalls eine hinreichend grof3e Anzahl & von Wiederholungsmessungen unter Verwendung derselben
Messsuspension durchgefiihrt werden. Fir die Berechnung der Anzahl N der Thrombozyten wird die GroRRe

N,; benétigt, die relative erweiterte Messunsicherheit ist

k
2y (]vri ) = 2urel[z Nri,j]
=1

Bei Thrombozytenkonzentrationen von 10 000 yL—1 oder 5 000 pyL-1 ist nach Gleichung (5) die Registrierung
von mindestens 400 oder 100 Ereignissen, die von Thrombozyten verursacht sind, erforderlich.

6.2 Auswahl und Anwendung der Reagenzien zur immunologischen Markierung der
Thrombozyten

Fir die Markierung der Thrombozyten missen mindestens zwei der in 3.1 angegebenen monoklonalen
Antikoérper (mAK) eingesetzt werden, die gegen verschiedene Oberflachenepitope der Thrombozyten gerichtet
sind.

ANMERKUNG 1 Monoklonale Antikérper gegen verschiedene Epitope des Fibrinogenrezeptorkomplexes (CD61 und
CD41) und gegen den von-Willebrand-Faktor Rezeptorkomplex (CD42a, b, c, d) sind aufgrund ihrer Plattchenspezifitat
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einsetzbar. Die Zahl der von-Willebrand-Faktor Rezeptorkomplexe ist jedoch deutlich niedriger als die der
Fibrinogenrezeptorkomplexe pro Thrombozyt und sinkt auf aktivierten Plattchen weiter ab. Daher ist die Verwendung der
beiden gegen den Fibrinogenrezeptorkomplex (CD61 oder CD41) gerichteten mAk zu bevorzugen.

Fir die Bestimmung der Thrombozytenkonzentration im Blut von Patienten mit Thrombasthenie Glanzmann
muss ein Antikdrper gegen CD42 verwendet werden, da bei dieser angeborenen Thrombozytopathie die
Fibrinogenbindungsstelle GPIIb-Illa (CD41) fehlt oder einen Defekt aufweist.

Bei Patienten mit Bernard-Soulier-Syndrom muss die Antikérperkombination CD61 und CD41 eingesetzt
werden, da bei dieser Erkrankung ein Defekt oder Fehlen der von-Willebrand-Faktor-Bindungsstelle
GPIb-I1X-V (CD42a-d) vorliegt, die die Bindung von CD42 Antikérpern verhindern kann.

Die Fluorochrome, mit denen die mAk kovalent verbunden sind, missen so gewahlt sein, dass ihre
Absorptionsbanden an die Wellenlange der eingesetzten Laser angepasst sind. Die photochemische Stabilitat
und die Quantenausbeuten der Fluorochrome missen mdglichst gro? sein, um die Fluoreszenz der spezifisch
markierten Thrombozyten gut von der Eigenfluoreszenz der Thrombozyten und von der Fluoreszenz von
Zellen, die mit den ausgewahlten mAKk nicht reagieren, zu trennen.

ANMERKUNG 2  Beispielsweise ist die Fluoreszenzausbeute von Phycoerythrin (PE) gréRer als die von
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) bei Anregung mit einem Laserstrahl der Wellenlange 488 nm, so dass die Verwendung
Plattchen-spezifischer mAk mit kovalenter PE-Konjugation zu bevorzugen ist.

Fir jede neue Charge der eingesetzten mAk muss eine Titration zur Bestimmung der optimalen Konzentration
der mAk nach den bekannten Protokollen der Durchflusszytometrie vorgenommen werden. Damit wird eine
mdglichst gute Unterscheidbarkeit gefarbter Thrombozyten und Zellen, die nicht mit den Platichen-
spezifischen mAk reagieren, erreicht.

ANMERKUNG 3  Die Titrationsreihe kann mit einer Vorverdiinnung der Probe, z. B. unter Verwendung eines Volumens
von 100 uL EDTA-Vollblut einer Probe mit (400 000 + 50 000) Thrombozyten uL~" und 1,9 mL PBS/BSA Lésung, die 1 g/L
IgG enthalt, durchgefiihrt werden. Nach 15 min werden Teilproben von jeweils 100 yL mit 5 yL, 10 L, 15 yL, 20 pL, 30 pL
der Lésung mit dem direktmarkierten monoklonalen Antikérpers (z. B. CD41-PE) Uber 15 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wird auf ein Gesamtvolumen von etwa 2 mL mit PBS/BSA aufgefillt und am
Durchflusszytometer gemessen. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der Thrombozyten wird als Funktion der Konzentration
des verwendeten mAk analysiert. Als sattigend wird die Konzentration bewertet, bei der die Verdoppelung des Volumen
des Antikorpers nur zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat von kleiner als 15 % fuhrt. Das so bestimmte Volumen
des Antikorperreagenzes wird — nach linearer Skalierung auf die Konzentration der Thrombozyten in der zu
untersuchenden Blutprobe — zur Farbung der Proben fur die Messung der Thrombozytenkonzentration verwendet.
Typische Volumina einer Antikdrperlosung, bei der alle Oberflachenbindungsstellen gesattigt werden, betragen etwa
10 pL.

6.3 Vorbereitung der Referenzmessung
Die folgenden Anforderungen mussen erflllt werden:

— zum Triggern der Datenaufnahme muss die Intensitat der Fluoreszenz der Emissionswellenlange des
eingesetzten Fluorochromes verwendet werden;

ANMERKUNG 1  Bei gleichzeitiger Verwendung verschiedener Fluorochrome ist flir das Triggern der Datenaufnahme
der Fluoreszenzfarbstoff, der eine bessere Diskriminierung spezifisch gefarbter und nicht gefarbter Partikel erlaubt, zu
bevorzugen.

— Uberprifung und gegebenenfalls Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit, der Linearitdt und der
Verstarkereinstellungen beziglich der optimalen Nutzung des dynamischen Bereiches bei der Messung
der Fluoreszenzintensitat unter Verwendung geeigneten Kontrollmaterials;

ANMERKUNG 2 Die Empfindlichkeit beim Nachweis der Laser-induzierten Fluoreszenz kann Uberprift werden mit
Polystyrolkiigelchen, die mit einer bekannten Anzahl von Fluorophoren markiert sind und Signalamplituden im Bereich der
mit mAk-markierten Thrombozyten aufweisen.
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— Uberprifung und gegebenenfalls Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit und des dynamischen
Bereiches bei der Messung der Lichtstreuung;

ANMERKUNG 3 Zur Uberpriifung der Nachweisempfindlichkeit bei Streulichtlichtmessungen sind Polystyrolkugeln
verschiedener Volumina geeignet. Dabei ist zu beachten, dass wegen der geringeren Brechungsindices der Blutzellen ihre
Streulichtintensitat im Vergleich zu Polystyrolkugeln gleichen Volumens geringer ist. Um die Lichtstreuung von
Thrombozyten mit ausreichendem Signal-Untergrund Verhaltnis zu detektieren, ist der Nachweis der Lichtstreuung von
Polystyrolkugeln mit einem Durchmesser von etwa 500 nm erforderlich.

— Blutentnahme und Probenvorbereitung nach DIN 58932-1;
— Angleich der Probe und der verwendeten Reagenzien an eine Temperatur von (21 + 3) °C;

ANMERKUNG 4  Zur Verdinnung ist beispielsweise 0,01-molare PBS-Losung (phosphate buffered saline) ohne
Calcium und Magnesium geeignet, die bovines Serumalbumin (BSA) von 1 g/L enthalt.

— mit Antikoagulanz (vorzugsweise EDTA), versetztes Blut durch mindestens 10 malige Uberkopf-
bewegungen grundlich mischen, wobei Schaumbildung zu vermeiden ist;

— Herstellung einer Vorverdinnung durch den Zusatz von PBS/BSA Lésung mit IgG. Die eingesetzten
Mengen sind hinreichend gro3 zu wahlen, so dass die in 6.1 geforderten Messunsicherheiten der

Volumina ;; und der Volumenanteile ¢; eingehalten werden und die Thrombozytenkonzentration zur

nachfolgenden Farbung mit mAk gut geeignet ist;

— Farbung der Thrombozyten erfolgt durch Hinzufiigen von fluoreszenzmarkierten monoklonalen
Antikdrpern in der durch die Titrationsreihe bestimmten Menge (siche ANMERKUNG 3 in 6.2);

— Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten oder gemal den Angaben der Hersteller der
mAKk. Bei unzureichender Differenzierung der Thrombozyten von anderen Zellen, kénnen gegebenenfalls
Temperatur verringert und Inkubationsdauer verlangert werden;

— Herstellung einer Messsuspension durch Verdunnen der zur Farbung verwendeten Suspension mit einem
geeigneten Verdinnungsmittel; Anderungen der Thrombozytenkonzentration durch den Zusatz der
verschiedenen Reagenzien zur Probe sind zu berucksichtigen;

— mit dieser Messsuspension wird der untere Diskriminatorschwellenwert manuell oder automatisch
eingestellt. Dabei muss sichergestellt sein, dass alle den Thrombozyten entsprechenden Signale erfasst
werden. Der Anteil der Untergrundimpulse bei geringen Signalamplituden (z. B. durch Verstarker-
rauschen) muss geringer sein als 10 % bezogen auf die Anzahl der registrierten Ereignisse, die von
Thrombozyten hervorgerufen werden;

— Uberpriifung und gegebenenfalls Einstellung der Intensitdt der Laserstrahlen beziglich der
bestmaoglichen Unterscheidung zwischen den mit mAk gefarbten Thrombozyten und anderen Blutzellen;

ANMERKUNG 5  Zu geringe Laserleistungen haben eine geringe Nachweisempfindlichkeit zur Folge. Bei zu hohen
Laserleistungen kann die Fluoreszenz der kovalent an die mAk gebundenen Fluorophore bereits gesattigt sein, wahrend
die durch interne Bestandteile verursachte Eigenfluoreszenz der Zellen noch linear mit zunehmender Laserleistung
ansteigt. Damit wird die Trennung zwischen gefarbten und nicht gefarbten Zellen verschlechtert.

— Uberprifung und gegebenenfalls Einstellung der Beobachtungsraumwinkel beim Streulichtnachweis
bezlglich der bestmdglichen Unterscheidung zwischen Thrombozyten und anderen Blutzellen;

ANMERKUNG 6 Die Differenzierung verschiedener Zellpopulationen anhand der Lichtstreuung hangt stark von dem
Beobachtungsraumwinkel der Vorwartsstreuung ab, daneben hat auch die zur Lichtstreuung benutzte Wellenlange einen
Einfluss auf die Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen.

— Herstellung von mindestens drei weiteren Verdinnungen aus der Probe zur Ermittlung der
Koinzidenzkorrektur, so dass mindestens vier Messsuspensionen (i = 1 bis 4) gemessen werden. Die
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Volumenanteile ¢; der Probe in den Messsuspensionen ¢, bis ¢, missen sich etwa wie
1:0,75:0,5: 0,25 verhalten und mit einer relativen doppelten Messunsicherheit 2u, (¢;) <1 % bestimmt
sein; das Verhaltnis zwischen maximalem und minimalem Volumenanteil muss > 4 sein:

max (¢9)) _

6
min (¢ ) (6)
flr ¢, kann entweder der vom Geréatehersteller empfohlene (z. B. ¢4 = 1:400) oder ein abweichender

Wert gewahlt werden, wenn sichergestellt ist, dass die Messwerte bei allen Verdinnungen noch in den
Messbereich des Gerates fallen. Bei gravimetrischer Verdiinnung missen die Dichten der Probe, des
VerdUinnungsmittels und der weiteren verwendeten Reagenzien gemessen und berucksichtigt werden.

6.4 Durchfiihrung der Referenzmessung

Vor jeder Messung muss der Leerwert bestimmt werden. Die Einstellung der Diskriminatorschwelle des
Triggerkanals und das Messvolumen missen bei der Bestimmung des Leerwertes und der Konzentration der
Thrombozyten identisch sein. Ist die Verwendung identischer Volumina nicht mdglich, missen die Leerwerte
entsprechend umgerechnet werden.

Der Leerwert darf in der Region, in der die Thrombozytensignale auftreten, 100 Zahlimpulse je Milliliter
Verdunnungsmittel einschlieRlich aller Zusatze von Reagenzien (Farbemittel, Fixative) nicht tGberschreiten.

AulRerdem darf der Leerwert den Wert 1/,/Nri,-, der der statistischen Messunsicherheit der registrierten

Thrombozytensignale einer Einzelmessung entspricht, nicht Gbersteigen.

Werden diese Bedingungen nicht erfullt, sind die Ursachen zu suchen und zu beseitigen. Erhéhte Leerwerte
kénnen verursacht werden durch das Verdinnungsmittel, durch die flr eine hydrodynamische Fokussierung
verwendete Ldsung, durch elektrische oder thermische Stérungen im Thrombozytenzahlgerat oder durch
Einflisse am Aufstellungsort.

Nach grundlicher Durchmischung der Messsuspensionen werden von den einzelnen Verdlinnungen i mindes-
tens drei Wiederholungsmessungen j durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass eine ausreichende Anzahl von

Thrombozyten registriert wird. Dabei darf die erweiterte relative Unsicherheit der Thrombozytenanzahl N; fiir

Thrombozytenkonzentrationen gréRer oder gleich 20 000 uL=1 héchstens 5 % betragen (siehe Gleichung (2)
in6.1), d. h.

2urel ZMTGI[ZNI”I _]J <5%

Fur Thrombozytenkonzentrationen kleiner als C, = 20 000 uL="1 darf die erweiterte Messunsicherheit aufgrund
der Zahlstatistik (siehe Gleichungen 2b, 2c in 6.1) den Wert

- 2x500 L’
2urel(Nri):2“rel[z“ rlj] %

B

nicht Uberschreiten.

ANMERKUNG 1  Die Gesamtmessunsicherheit ist gegeben durch 2u (@)=C{2urel (N, )+ 200y (7 )+ 2,1 ()} Ftir
C <20 000 pL~" darf der statistische Beitrag C{2u,;(N,;)} zu dieser Gesamtmessunsicherheit den Wert 1 000 uL=" nicht
Uberschreiten.
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