Aus dem Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
Universitatsmedizin Rostock
Direktor : Prof. Dr. med. Peter Schuff-Werner

"Vergleichende Untersuchung zur Validitat durchflus szytometrisch mit
hamatologischen Analyseautomaten differenzierter Bl utbilder unter Nutzung

der computergestitzten Mikroskopie™

Inauguraldissertation

Zur

Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin

der Medizinischen Fakultat

der Universitat Rostock

vorgelegt von
Julia Dorre, geb. am 14.01.1984 in Ueckerminde
aus Dusseldorf

Rostock, 2012

urn:nbn:de:gbv:28-diss2013-00/1-5


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2013-0071-5


Dekan: Prof. Dr. med. Emil Reisinger

1. Gutachter: Prof. Dr.med. Schuff-Werner

2. Gutachter: Prof. Dr.med. Junghans

3. Gutachter: PD Dr.med. Fiedler

Tag der offentlichen Verteidigung: 20.02.2013


Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext
Prof. Dr.med. Schuff-Werner

Klyschi
Schreibmaschinentext
Prof. Dr.med. Junghans

Klyschi
Schreibmaschinentext
PD Dr.med. Fiedler

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext
20.02.2013

Klyschi
Schreibmaschinentext
	

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext
      

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext

Klyschi
Schreibmaschinentext


Inhaltsverzeichnis

Seite

Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Abklrzungsverzeichnis
1 Einleitung 1
1.1 Das ,Blutbild* aus historischer und heutiger Sicht 1
1.2  Entwicklung der Technologie zur Erstellung eines ,Apparativen

Differenzial-Blutbildes” und erste Ansatze zur ,automatisierten®

mikroskopischen Blutbild-Differenzierung
1.2.1 Die Impedanzmessung
1.2.2 Laserlichtstreuung und Fluoreszenz
1.3 Digitalisierte automatische Mikroskopie (,Pattern Recognition*

und Diffmaster Octavia) 8
1.4  Gegenwartiger Stand der apparativen Blutbilddifferenzierung 12
1.5 Die diagnostische Bedeutung des Differenzialblutbildes 14
1.6  Ziel und Fragestellung der Arbeit 15

Material und Methoden 16
2.1  Beschreibung der hamatologischen Analysesysteme mit denen im

Rahmen der Untersuchung apparative Differenzialblutbilder erstellt

wurden 16
2.1.1 Hamatologiesystem Sysmex XE-2100 16
2.1.2 Hamatologiesystem Coulter LH 750 20
2.1.3 Hamatologiesystem CELL-DYN Sapphire 23
2.2  Patienten und Durchfiihrung der Untersuchung 26
2.3  Mikroskopische Differenzierung 26
2.4  Statistik 28
3 Ergebnisse 31

3.1 Vergleichende Validierung von Parametern des Kleinen Blutbildes
(H&moglobin, Hamatokrit, Leukozyten-, Erythrozyten- und Thrombo-
zytenzahl) 31



3.2 Vergleichende Validierung von Differenzialblutbildern, die mittels
apparativer hamatologischer Analysesysteme erstellt wurden

3.2.1 Vergleich von selektierten Differenzialblutbildern aus der Laborroutine-
anforderung

3.2.1.1 Neutrophilendifferenzierung

3.2.1.2 Lymphozytendifferenzierung

3.2.1.3 Monozytendifferenzierung

3.2.14 Eosinophilendifferenzierung

3.2.1.5 Basophilendifferenzierung

3.3  Beschreibung von Blutbildern, die im Rahmen der Untersuchung durch
Abweichungen aufgefallen sind

3.4  Auswertung morphologischer Warnhinweise
Diskussion

4.1  Ubereinstimmungen der an den verschiedenen Geraten ermittelten
Parameter des Kleinen Blutbildes

4.2  Ubereinstimmungen der an den verschiedenen Geraten ermittelten
Parameter des Differenzialblutbildes

4.2.1 Vergleich der apparativen Differenzierung mit der computergestitzten
mikroskopischen Differenzierung

42.1.1 Differenzierung neutrophiler Granulozyten

4.2.1.2 Differenzierung von Lymphozyten

4.2.1.3 Differenzierung von Monozyten

4214 Differenzierung von eosinophilen Granulozyten

4.2.1.5 Differenzierung von basophilen Granulozyten

4.3  Moglichkeiten und Grenzen der computerassistierte Mikroskopie
(Diffmaster®)

4.4  Verweigerung der Erstellung von Differenzialblutbildern durch auto-
matische Analysesysteme

4.5  Sensitivitat und Spezifitdt morphologischer Warnhinweise von hdmato-
logischen Differenzierungsautomaten

4.5.1 Sensitivitat und Spezifitdt der morphologischen Warnhinweise

45.1.1 Blasten/ abnorme Lymphozyten

33

34
34
34
35
36
37

38
49

53

53

54

56

56

60

65

66

67

68

70

73

76
76



45.1.2 Unreife Granulozyten/ Linksverschiebung
5 Zusammenfassung

6 Literaturverzeichnis

Anhang

Thesenblatt

Lebenslauf

Selbststandigkeitserklarung

Danksagung

77

80

82



Abbildungsverzeichnis

1

Darstellung der Impedanzmessung nach dem Coulter-Prinzip
(modifiziert nach Longanbach et al., 2007)

Darstellung der vier Lichtsignale, die durch das Auftreffen
eines Laserstrahls auf eine Zelle entstehen kénnen
(modifiziert nach Longanbach et al., 2007)

Bildschirmprasentation eines mikroskopischen Befundes, der

mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Darstellung der Leukozytenpopulationen als Scattergramm
(Ruzicka et al., 2001)

Leukozytenanalyse durch das Coulter-Beckman Hamatolo-

giesystem LH750

Scattergramm einer Leukozytendifferenzierung mit Hilfe des
CELLDYN Sapphire

Differenzierte Leukozytendarstellung durch das hamatologi-
sche Analysesystem CELLDYN Sapphire als Scattergramm
(A), als Histogramm (B) mit Darstellung der relativen Anzahl
der Ereignisse (y-Achse) gegen ihre Grol3e (x-Achse) und als
Konturliniendarstellung (C) (CELL-DYN Sapphire 2005)

Darstellung der Vergleiche zwischen Leukozytenzahlen, die
mit den durchflulzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden

Darstellung der Vergleichsmessungen von Monozytenanteilen,
die mit den zytometrischen Analysesystemen (Sysmex XE
2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) und mikroskopisch

11

20

22

24

25

32



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

ermittelt wurden

Darstellung der Vergleichsmessungen von Erythrozytenantei-
len, die mit den zytometrischen Analysesystemen (Sysmex XE
2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) und mikroskopisch

ermittelt wurden

Darstellung von einer Auswahl an Zellfragmenten, die durch
den mechanischen Ausstreichvorgang entstanden sind und

somit zur Zelldifferenzierung nicht mehr zur Verfiigung stehen

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 11, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 14, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 16, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Darstellung zweier Riesenthrombozyten durch die Cellavision-
Software

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 52, die mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurden

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 124, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-
bild 139, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 232, der mit dem , Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

36

37

38

39

40

41

43

44

46

a7

48



20

21

22

23

24

25

Bildschirmprasentation des mikroskopischen Befundes Blut-

bild 368, der mit dem ,Diffmaster Octavia“ erstellt wurde

Bildschirmprasentation mit der Darstellung der segmentkerni-
gen Neutrophilen und Monozyten Probe 52

Bildschirmprasentation mit der Darstellung der segmentkerni-

gen Neutrophilen und Monozyten Probe 368

Bildschirmprasentation eines Blutbildes mit der Diagnose einer

infektiosen Mononukleose

Bildschirmprasentation eines Blutbildes bei einem Patienten

mit der Diagnose eines Plasmozytoms

Bildschirmprasentation eines Blutbildes bei einem Patienten
mit der Diagnose einer cMML, CML

49

58

58

63

71

72



Tabellenverzeichnis

1

Vom rechnergestitzten automatisierten und mechanisierten
Mikroskopiersystem (Diffmaster Octavia) zur Klassifizierung
vorgeschlagene Einordnung der im Ausstrich gefundenen
reifen Leukozyten und ihrer Vorstufen sowie anderer

kernhaltiger Zellen und Artefakte

Zusammenstellung der morphologischen Warnhinweise des
Sysmex XE-2100 Gerates (,Qualitative Flags"®)

Darstellung der quantitativen Warnhinweise beim Sysmex
XE-2100 gemadR den Referenzintervallen fir das
Differentialblutbild des Institutes fur Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Rostock

Morphologische Warnhinweise des Coulter LH 750

Morphologische Warnhinweise des CELL-DYN Sapphire

Referenzwertintervalle fur das Differentialblutbild

erwachsener Patienten

Zusammenfassung der einzelnen Korrelationskoeffizienten
nach Passing Bablok fir die mit unterschiedlichen
Analysesystemen bestimmten Parameter des Kleinen
Blutbildes

Darstellung der Warnhinweise des Coulter LH 750, Sapphire
Cell Dyn und Sysmex XE2100

Darstellung der Sensitivitdt, Spezifitatt und Effizienz

morphologischer Warnhinweise

10

18

19

22

25

28

32

50

51



10

Prozentuale Verteilung des weil3en Blutbildes mit
abweichender Verteilung im Bereich der Monozyten und

Neutrophilen

58



Abkurzungsverzeichnis

AML
BAND
Baso
CD
CLL
CML
CMML
CRP
DF
DIFF
dl
EDTA
Eo
Ery
Fa.
FISH
fl

FN

FP

Gran

IgM
IMI

Ly
MCH
MCHC
MCV
MDS
Mono

Akute Myeloische Leukamie
stabkernige neutrophile Granulozyten
basophile Granulozyten

Cluster of Differentiation (Unterscheidungsgruppen)
Chronisch Lymphatische Leukamie
Chronisch Myeloische Leukadmie
Chronische Myelomonozytare Leukamie
C-reaktives Protein
Diskriminierungsfunktion
Differentialblutbild

Deziliter

Ethylendiamintetraacetat

Eosinophile Granulozyten

Erythrozyten

Familie

Fluorescence in situ Hybridization
Femtoliter

falsch negativ

falsch positiv

Gramm

Granulozyten

Immature Granulocytes (unreife Granulozyten)

Immunglobulin M

Immature Myeloid Information (Information Uber unreife granulozytare

Vorstufen)
Liter
Lymphozyten

Mittlerer Hamoglobin-Gehalt eines einzelnen Erythrozyten in pg/Zelle

Mittlere Ha&moglobin-Konzentration eines einzelnen Erythrozyten in g/dl

Mittleres Volumen eines einzelnen Erythrozyten in fl
Myelodysplastisches Syndrom
Monozyten



Neu
nm
NRBC
PCR

P9

RBC
RF/DC
RN

RP

SFL

SLS
SSC
VARLYM
VCS
WBC

Neutrophile Grnaulozyten

Nanometer

Nucleated Red Blood Cells (erythrozytéare Vorstufen)
Polymerasekettenreaktion

Picogramm

Korrelationskoeffizient

Red Blood Cells (rote Blutkdrperchen)

MeRprinizp: Gleichstrom mit tberlagerter Hochfrequenz
richtig negativ

richtig positiv

Fluorenszenzintensitat

Sodium Larylsulfat

Seitwartslichtstreuung

Atypische Lymphozyten
Volumen-Konduktivitat-Laserlichtstreuung

White Blood Cells (Leukozyten)



1 Einleitung

1.1. Das ,Blutbild” aus historischer und heutiger S icht

Soweit historisch tberliefert ist, konstruierten Hans Jansen und sein Sohn im
16. Jahrhundert das erste Mikroskop (Gerlach, 1939), womit der Grundstein
fur die morphologische Untersuchung von Blutzellen und ihre Differenzierung
gelegt wurde. Wer aber letztlich das Mikroskop als methodisches Prinzip wirk-
lich erfunden hat, ist bis heute nicht sicher bekannt, da schon im 13. Jahrhun-
dert Sammellinsen als Sehhilfe beschrieben worden waren. Girolamo Fra-
castoro berichtete Anfang des 16. Jahrhunderts, dass man ,Gegenstande
grolRer und naher erkennen kann, wenn man sie durch zwei miteinander ver-
bundene Glaser betrachtet* (Piersing, 2009); auf diese Beobachtung lie3e

sich die weitere Entwicklung des Mikroskops durchaus zurtckfuhren.

Die erste Untersuchung menschlicher Blutzellen liegt tber 300 Jahre zurlick
und geht auf Untersuchungen zurlck, die Antony van Leeuwenhoeck an sei-
nem eigenen Blut 1674 durchfuhrte (Leeuwenhook, 1674). Im Rahmen einer
Erkrankung beschrieb er erstmalig morphologische Abweichungen bei Blut-
zellen. Etliche Jahre spater, etwa um 1700, gelang es ihm, die Zahl der Ery-

throzyten im menschlichen Blut zu berechnen (Seeger und Poppy, 1991).

Weitere Einblicke in die Pathophysiologie der roten Blutkdrperchen und der
Blutgerinnung mittels physikalisch chemischer Blutuntersuchungen erlaubten
Untersuchungen, die Boyle (1684) durchfihrte. Seine Untersuchungen fasste
er in einer ersten Monographie des Blutes zusammen. Spater fuhrten Jurin
(1717) und Hewson (1773, 1775) diese Untersuchungen fort (Autenrieth,
1974). Dabei beschétftigte sich Jurin vornehmlich mit dem Aussehen das Blu-
tes im rechten Herzen und der Lunge im Vergleich zum Blut in den peripheren
GefalRen sowie der Gerinnbarkeit und Gewichtsveranderung des Blutes au-
Rerhalb des Korpers (Prochaska, 1820)

Carl Zeiss und Ernst Abbe gelang es, im Laufe des 19. Jahrhunderts das Mik-

1



roskop technisch entscheidend zu verbessern. Mit den héher auflésenden
und damit qualitativ eindeutig leistungsfahigeren Mikroskopen konnten die
weil3en Blutzellen und ihre Veranderungen bei verschiedenen Erkrankungen
erstmals morphologisch beschrieben werden (Abbe, 1906, Gerlach, 1998).
Allerdings war die damalige Welt der Blutzellen sozusagen ,farblos®. Mit der
Entwicklung von Methoden zur Anfarbung der Zellen mit Hilfe von Anilinfarb-
stoffen kam der eigentliche Durchbruch fur die Differenzierung von Leukozy-
ten. Diese Entwicklung ist Paul Ehrlich zu verdanken, der mit Anilinfarbstoffen
experimentierte um Zellkerne und Zytoplasma sowie weitere zellulare Be-

standteile bzw. Einschlisse erkennen zu kénnen (Ehrlich, 1877).

Anfang des 20. Jahrhunderts wurden die Farbemethoden durch Verwendung
saurer und alkalischer Farbstoffe optimiert. Derartige pH-abhangige Farbstof-
fe gehen stabile Verbindungen mit unterschiedlichen Zellstrukturen ein und
bewirken damit charakteristische Strukturanfarbungen: basische Farbstoffe
(Methylenblau, Methylazur) binden z. B. an das sauer reagierende Chromatin
und an DNA (Basophilie); saure Farbstoffe, wie Eosin und Fuchsin hingegen
binden alkalisch reagierende Strukturen wie das Zytoplasma (Merck, 1986).
Zu den heute noch gebrauchlichen Farbemethoden zéhlen die Farbungen
nach May-Grinwald (1902), Giemsa (1902) und Pappenheim (1908) (Boro-
viczeny, 1991). Erst das 1931 durch Knoll und Ruska (1932) entwickelte Elek-
tronenmikroskop erlaubte eine weitergehende Analyse der anfarbbaren zellu-

laren Substrukturen.

Neben den qualitativen Analysen spielen vor allem auch quantitative Aspekte
der Blutzellbetrachtung eine wesentliche Rolle in der hamatologischen Dia-
gnostik, was zur Entwicklung sog. Zahlkammermethoden fiihrte: Karl Vierordt
fuhrte 1852 das Prinzip der Blutkdrperchenzahlung mittels einer Zahlkammer
ein (Vierordt, 1852). Fiir die Zahlung der jeweiligen Zellen in einer Probe’
werden die Zellen unter dem Mikroskop visuell ausgezéhlt und dann auf das
definierte Probenvolumen hochgerechnet. Hierflr bendtigte Vierordt seinerzeit
noch ganze drei Stunden. Rasch gab es verschiedene Verbesserungen der

! Bestimmung ihrer Zahl pro Volumeneinheit einer Suspensionsldsung

2



Methode und schliel3lich wurde die Z&dhlkammer nach Karl Thoma von Ernst
Abbe (1878) erstmal vorgestellt. Das verwendete Prinzip, ein Gitternetz in den
Boden der Kammer zu ritzen, anstatt wie bei den bis dahin verwendeten
Zahlkammern eine Teilung im Okular zu verwenden, setzte sich relativ schnell
durch und wird bis heute nahezu unveréandert im Labor eingesetzt. Die heute
zur Zellzahlung im Labor verwendete Zahlkammer ist die nach Neubauer be-
nannte Modifikation (Romeis, 1989).

In der ersten Halfte des letzten Jahrhunderts gehorten die mikroskopischen
Methoden zur Z&hlung roter und weil3er Blutzellen sowie der Thrombozyten in
volumenkalibrierten Z&hlkammern zusammen mit der manuellen Hamoglobin-
und Hamatokritbestimmung zum Standardrepertoire eines hamatologischen
Labors. Bei entsprechender Fragestellung wurde zusatzlich Blut ausgestri-
chen und fur die Differenzierung der Leukozyten nach Gréf3e und Morpholo-
gie gefarbt. Hierbei wurden im gleichen Arbeitsgang auch die roten Blutkor-
perchen und die Thrombozyten morphologisch analysiert. Die Grol3e der Ery-
throzyten und ihre Beladung mit Hamoglobin, die aufgrund der Intensitat ihrer
Anfarbarkeit beurteilt wird, sowie die Einfihrung von Rechengrd3en, denen
die Erythrozytenzahl, die HAmoglobinkonzentration des Blutes und der Hama-
tokrit zugrunde liegen (sog. Winthrobe-Indices) erlaubten eine gewisse Stan-
dardisierung der Blutbildanalytik, die auch heute noch gultig ist (Wintrobe,
1980).

Solche ,manuellen® Methoden, wie sie umgangssprachlich auch genannt
werden, sind naturgemal zeit- und personalaufwendig, auch sind diese in der
Reproduzierbarkeit und Prézision insbesondere bei kleinen Zellzahlen den
automatischen bzw. apparativen Methoden unterlegen, so dass mit zuneh-
mender Anforderung von hamatologischen Untersuchungen diese Methoden

durch mechanisiere und automatisierte Verfahren zu ersetzen.



1.2 Entwicklung von Technologien zur Erstellung ein es ,Apparativen
Differenzialblutbildes” und erste Ansatze zur ,auto matisierten“ mikro-

skopischen Blutbilddifferenzierung

1.2.1 Die Impedanzmessung

Die Impedanzmessung, auch als Widerstandsmessprinzip bezeichnet, ist das
historisch alteste Messprinzip zur Bestimmung von Zahl und Gr63e von Blut-
zellen. Entwickelt wurde es durch Wallace Coulter Anfang der 50er Jahre und
1956 erstmals als routinetaugliches Verfahren vorgestellt (Coulter, 1956).

Es basiert auf der Messung der Widerstandsdnderung beim Durchtritt elekt-
risch nicht leitender Partikel durch eine Offnung zwischen zwei Elektroden in
einer elektrisch leitfahigen Flussigkeit. Durch die Kapillaréffnung flief3t ein
Gleichstrom mit einer definierten Stromstérke zwischen externer und interner
Elektrode (Abb. 1). Bewegen sich Blutzellen einer verdinnten Vollblutprobe
als elektrisch nicht leitende Partikel einzeln nacheinander durch diese Mess-
offnung, entsteht jeweils ein Widerstand, der proportional zum Volumen der
Blutzelle ist. Die Spannung muss sich erhéhen, um eine konstante Stromstar-
ke zu gewahrleisten (Coulter, 1956). So kénnen Zahl und Volumen verschie-
dener Blutzellen, die durch die Kapillaréffnung gefuhrt werden, ermittelt wer-
den. Die Anzahl der Spannungsimpulse pro Zeit- und/oder Volumeneinheit
entspricht der Anzahl der Zellen, welche die Kapillare passieren. Die Signal-
hohe bzw. Impulsflache ist ein Mal3 des Volumens der jeweilig durch die
Messkuvette flieRenden Zelle. Dargestellt werden die gemessenen Impulse in

Form eines Histogrammes.

Die Zahlung von Erythrozyten und Thrombozyten im verdinnten Vollblut ge-
lingt aufgrund der unterschiedlichen Volumina meist problemlos. Fur die Zah-
lung der Leukozyten werden typischerweise die Erythrozyten lysiert, sodass
die verbleibende Zellsuspension neben den Leukozyten lediglich Thrombozy-
ten enthalt, deren Diskriminierung sich durch ein ,Abgrenzen” aufgrund ihres
Volumens (,Gating®) relativ einfach gestaltet.

Bei der Differenzierung von Leukozyten sind der Analyse allein nach dem Im-

pedanzprinzip durch die biologische Varianz der Leukozyten mit Uberlappun-

4



gen in den GroRRenverhéltnissen Grenzen gesetzt. Sie erlaubt lediglich eine
orientierende Beurteilung im Sinne eines 3-Part-Differentialblutbildes (Coulter
Electronics, 1983). Fur weitergehende Analysen mussen alternative Verfah-

ren verwendet oder mit der Impedanzmethode kombiniert werden.

Vakuum 6 Hg

Messeinrichtung

Interne
Elektrode

Blutzellsuspension

Externe
Elektrode

Trennungsrohr

Abb 1

Darstellung der Impedanzmessung nach dem Coulter-Prinzip (modifiziert nach Longanbach
et al., 2007)

In den nachfolgenden Jahren wurden Gerate entwickelt, die durch Nutzung
unterschiedlicher biochemischer und physikalischer Eigenschaften der Leu-
kozytenmembran, u. a. auch der Verdnderung der Membrandurchlassigkeit
fur Farbstoffe oder der physikochemischen Eigenschaften des Kerns nach
Entfernung des Zytoplasmas, die zusatzlich gewonnenen Messgrof3en als
Histogramme darstellen kénnen und so eine Multiparameteranalyse méglich

machen.

1.2.2 Laserlichtstreuung und Fluoreszenz

Ein anderes Prinzip der Blutzellzahlung und —differenzierung ist die Verwen-

dung von Laserlichtstreuung und Fluoreszenz. Dabei passiert die zu differen-



zierende Einzelzelle eine optische Durchflusskiivette und wird dabei von ei-
nem fokussierten monochromatischen Laserstrahl getroffen. Hierbei andert
das Licht seine Richtung, d.h. der Lichtstrahl wird in unterschiedlichen Win-
keln abgelenkt wird (Mullaney et al., 1970; Terstappen et al., 1986). Diese
Streulichtsignale werden Uber in bestimmten Winkeln angeordnete Photosen-
soren detektiert und in elektrische Impulse umgewandelt. Da das Laserlicht
aufgrund spezifischer Membran- und Zytoplasmaeigenschaften der verschie-
denen Leukozyten in unterschiedlichen Winkeln abgelenkt wird, kdnnen die
Unterschiede der Zelleneigenschaften Gber von der Industrie nicht vollstandig
offen gelegte Algorhytmen ermittelt werden (Abb. 2). Der 0°Lichtverlust (Vor-
wartsscatter) gibt die GroRe der Zelle an, da er das Mal3 der Verringerung des
Axiallichtes misst. Das 7° Streulicht gibt den Grad der Komplexitat einer Zelle
an. Komplexe innere Zellstrukturen erzeugen ein starkeres Streulicht als we-
niger komplexe Strukturen. Das 90° Streulicht ist die Seitwartsstreuung im
rechten Winkel zum Laserlicht. Durch dieses Signal lassen sich segmentker-
nige von nicht segmentkernigen Leukozyten unterscheiden, die eine starkere
Streuung im 90° Winkel hervorrufen. Das 90° D Streu licht ist ein seitenge-
streutes Licht, das durch eine Zelle wahrend der Streuung depolarisiert wird
(Van de Hulst, 1981). Dieses Streulicht wird zur Erkennung von eosinophilen
Granulozyten verwendet, deren Granula Licht wahrend der Streuung depola-

risieren.

T =

Abb 2
Darstellung der vier Lichtsignale, die durch das Auftreffen eines Laserstrahls auf eine Zelle
entstehen kénnen (modifiziert nach Longanbach et al., 2007)



Bei der Fluoreszenzmethode werden die Proben mittels spezieller Farbstoffe
markiert. Der Floureszenzfarbstoff absorbiert Licht bei einer bestimmten Wel-
lenldnge, um dieses spater wieder zu emittieren (Waggoner, 1986). Da die
Zellen in Abhé&ngigkeit vom Fluoreszensfarbstoff in unterschiedlichen Wellen-
bereichen unterschiedlich stark fluoreszieren, kann tber die Fluoreszenz als

weiteres Kriterium eine Zuordnung der Zellen erfolgen.

Durch eine Reihe technischer Weiterentwicklungen hat sich die Zellzdhlung
und Differenzierung wesentlich verbessert. Sowohl fir die Impedanzmessung
als auch fur die optischen Messungen konnten durch Einfuhrung der hydro-
dynamische Fokussierung die Ergebnisse optimiert werden, da bei diesem
Verfahren der zentrale Probenstrom, in dem sich die Blutzellen befinden,
langsamer als die Laminarstromung flie3t und die Blutzellen daher einzeln
nacheinander die Messkivette passieren (Ost et al., 1998). Die hydrodynami-
sche Fokussierung verhindert die Aggregation von Zellen und damit Grél3en-
verzerrungen sowie Rezirkulationen im Messbereich und folglich potentielle
Doppelzahlungen und/oder verfalschte Messsignale (Longanbach et al.,
2007).

René Thom fand Ende der 70er Jahre bei der Widerstandsmessung mit
Wechselstrom heraus, dass sich Blutzellen nur bis zu einer bestimmten Feld-
starke innerhalb der Mess6ffnung als Isolatoren verhalten. Ein wesentliches
Ergebnis seiner Untersuchung war, dass voneinander verschiedene Leukozy-
tenklassen bei der Widerstandsmessung mit hochfrequentem Wechselstrom
unterschiedliche Signale geben, wodurch sich die Zellen unterscheiden las-
sen. Fortschritte in der Lasertechnologie erlauben eine Analyse des Streu-
lichtverhaltens zellularer Oberflachen, sodass in den modernen Geraten drei
unterschiedliche apparative Differenzierungstechniken miteinander kombinie-
ren werden konnen.

Die kombinierte Widerstandsmessung mit Hochfrequenz und Gleichstrom und
die simultane Streulichtmessung von polarisiertem Laserlicht unter Nutzung
verschiedener Streulichtwinkel ist technisch in den Geraten der Fa. Beckman-
Coulter (Coulter STKS, MAXM, LH 750) und der Fa. Toa-Sysmex (SE 9000,
XE 8000) umgesetzt.

Auch die Geréate der Fa. Abbott-Diagnostics (Cell-Dyn 1800, 3200, 3500,
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3700, Sapphire, Ruby) nutzen kombinierte Technologien. Sie unterscheiden
sich aber von den oben genannten Geratesystemen dadurch, dass sie mit
polarisiertem und depolarisiertem Licht unter Nutzung von vier verschiedenen
Streulichtwinkeln arbeiten. Die Streulichtanalyse erlaubt neben Informationen
Uber die GroRRe und Granularitat der Zellen auch Angaben zur Kernlappung.
(Gruber et al., 2000).

Zytochemische Methoden stellen eine weitere Mdglichkeit der Leukozytendif-
ferenzierung dar. Dabei werden die Leukozyten im sogenannten ,Peroxidase-
kanal* mit optischer Messtechnik differenziert. Zuerst werden die Erythrozyten
lysiert um dann die Leukozytenkonzentration zu bestimmen. Im Anschluss
erfolgt die Differenzierung der Zellen in ihre Subpopulationen anhand der Zell-
groflRe und Myeloperoxidaseaktivitat, nachdem die Leukozyten mit 4-Chloro-1-
Naphtol und H202 angefarbt wurden. Dabei sind z.B. neutrophile Granulozy-
ten grol3 und besonders peroxidasereich und somit gut zu detektieren. Umge-
setzt wurde dieses Verfahren zusammen mit der optischen Analyse und der
Nutzung der Lyseresistenz bestimmter Zellpopulationen in den Geréateent-
wicklungen der Fa. Technicon (H-1 bis H-3, Bayer Diagnostic, Technicon) und
dem Vorlaufergerat Hemalog D der Fa Technicon (Schneider, 1989). Der ,Pe-
roxidasekanal” ist auch heute noch integraler Bestandteil des automatisierten

hamatologischen Analysesystems (,ADVIA®) der Fa. Siemens.

1.3 Digitalisierte automatische Mikroskopie (,Patte rn Recognition* und

Diffmaster Octavia F)

Wahrend der 70er Jahre wurden sog. ,Pattern-Recognition-Systeme* entwi-
ckelt, die es erlaubten, herkdbmmliche Blutausstriche mit Hilfe von automati-
sierten Mikroskopen und Bildauswertungssoftware zu differenzieren. Diese
Pattern-Recognition-Technologie hat ihre Grundlage in technischen Entwick-
lungen der Militarforschung. Die Technologie zur landkartenartigen Erken-
nung von Gelandestrukturen war seinerzeit Grundlage der Flugbahn- und
Zielerkennung von Lenkflugkdrpern (Cruise missiles) und wurde fir die Diffe-

renzierung und Wiedererkennung von ausgestrichenen Blutzellen adaptiert.
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Aufgrund zahlreicher Limitationen hat sich allerdings diese Technologie nicht

durchsetzen kdnnen (Seeger, Poppy, 1991; Avenarius, 1995).

Neuerdings erhebt eine andere Bildanalysetechnologie den Anspruch, die
herkdbmmliche mikroskopische Untersuchung (Differenzierung) ersetzen zu
kénnen. Hierbei handelt es sich um das sog. ,Diffmaster-System* (Cellavisi-
on®).

Die fortschreitende Entwicklung der Rechner- und Speichertechnologie mit
exponentiell ansteigenden Speicherkapazitaten sowie der Mdéglichkeit der Di-
gitalisierung von Bildern erlaubte in den 90ern die Entwicklung einer Techno-
logie, die einen unter standardisierten Bedingungen automatischen gefertig-
ten Ausstrich systematisch abscannt und die vorhandenen Zellelemente er-
fasst, fotografiert, digitalisiert und mittels definierter Algorythmen klassifiziert
beziehungsweise zuordnet. Das System Diffmaster Octavia (CellaVision,
Schweden) ist ein solches automatisches mikroskopisches System zur diag-
nostischen Anwendung. Es besteht aus einem motorgetriebenen verschieb-
baren Mikroskopiertisch, welcher acht Blutausstriche fassen kann und einem
Mikroskop (Olympus BX50WI, Olympus Europe, Hamburg, Germany) mit ei-
nem 100x Objektiv (Sony, Tokio, Japan).

Das Einspannen der Blutausstriche und das Auftragen des Immersionsols
erfolgt durch den Untersucher. Das System Uberprift mit dem motorgesteuer-
ten Kreuztisch die Qualitat des Ausstrichs und lokalisiert einen Bereich mit
optimaler Zelldichte zur Analyse (DiffMaster Octavia, 2002).

Die erfassten kernhaltigen Zellen (Leukozyten, kernhaltige Erythrozyten und
Riesenthrombozyten, aber auch Kernschatten) werden mit einer CCD-
Kamera dokumentiert und rechnergestitzt digitalisiert. Aufgrund von werksei-
tig programmierten Wiedererkennungsalgorythmen wird vom Gerét eine Vor-
klassifizierung der Zellen vorgenommen (Tab. 1), welche vom Untersucher

bestétigt oder verworfen bzw. korrigiert werden kénnen (Abb. 3).



Tab. 1

Vom rechnergestitzten automatisierten und mechanisierten Mikroskopiersystem (Diffmaster
Octavia) zur Klassifizierung vorgeschlagene Einordnung der im Ausstrich gefundenen reifen
Leukozyten und ihrer Vorstufen sowie anderer kernhaltiger Zellen und Artefakte

Leukozyten Andere
Unidentifiziert Erythroblast (NRBC)
Eosinophiler Kernschatten
Basophiler Artefakt

Lymphozyt Riesenthrombozyt
Monozyt

Segmentkerniger Granulozyt

Stabkerniger Granulozyt

Metamyelozyt
Myelozyt

Promyelozyt

Blast

Fur die morphologische Beurteilung des roten Blutbildes wird ein optimaler
Ausstrichbereich mit einer UbersichtsvergroRerung x100 mikroskopiert und in
digitalisierter Form abgespeichert. Dieser Ausstrichbereich lasst sich beliebig
vergroRern und damit vom Untersucher analysieren. Die mdglichen morpho-
logischen Kriterien sind in einer semiquantitativ zu bewertenden Tabelle vor-
gegeben (z. B. Polychromasie, Hypo- bzw. Hyperchromasie, Mikro-, Makro-
und Poilkilozytose). Auch vorhandene abnormen Zellformen oder Zellein-
schlisse, wie z. B. Targetzellen, Howell- Jollykdrper, Pappenheimkorper, Ak-
anthozyten, Spharozyten kdnnen dokumentiert werden. Zusatzlich besteht die
Moglichkeit zehn weitere Zellcharakteristika zu definieren und manuell hinzu-

zufigen.

Neben den genannten Zuordnungsmaglichkeiten gibt es die Rubrik ,Unidenti-
fiziert", fur Zellen die durch den Diffmaster nicht klassifiziert werden konnten

und dem Anwender zur endgiltigen Validierung angezeigt werden. Zellen, die
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auch der Anwender nicht eindeutig zuordnen kann, die jedoch in der Differen-
zierung bleiben, gehen unter dieser Bezeichnung in den Befund ein. Als ,nicht
klassifiziert“ werden Zellen bezeichnet, die weder klassifiziert werden konnen
noch in die Differenzierung eingeschlossen werden sollen (DiffMaster Octa-
via, 2002).

Die getroffenen Zellzuordnungen werden abgespeichert und dem Untersucher
auf dem Monitor angezeigt. Die Validierung kann nun abgeschlossen und der
Befund elektronisch freigegeben werden (Kratz et al, 2005) (Abb. 3). Eine el-
ektronische Weiterleitung von morphologischen Befunden, in Form von Zell-

bildern, kann mit einer entsprechenden Software erfolgen (e-mail).

Bildschirmausschnitt Aktiver Objekttrager Hakchen Klasse geprift
Z

Leukozyten Differenzienng

Unidentifiziert A5
Stabkemiger Granulozyt 13 65 e
Segm. Neutrophiler 100 500 e
Eosinophiler 6 30 %7
Basophiler =5

Lymphozyt 55 275 e
Monazyt 22 110

Myelozyt

Metamyelozyt

Unreifer Eosinophiler

Unreifer Basophiler

Promonozyt

Prolymphozyt b i
Blast 1 05 e
Variant. Lymphozyt -
Plasmazelie

Lymphozyt mit Gr. Granula

Haarzelle

Erythroblast (NRBC)
Riesenthrombozyt

Megakaryozyt =
Kemnschatten 8 40 e
Artefakt 1 05e

Nicht Kiassifiziert

Abb 3

Bildschirmprésentation eines mikroskopischen Befundes, der mit dem ,Diffmaster Octa-
via“,erstellt wurde. Mittelstandig sind die Absolutzahlen und prozentuale Verteilung der wei-
Ren Blutzellen sowie andere morphologische Hinweise abgebildet. Durch Verschiebung der
Zellbilder ,per Mausklick” in eine andere (aufrufbare) Rubrik besteht die Mdglichkeit einer
Neuzuordnung im Sinne einer morphologischen Validierung, die bei der klassischen Mikro-
skopie nicht maoglich ist. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, die einzelnen Zellen zu vergréRern
und die Belichtung zu optimieren.

Das System wird durch das Programm ,Cytologica® gesteuert. Dieses Pro-
gramm Ubernimmt die Bildaufnahme, Analyse und Klassifizierung. Man kann
verschiedene Ansichten der Leukozyten unterscheiden. Mittels der Ansicht

.Leukozytenanalyse“ werden die Leukozyten nach Klassen unterteilt ange-
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zeigt und konnen detailliert vergroRert und/oder im Farbeverhalten modifiziert
angezeigt werden, wodurch die abschlie3ende Bewertung und Klassifizierung
erleichtert wird. Die der jeweiligen Leukozytenklasse zugeordneten Zellen
werden als absoluter und relativer Anteil der differenzierten Leukozyten ange-
geben.

Grundlage der Algorythmen fur die Klassifizierung der Leukozyten sind zahl-
reiche zytologische Charakteristika, die als wissensbasisierte Software hinter-
legt sind. Dazu zahlen u.a. Zellgrol3e, Kern/Plasma-Relation, Farbeverhalten
und Kern- und Zytoplasmatextur (DiffMaster Octavia, 2002).

Das Programm nutzt in der Standardversion verschiedene Farben, die den
Vertrauenswert, mit welcher Sicherheit das Programm eine Zelle klassifiziert
hat, darstellen. Griin bedeutet, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Zelle
der richtigen Klasse zugeordnet wurde, wahrend die rote Markierung eine ho-
he Unsicherheit bei der Klassifizierung anzeigt.

Alle Leukozytenbilder werden gespeichert und sind so jederzeit wieder abruf-
bar.

1.4 Gegenwartiger Stand der apparativen Blutbilddif  ferenzierung

Heute nutzt die automatische Differenzierung alle genannten Technologien
zur Erfassung unterschiedlicher Charakteristika der Leukozyten und kombi-
niert sie sinnvoll, um die im peripheren Blutbild vorhandenen Zellen richtig
zuzuordnen (Dorner, 2003).

Moderne hamatologische Analyzer ermdglichen die Erstellung eines automa-
tisierten “Five-part Diff” (Buttarello et al., 1992). Die technische Weiterentwick-
lung der Gerate erlaubt mit gewissen Einschrankungen auch die Identifizie-
rung pathologischer oder unreifer Zellen, wie z. B. ,unreife Granulozyten“ oder
»<atypischer Lymphozyten* (Ansari-Lari et al., 2003). Hierdurch hat sich die
Verlasslichkeit der automatisierten Leukozytendifferenziersysteme deutlich
verbessert und zu einem signifikanten Rickgang der mikroskopischen Zelldif-
ferenzierung gefuhrt (Bain et al., 2005; van der Meer et al., 2006).

Um den Anwender eines hamatologischen Differenzierungsautomaten darauf
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aufmerksam zu machen, dass sich Zellen im Blut befinden, die eine abwei-
chende Zellmorphologie aufweisen oder welche das Gerat nicht erkennen
bzw. zuordnen kann, werden ,Flags” bzw. Warnhinweise angezeigt. Auch bei
abweichenden Besonderheiten der zu untersuchenden Blutprobe, so z. B. bei
Vorliegen von Gerinnseln oder kernhaltige Erythrozytenvorstufen bzw. Throm-
bozytenaggregaten, geben die hamatologischen Differenzierautomaten in der
Regel sehr konkrete Warnhinweise, dass die maschinellen Zahl- und Diffe-
renzierungsergebnisse hierdurch verfalscht sein kdnnen. Solche Proben wer-

den dann der herkdmmlichen mikroskopischen Differenzierung zugefuhrt.

Der wesentliche Vorteil der modernen Blutbildanalytik liegt auf der Hand: Gr6-
Berer Probendurchsatz mit deutlich geringerer Personalbindung und eine
deutlich verbesserte Reproduzierbarkeit und Préazision der Zahl- und Differen-
zierungsergebnisse, da die Automaten eine weit héhere durchflielende Zell-
zahl analysieren als es mit herkémmlichen Methoden mdglich war.

Von daher lassen sich auch Kritiken an diesen Methoden relativieren, da bei
maoglicherweise nur wenigen zirkulierenden pathologischen Leukozyten die
Chance, dass diese bei der Analyse von 10.000 Leukozyten tbersehen wer-
den, geringer ist als bei einer mikroskopischen Differenzierung von nur 100
Zellen (Rumke, 1985).

Dennoch bleibt die mikroskopische Zelldifferenzierung der apparativen Diffe-
renzierung in sofern Uberlegen, als minimale, morphologisch aber bedeutsa-
me zytologische Veranderungen insbesondere bei unreifen Vorlauferzellen
von den Analysesystemen nicht richtig erkannt werden kénnen (Bain, 2005),
das bezieht sich insbesondere auf die Lymphozytenmorphologie und das rote
Blutbild .

Die Personal- und Kostensituation im Labor erlaubt allerdings heute keine
mikroskopisch-manuelle Bearbeitung aller Blutbildanforderungen mehr. Die
Entscheidung, ob ein Blutbild zusatzlich manuell ,nachdifferenziert* werden
muss, hat eine erhebliche Bedeutung fir die Laborkosten, die Produktivitat
und die Befundrickfihrungszeiten.

Jedes Labor muss daher seine eigenen Review-Kriterien definieren, um fest-
zulegen, wie mit einem automatisch erstellten Differenzierungsbefund, der

diesen Kriterien entspricht, weiter zu verfahren ist.

13



1.5 Die diagnostische Bedeutung des Differenzialblu  tbildes

Das sog. grof3e Blutbild umfasst neben den Parametern des kleinen Blutbil-
des (Quantifizierung der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, Ha-
moglobin- und Hamatokritbestimmung sowie Berechnung von MCV, MCH und
MCHC) eine qualitative und quantitative Zuordnung der Leukozyten zu
neutrophilen, basophilen und eosinophilen Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten. Ihr Anteil wird auch heute noch in den meisten Laboratorien in
Prozente bezogen auf die Gesamtzahl der differenzierten Zellen (in der Regel
100) angegeben. Diese immer wieder Kkritisierte Verfahrensweise kann zu
Fehlinterpretationen fuhren, da z. B. eine relative Lymphopenie bei relativer
Neutrophilie, bezogen auf die absolute Lymphozytenzahl, durchaus noch nor-

mal sein kann.

Neben der ,horizontalen* Differenzierung im Sinne der Zuordnung zu einer
Zellart, werden mit der ,vertikalen® Differenzierung auch unterschiedliche Rei-
fungsstufen der Leukozyten im Sinne der physiologischen oder pathologi-
schen Linksverschiebung erfasst. Diese Begrifflichkeit bezieht sich im We-
sentlichen auf die Vorstufen der myeloischen Zellen und umfasst die Unter-
scheidung von segment- und stabkernigen neutrophilen Granulozyten, von

Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten und Myeloblasten.

Physiologischerweise zirkulieren 4.5 bis 11.5 x 10° Leukozyten pro Liter im
peripheren Blut. Eine der haufigsten Erstbefunde bei der Aufnahmeuntersu-
chung eines Patienten stellt die Leukozytose dar, welche reaktiv als physiolo-
gische Reaktion des Organismus oder als Ausdruck einer pathologischen
Verdnderung z. B. im Rahmen einer hdmatologischen Neoplasie auftreten
kann. Nur die morphologische Differenzierung kann Aufschluss dariber ge-
ben, welche der genannten Ursachen einer Leukozytose zugrunde liegen
(Kroschinsky et al., 2007).

Auch der Erstbefund einer Leukopenie rechtfertigt ein Differenzialblutbild, da
zwar die betroffene verminderte Leukozytenpopulation durch die maschinelle

Differenzierung eindeutig identifiziert werden kann, aber dadurch nicht geklart
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wird, ob bestimmte Leukozytenpopulationen ganz verschwunden sind oder ob
es sich z.B. um eine Lymphopenie im Sinne einer Virusinfektion handelt.

Um eine optimale diagnostische Aussage der Analyse des Blutausstriches zu
gewahrleisten und eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt zu erreichen, wurden
durch die International Consensus Group of Hematology einheitliche Nachdif-
ferenzierungs- oder Reviewkriterien definiert, nach denen eine mikroskopi-
sche Kontrolle des untersuchten Blutes mdglichst zu erfolgen hat (Barnes et
al., 2005).

1.6 Ziel- und Fragestellung der Arbeit

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es, die mit Hilfe von hamatologischen Analy-
sensystemen erstellten Blutbilder mit der mikroskopischen Differentialblutbild-
analyse zu vergleichen.

Drei automatische Hamatologieanalysesysteme, der XE 2100 (Sysmex, Nor-
derstedt), der LH 750 (Coulter-Beckman, Krefeld) und der CELL-DYN Sapphi-
re (Abbott, Wiesbaden) stehen fir diese Untersuchung zur Verfiigung. Die
maschinell erstellten Differentialblutbilder werden mit Hilfe eines automati-
schen Mikroskopiersystems (Diffmaster Octavia, CellaVision, Schweden) ver-
glichen. Die Untersuchung soll an unterschiedlichen Patientenproben erfol-
gen, die fir die Erstellung eines Blutbildesvon Patienten der Notaufhahme,
Patienten der h&matologisch-onkologischen Abteilung und Patienten der In-
tensivstation angefordert werden.

Ziel der vergleichenden Untersuchung soll die Ermittlung von Sensitivitat und
Spezifitdt der apparativen Blutbilddiagnostik sein., das heif3t die quantitative
und qualitative Anzahl falsch positiver und falsch negativer Ergebnisse, wobei
die Ergebnisse des durch den Untersucher validierten automatischen Mikro-
skopiersystems als Referenz dienen.

Weiterhin erfolgt der Vergleich der Blutbildautomaten untereinander. Dabei
sollen die Gerate im Hinblick auf die Verlasslichkeit der quantitativen Differen-
zierung und der gesetzten morphologischen Warnhinweise (Flags) untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Beschreibung der Hamatologischen Analysensysteme mit denen im
Rahmen der Untersuchung apparative Differenzialblut bilder erstellt wur-

den

Fur die Untersuchungen wurden die Systeme Sysmex XE-2100 (Sysmex,
Norderstedt), Coulter LH 750 (Beckman Coulter, Krefeld) und CELL-DYN
Sapphire (Abbott, Wiesbaden) eingesetzt.

2.1.1. Hamatologiesystem Sysmex XE-2100

Die Gerate der X-Klasse mit dem Standardgerat Sysmex XE-2100 sind auto-
matisierte hamatologische Analysensysteme, die nach dem RF/DC- Wider-
standsmessprinzip (Gleichstrom mit tUberlagerter Hochfrequenz) und mit der
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie arbeiten (Lehner et al., 2008; Tsuruda et
al., 1999).

Es sind sowohl Blutbildanalysen im geschlossenen Modus (Samplermodus)
als auch durch Einzelprobenzufuhr (manueller Modus) mdglich. Beim
Samplermodus werden die Proben im Probenréhrchen automatisch zugefihrt,
gemischt, angesaugt und analysiert.

Fur die Leukozytenzahlung und -differenzierung verwendet das System eine
,Diff*- Messkammer. Die Erythrozyten werden durch ein Reagenz lysiert, wel-
ches selektiv die Degranulation von basophilen Zellen unterdriickt, wodurch
diese von anderen Leukozytenformen unterschieden werden kénnen. Die
permeabilisierten Leukozyten werden mit einem spezifischen Nukleinsaure-
farbstoff angefarbt. Im optischen Detektorblock gelingt Gber drei verschiedene
optische Informationen die Klassifizierung der Leukozyten aufgrund ihrer un-
terschiedlichen physikalisch-chemischen Zelleigenschaften. Dabei werden
eine Vielzahl von Messdaten, die aus Vorwarts- und Seitwartslichtstreuung
sowie Fluoreszenzintensitat generiert werden, nach, im Einzelnen nur dem
Hersteller bekannten, mathematischen Algorythmen analysiert (Ruzicka et al.,
2001). Die grafische Darstellung der Leukozytenklassifizierung erfolgt mittels

Scattengrammen (Abb. 4).
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In einem gesonderten Messkanal erfolgt die Analyse unreifer myeloischer
Vorstufen (,immature granulocytes®, ,IG"). Nach der Erythrozytenlyse kommt
ein spezielles Reagenz, welches hauptsachlich auf die Lipidkomponenten der
Zellmembran wirkt, zur Anwendung. Dabei wird das Zytoplasma aller reifen
Leukozyten infolge der lytischen Wirkung des lipophilen Reagenz freigesetzt,
da deren Membran deutlich hdhere Lipidanteile enthalt (Lehner et al., 2008).
Die Zellmembranen der unreifen Leukozyten sind dagegen geschiitzt, da sie
sich in der Lipidzusammensetzung und den Lipidanteilen von den reiferen
Zellen unterscheiden.

Daran schliel3t sich die Analyse der Zellen mittels Widerstandsmessprinzip
nach dem RF/DC-Messprinzip (Symex Norderstedt) an. Die Quantifizierung
unreifer Granulozyten kann in der Verlaufsdiagnostik entztindlicher Prozesse
klinisch relevant sein; ihr Auftreten ist aber in jedem Fall ein Kriterium flr die
Erstellung eines zusatzlichen mikroskopischen Differentialblutbildes (Nachdif-
ferenzierungskriterium). Der Nachweis hamatopoetischer Progenitorzellen ist

ebenfalls Gber den 1G-Nachweis moglich (Lehner et al., 2008).

Die traditionell schwierige Analyse kernhaltiger erythrozytarer Vorstufen (Ery-
throblasten bzw. Normaoblasten) erfolgt in einem weiteren separaten Kanal mit
Hilfe einer Kernfluoreszenzfarbung: Die Erythrozyten werden hamolysiert,
sodass nur noch der Kern ubrig bleibt. Die Leukozytenmembran wird zwar fir
den Fluoreszensfarbstoff permeabel, bleibt aber ansonsten erhalten. Die Dis-
kriminierung erfolgt durch die unterschiedlichen Volumina der fluoreszieren-
den Erythroblastenkerne und der als Zelle intakten Leukozyten, deren Kerne
ebenfalls fluoreszieren.

Dieses Verfahren erlaubt die sichere Unterscheidung kernhaltiger erythrozyta-
rer Vorstufen von den Leukozyten (Ruzicka et al., 2001).

Des Weiteren wird von ,floating thresholds* Gebrauch gemacht. Durch die
Einstellung von oberen und unteren Grenzwerten kdnnen einzelne Zellpopula-
tionen zugeordnet werden und somit Thrombozyten von kleineren Erythrozy-
ten unterschieden werden. Die Hadmoglobinmessung erfolgt in einer Durch-
flusskivette. Dort wird das ausgetretene Hamoglobin in Oxyhamoglobin um-
gewandelt, welches sich mit Natrium-(Sodium)-Lauryl-Sulfat zu SLS- Hamog-

lobin verbindet. Die Konzentration wird dann fotometrisch bestimmt (Sysmex,
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Norderstedt).

Das Analysensystem Sysmex XE-2100 verwendet ahnlich wie auch die ande-
ren hamatologischen Analysesysteme eine interpretierende Software, um pa-
thologische Befunde zu identifizieren und mit Kommentaren (Flags) zu verse-
hen. Man unterscheidet dabei morphologische Flags (Tab. 2), die vom An-
wender nicht verandert werden kénnen, von Hinweisen, welche vom Nutzer

geandert werden kbénnen und auf quantitativen Festlegungen beruhen (Tab.

3).

Tab. 2

Zusammenstellung der morphologischen Warnhinweise des Sysmex XE-2100 Gerates (,Qua-

litative Flags")

WARNHINWEIS

MOGLICHE BEDEUTUNG

Blasts?

Blastenhinweise im IMI oder Diff Scattergram

Immature Gran?

Unreife Granulozyten im IMI oder Diff Scattergram

Left Shift?

Verschiebung der Granulozyten im Diff Scattergramm
nach oben rechts oder Linksverschiebung im IMI

Scattergramm

Abn Lympho/-

L-Blasts?

Verschiebung der Lymphozyten im Diff Scattergramm

nach oben rechts oder Blasten im IMI Scattergramm

NRBC?

Kernhaltige erythrozytare Vorstufen, d.h. Spots zwi-
schen Ghosts und Lymphozyten im Diff Scat-

tergramm

Atypical Lympho?

Atypische Lymphozyten, auffallige Zellen im Diff

Scattergramm oben rechts
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Tab. 3

Darstellung der quantitativen Warnhinweise beim Sysmex XE-2100 gemaR den Referenzin-
tervallen fur das Differentialblutbild des Institutes fur Klinische Chemie und Laboratoriumsme-
dizin, Universitatsklinikum Rostock (die quantitativen Warnhinweise galten fur alle in dieser
Arbeit verwendeten Gerate)

Warnhinweise | Bedeutung

Leuko+ erhdhte Leukozytenzahl
(Leukozyten > 30 x 10°/ I
Leuko- niedrige Leukozytenzahl
(Leukozyten < 4 x 10hoch9/l)

Neutro+ erhohte Neutrophilenzahl
(Neutrophile > 0,84 x 10hoch9/l)
Neutro- niedrige Neutrophilenzahl

(Neutrophile < 0,36 x 10hoch9/l)

Lympho+ erhdhte Lymphozytenzahl
(Lymphozyten > 0,42 x 10hoch9/l)
Lympho- niedrige Lymphozytenzahl
(Lymphozyten < 0,20x10hoch9/l)
Mono+ erhohte Monozytenzahl
(Monozyten > 0,15 x 10hoch9/l)
Baso+ erhohte Basophilenzahl(Basophile > 0,01 x 10hoch9/l)
Eosino+ erhdhte Eosinophilenzahl

(Eosinophile > 0,05 x 10hoch9/l)
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Abb. 4

Darstellung der Leukozytenpopulationen als Scattergramm. Die Unterteilung erfolgt in Lym-
phozyten, Monozyten, Neutrophile + Basophile, Eosinophile und das Erythrozytengebiet
(RBC ghosts). Auf der X-Achse wird der Seitwartslichtstreuung (SSC) gegen die Fluoreszenz-
intensitat (SFL) auf der Y-Achse aufgetragen (Ruzicka et al., 2001)

2.1.2 Hamatologiesystem Coulter LH 750

Das System Coulter LH 750 ist ein vollautomatisches hdmatologisches Analy-
sensystem, welches nach dem Impedanz-Prinzip und der VCS-Technologie
arbeitet.

Das System LH 750 verfugt fur die Zahlung von Erythrozyten, Thrombozyten
und Leukozyten Uber zwei Messkanale. Die Analysen werden nach dem Im-
pedanzprinzip parallel in drei unabhangigen Kapillaren durchgefihrt.

Die Leukozytendifferenzierung erfolgt nach Lyse der Erythrozyten unter Bei-
behaltung eines fast nativen zellularen Zustandes der Leukozyten mit der
VCS-Technologie, die Volumen (V), Konduktivitat (C) und Laserlichtstreuung
(S) einschliet (Longanbach et al., 2007). Die Widerstandsmessung im
Gleichstrom erfasst das Volumen der Zelle. Mit der Messung der internen
Leitfahigkeit (Konduktivitat) im hochfrequenten Wechselstrom werden zellula-
re Kenngrol3en (z.B. Kern/Plasma-Relation, Granularitat) analysiert. Zusatz-
lich wird jeder Leukozyt einem monochromatischen Laserlicht ausgesetzt,
wodurch Informationen zur Oberflachenstruktur und Form der Zelle gewonnen

werden (Fernandez et al., 2001).
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Bei jedem Messvorgang werden die Daten von etwa 8200 Leukozyten in eine
Matrix tbernommen und in einem dreidimensionalen Koordinatensystem ana-
lysiert. Diese Technologie gestattet die zwei- oder dreidimensionale Klassifi-
zierung der Leukozyten. Die Diskriminationsfunktion 1 (DF 1) mit Volumen (y)-
Achse gegen Streulicht (x)-Achse zeigt die Aufteilung von Lymphozyten, Mo-
nozyten, Neutrophilen und Eosinophilen. Basophile Granulozyten sind auf-
grund verschiedener interner Leitfahigkeit in dieser Form des Scatterplots hin-
ter den Lymphozyten verborgen (Abb. 5). Das DF 2-Scattergramm, bei der
Volumen gegen Konduktivitdt aufgetragen wird, zeigt hauptsachlich Lympho-
zyten, Monozyten und Neutrophile. Entfernt man die Neutrophilen aus dem
DF 2 Scattergramm, kdonnen die Basophilen im DF 3-Scatterplot dargestellt
werden (Beckman Coulter Germany, Krefeld).

Die Leukozytenzéhlung wird durch einen Interferenzalgorithmus, welcher die
Einflisse kernhaltiger erythrozytarer Vorstufen, Riesenthrombozyten und ly-
seresistenter Zellen bericksichtigt (Aulesa et al., 2004), korrigiert. Im An-
schluss an die Leukozytendifferenzierung wird die gleiche hamolysierte, aber
Leukozyten enthaltende Probe in die Hamoglobin-Messkammer gegeben, um
die Hamoglobinkonzentration zu ermitteln, dabei wird die Lichtabsorption bei
einer Wellenlange von 525 nm gemessen.

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt in Form von Scatterplots,
Histogrammen und Analysendaten unter Verwendung interpretierender Soft-
ware. Auffallige Proben werden durch das System kenntlich gemacht. Dabei
werden numerische Flags, deren Grenzwerte durch den Benutzer selbst defi-
niert werden kénnen, von morphologischen Flags unterschieden, die nach
internen Algorithmen durch das System angezeigt werden (Tab. 4).

Zu den numerischen Flags gehodren Leukozytose und Leukozytopenie sowie
Neutropenie, Neutrophilie, Lymphopenie, Lymphozytose, Monozytose, Eosi-
nophilie und Basophilie.

Fur die eigentliche Messung werden im automatischen Modus die EDTA-
Roéhrchen gemischt und anschlieRend die Proben automatisch zur Ansaugna-
del gefihrt und analysiert. Eine manuelle Einzelprobenzufuhr ist auch hier

alternativ moglich.
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Abb. 5
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Leukozytenanalyse durch das Coulter-Beckman Hamatologiesystem LH 750.

Die obere Abbildung zeigt ein Leukozytenhistogramm, in dem die relative Anzahl der Leuko-
zyten gegen die Volumenverteilung aufgetragen ist. Darunter ist ein zweidimensionales Scat-
tergramm nahe der Diskriminerungsfunktion 1 (DF1) dargestellt, wobei das Zellvolumen (y-
Achse) gegen die Laserlichtstreuung (x-Achse) aufgetragen wird

Tab. 4

Morphologische (qualitative) Warnhinweise des Coulter LH 750
Die vom Labor vorgegebenen quantitativen Grenzen sind in Tab. 3 dargestellt

Warnhinweis

Bedeutung

Unreife Gran 1

Unreife Granulozyten und/oder Stabkernige

Unreife Gran 2

Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten

Niedrige Opacity LY

Population mit niedriger Konduktivitat im Lymphozytenbereich

Niedriges Volumen LY

Population mit niedrigem Volumen im Lymphozytenbereich

Lymphoblasten

Blastenverdéchtige Zellen im Lymphozytenbereich

Monoblasten

Blastenverdéachtige Zellen im Monozytenbereich

NE Blasten

Blastenverdachtige Zellen im Neutrophilenbereich

ERY

kernhaltige erythrozytare Vorstufen

Atypische Lymphozyten

Lymphoyzten die durch GroRe, Form, Kern-Plasma-Relation

oder Granulierung auffallen

Diff prufen

Differentialblutbild muss kontrolliert werden
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2.1.3 Hamatologiesystem CELL-DYN Sapphire

Das System CELL-DYN Sapphire ist ein automatisches hamatologisches
Analysengerat, welches nach den Prinzipien der Durchflusszytometrie und
optischen Streulicht-/Fluoreszenz-Messung arbeitet. Es sind sowohl Blutbild-
analysen im geschlossenen Modus als auch eine Einzelprobenzufuhr mog-
lich. Nach dem Ansaugen wird die Probe in unterschiedlichen Kanalen ver-
dunnt, mit den jeweiligen Reagenzien gemischt und in zwei Aliquots aufge-
teilt. Ein dritter Anteil der Probe wird fur die absorptionsphotometrische zya-
nidfreie Hamoglobinmessung verwendet (Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden,
Germany).

Fur die Leukozytendifferenzierung wird die Probe mit einem speziellen Rea-
genz verdunnt, wobei die Erythrozyten lysiert werden. Die Differenzierung
erfolgt Uber die optische Streulicht-/Fluoreszenz-Messung (MAPSS)?. Jede
einzelne Zelle wird Uber die O%Lichtabschwachung (GroRRe), 7=Streulicht
(Komplexitat), 90%Streulicht (Lobularitdt des Zell kerns), depolarisiertes 90%
Streulicht (Granularitat) sowie zusatzlich durch eine Fluoreszenzmessung
charakterisiert (Abb. 6). Neben reifen Leukozyten kdénnen auch stabkernige
Neutrophile, unreife Granulozyten, Blasten und atypische Lymphozyten diffe-
renziert werden. Durch die Fluoreszensmessung werden kernhaltige erythro-
zytare Vorstufen und avitale bzw. Leukozytenkerne identifiziert (Lehner et al.,
2008).

Erythrozyten und Thrombozyten werden sowohl Uber Widerstandsmessung
als auch optisch charakterisiert und gezahlt. Fur die optische Messung wird
die Verdinnung in der Durchflu3kivette mittels hydrodynamischer Fokussie-
rung analysiert. Partikel zwischen 1 und 35 fl werden zu den Thrombozyten
gezahlt, Teilchen grél3er als 35 fl gehdren zu den Erythrozyten. Die Wider-
standsmessung stellt dabei die Qualitatskontrolle der optischen Streulicht-
messung dar (Lehner et al., 2008). Unterscheiden sich die Ergebnisse von
denen der optischen Messung, bestimmt ein vorgegebener Algorithmus den
Wert oder verweigert die Messung (Longanbach et al., 2007).

2 +Multi angle polarized scatter separation”
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Abb. 6

Scattergramm einer Leukozytendifferenzierung mit Hilfe des CELLDYN Sapphire.

Die 0° Lichtabschwéchung wird gegen das 7° Streulic ht dargestellt. Dadurch werden GréR3e
und Komplexitat der Zellen erfasst und es kann eine Unterteilung in Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten erfolgen

Die Hamoglobinmessung erfolgt nach dem Prinzip der Absorptionsspektro-
metrie: Die Erythrozyten werden hierzu vollstandig lysiert und das freigesetzte
Hamoglobin in ein Einzelchromogen umgewandelt. Als erstes wird das durch
die lysierte Probe transmittierte Licht gemessen, anschlie3end das durch ein
reines Hamoglobinreagenz transmittierte Licht. Die Hamoglobinkonzentration
wird nach folgender Gleichung ermittelt: Mittelwert der Messung am reinen
Reagenz/ Mittelwert der Messung an der Probe.

Nach der Erfassung aller Daten erfolgt die Auswertung auf der Basis von Al-
gorithmen einer interpretierenden Software. Dargestellt werden die Ergebnis-
se in Form von Scattergrammen, Histogrammen und Konturliniendarstellun-
gen (Abb. 7)

24



©
o
o

L
o
0° o
u
- L
g A
B R
= |
& T R o S s
s T - =
3 # P :
79 KOMPLEXITAT GROSSE 7° KOMPLEXITAT

Abb. 7

Differenzierte Leukozytendarstellung durch das hamatologische Analysesystem CELLDYN
Sapphire als Scattergramm (A), als Histogramm (B) mit Darstellung der relativen Anzahl der
Ereignisse (y-Achse) gegen ihre Grolie (x-Achse) und als Konturliniendarstellung (C).

Dabei sind Ereignisse gleicher Haufigkeit durch Linien miteinander verbunden und in Form

von unregelmafig gezackten Ringen werden die Maxima dargestellt (CELL-DYN Sapphire,
2005)

Ergebnisse, die ober- oder unterhalb eingestellter Grenzwerte liegen, werden
vom Analysesystem erkannt und berichtet. Dazu gehoéren quantitative Bewer-
tungen wie Leukozytose und Leukozytopenie sowie Neutropenie, Neutrophi-
lie, Lymphopenie, Lymphozytose, Monozytose, Eosinophilie und Basophilie.
Weiterhin wird das Vorhandensein atypischer oder unreifer Subpopulationen
(Tab. 5) markiert und zusatzlich ein Index (CI) mit einem maximalen Wert von
0,94 angegeben, welcher die vom System ausgehende Wahrscheinlich be-
stimmt, mit der eine solche Subpopulation auch tatsachlich vorhanden ist .
(Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden, Germany).

Tab. 5
Morphologische Warnhinweise des CELL-DYN Sapphire

Warnhinweise Bedeutung

BAND Stabkernige Neutrophile vorhanden
IG Unreife Granulozyten vorhanden
BLAST Blasten vorhanden

VARLYM Atypische Lymphozyten vorhanden
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2.2 Patienten und Durchfiihrung der Untersuchungen

Uber einem Zeitraum von zwolf Monaten werden in EDTA-Entnahmerohrchen
entnommene und zur Erstellung eines grof3en Blutbildes an das Zentrallabor
des Universitatsklinikums Rostock eingesandte Blutproben von 463 Patienten
der Klinik fur Innere Medizin des Universitatsklinikum Rostock zeitgleich an
drei unterschiedlichen hdmatologischen Analysegeraten untersucht und mit
der jeweiligen, mittels eines computergestltzten automatischen Mikroskopier-

systems erstellten, morphologischen Referenz verglichen.

Das internistische Patientengut wurde fur die Untersuchung zuféllig aus der
Notaufnahme, der Intensivstation und der hamatologisch-onkologischen Ab-
teilung ausgewahlt. Es wurden ausschlie3lich Patienten, die zum Untersu-
chungszeitpunkt alter als 18 Jahre waren, in die Studie aufgenommen. Die
Selektion aus verschiedenen Abteilungen erfolgte, um mdglichst viele Unter-
suchungsproben mit reaktiven oder pathologischen Veranderungen des wei-
Ren Blutbildes innerhalb des durch die Verfiigbarkeit der verschiedenen Gera-
te limitierten Zeitraumes zu erfassen.

Nach Durchfiihrung der angeforderten Untersuchungen am Routinehamatolo-
giegerat wurden die Proben archiviert, gekuhlt gelagert und innerhalb eines
Zeitfensters von maximal vier Stunden nach der erfolgten vendsen Blutent-
nahme mit Hilfe des automatischen Ausstrich- und Farbeautomaten SP-100
(Sysmex, Noderstedt) nach festgelegtem einheitlichem Protokoll fixiert, ge-
farbt, gespult und getrocknet (Maedel et al., 2007). AnschlieRend wurden die
Proben an den Hamatologiegeraten XE 2100 (Sysmex, Norderstedt), LH 750
(Beckmannn-Coulter, Krefeld) und CELL DYN Sapphire (Abbott, Wiesbaden)
gemessen und die Ergebnisse dokumentiert und archiviert.

2.3. Mikroskopische Differenzierung

Alle Ausstriche, die die laborspezifischen Nachdifferenzierungskriterien erfull-
ten, wurden im Rahmen der Routineanalyser konventionell mikroskopiert.

Davon unabhangig wurden alle erstellten Ausstriche mit Hilfe des automati-
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sierten computergestutzten Mikroskopierarbeitsplatzes Cellavision Diffmaster
(Sysmex, Norderstedt) mikroskopiert. Auf jedem Ausstrichpraparat wurden 2x
200 kernhaltige Zellen bei der mechanischen meanderartigen Durchmuste-
rung des Ausstriches erfasst, digital abgespeichert und aufgrund wissensba-
sierter morphologischer Kriterien bestimmten Zellpopulationen zugeordnet.
Das System ist in der Lage, die physiologischerweise auftretenden Leukozy-
ten (Lymphozyten, Monozyten, stabkernige und segmentkernige neutrophile
Granulozyten sowie eosinophile und basophile Granulozyten) zu klassifizieren
und nach morphologischen Kriterien zu gruppieren (Linssen et al., 2007).
Aufgrund vorgegebener morphologischer Algorithmen werden auch nicht als
normal einzuordnende unreife Granulozytenvorstufen und Blasten erkannt
und entsprechend kategorisiert. Die mdglichen Zuordnungen, die das System
leisten kann, entsprechen denen, die man von der herkémmlichen Differen-
zierung kennt, allerdings muss die vom Gerat vorgeschlagene Klassifizierung
der Leukozyten fur jeden Ausstrich am Bildschirm visuell Gberpriuft und gege-
benenfalls durch Verschiebung der Zelle in die richtige Rubrik manuell korri-
giert werden (s. Abb. 3).

Fur die vorliegende Untersuchung wurden in jedem einzelnen Ausstrich durch
den Diffmaster Octavia 400 weil3e Blutzellen analysiert. Das Gerat bendtigt
dafur circa 13 Minuten, daher ist es moglich, 4-5 Blutausstriche pro Stunde
durch das System zu analysieren (Ceelie et al., 2007). Die derart ermittelte
endgultige mikroskopische Differenzierung der Ausstriche wurde anhand der
Referenzwertintervalle (Tab. 6) entweder als quantitativ auffallig oder auf-
grund der ldentifizierung von unreifen oder atypischen Zellen als morpholo-

gisch und somit als qualitativ auffallig bewertet.
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Tab. 6

Referenzwertintervalle fiir das Differentialblutbild erwachsener Patienten

(Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Rostock,
www.ilab.med.uni-rostock.de)

Differentialblutbild Referenzintervall Referenzintervall
(absolut (x10%/1) (relativ %)
basophile Granulozyten 0-0,01 0-1%
eosinophile Granulozyten | 0-0,05 0-5%
Metamyelozyten 0-0,01 0-1%
stabkernige neutrophile 0-0,08 0-8%
Granulozyten
segmentkernige neutrophile | 0,36 - 0,84 36 - 84%
Granulozyten
Lymphozyten 0,20-0,42 20 - 42%
Monozyten 0-0,15 0-15%

Die Differenzierungsergebnisse der drei hAmatologischen Analysensysteme
wurden mit den Ergebnissen der mikroskopischen Differentialblutbilder mit
Hilfe von Korrelationsberechnungen nach Passing-Bablock durch Ermittlung
von Korrelationsquotienten verglichen. Bezuglich der Analyse der Warnhin-
weise wurden Sensitivitat, Spezifitat und die Effizienz an Hand der richtig po-
sitiv, richtig negativ, falsch positiv und falsch negativ eingeteilten Ergebnisse
ermittelt (s. Kap. 2.4).

2.4 Statistik

Der Vergleich der Gerate untereinander erfolgt als Methodenvergleich nach
Passing Bablok, wobei die Proben an den einzelnen Geraten gemessen und
dann als einzelne Messpunkte untereinander verglichen wurden. Der Metho-
denvergleich nach Passing Bablok ist ein Regressionsmodell zum Vergleich

von zwei Messreihen, bei denen man nicht von einer Normalverteilung aus-
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gehen kann und Varianzen nicht konstant sind. Bei dieser Methode werden
Ausreil3er nicht als grobe Fehler betrachtet und Fehler der Variablen bertck-
sichtigt (Passing, Bablok, 1983). Somit ist der Vorteil dieses verteil-
ungsunabhangigen Verfahrens, dass die Messwerte durch das Vorkommen
von Werten, die entfernt von der Hauptmenge der Daten liegen, unbeeinflusst
bleiben (Kohlhaas et al., 1993). Statistisch gesicherte Aussagen werden uber
den linearen Zusammenhang zwischen den Werten ermittelt (y=a+bx). Der
Korrelationsquotient r wird als Produktmoment-Korrelationskoeffizient ange-
geben. Die Ergebnisse der automatisierten Differentialblutbilder wurden so-
wohl untereinander als auch mit den mikroskopischen Ergebnissen vergli-
chen. Weicht der prozentuale Anteil der einzelnen Leukozytenpopulationen
um 10% und mehr voneinander ab, so wurden diese Blubilder im Einzelnen
naher erlautert (s. Kap.3.3). Die morphologischen Warnhinweise wurden nach

folgenden Kriterien unterteilt.

Richtig Positiv (RP)

Hat ein System ein pathologisches Ereignis angezeigt und konnte das durch
die mikroskopische Differenzierung belegt werden, so ist dieses Ergebnis

richtig positiv

Richtig Negativ (RN)

Hat ein System ein Ereignis als unauffallig eingestuft und somit keinen
Warnhinweis gegeben und wurde das Ereignis durch die mikroskopische Un-
tersuchung ebenfalls als unauffallig eingestuft, ist dieses Ergebnis richtig ne-

gativ

Falsch Positiv (FP)

Das Ergebnis ist falsch positiv, wenn das System einen Warnhinweis gege-
ben hat, der durch die mikroskopische Differenzierung nicht bestatigt werden

konnte

Falsch Negativ (FN)

Ein Ergebnis wird als falsch negativ bezeichnet, wenn das System ein Ereig-
nis als unauffallig eingestuft hat, also keinen Warnhinweis gegeben hat, den-
noch aber anhand der mikroskopischen Analyse eine pathologische Probe

vorlag
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Durch diese Unterteilung konnten diagnostische Sensitivitat, Spezifitat und

Effizienz wie folgt errechnet werden.

Sensitivitat (RP x 100% / RP+FN)

Vermdgen der Untersuchungsmethode mdglichst alle Proben mit pathologi-

schen Veranderungen als solche zu erfassen

Spezifitat (RN x 100% / RN+FP)

Vermdgen der Untersuchungsmethode maglichst alle Proben ohne patholo-

gische Veranderungen als solche zu erfassen

Effizienz ((RP+RN) x 100% / RP+RN+FP+FN)

Der Anteil richtiger Ergebnisse einer Untersuchungsmethode bezogen auf

die Gesamtheit der untersuchten Ereignisse
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleichende Validierung von Parametern des Kl  einen Blutbildes
(H&moglobin, Hamatokrit, Leukozyten-, Erythrozyten- und Thrombozy-

tenzahl)

mit Hilfe von drei hamstologischen Analyseautomaten wurden die absoluten
Werte fur die Leukozyten-, Thrombozyten- und Erythrozytenzahl sowie die
Hamoglobinkonzentration [mmol/l] und der Hamatokritwert als Dezimalbruch

ermittelt.

Der Vergleich der durch die einzelnen durchflusszytometrischen Analysesys-
teme etwa zeitgleich gemessenen Werte der jeweils gleichen Proben erfolgte
statistisch nach der Methode nach Passing Bablok, wie unter ,Material und

Methoden* dargestellt.

Der Vergleich der durch die verschiedenen Gerate ermittelten Zahlwerte far
Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten und der gemessenen Hamoglo-
binkonzentrationen sowie die von den Gerdten ermittelten Hamatokritwerte
sind graphisch im Anhang in den Abbildungen Al-5 (a-c) dargestellt. Exem-
plarisch hierflr ist die Korrelation des Leukozytenvergleiches in Abb. 8 (a-c)
dargestellt. Die nach Passing-Bablok berechneten Korrelationskoeffizienten
(r) sind in der Tab. 7 zusammengefasst.

Die Hamoglobin- und Hamatokritbestimmungen; die an den verschiedenen
Geraten gemessen wurden, zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung. Der li-
neare Zusammenhang wird durch Korrelationskoeffizienten zwischen 0,986
und 0,999 beschrieben. Auch die Ergebnisse der quantitativen Leukozyten-,
Erythrozyten- und Thromobzytenmessungen stimmen sehr gut tberein, was
durch Korrelationskoeffizienten zwischen 0,997 und 0,998 fir die Leukozyten-
mit 0,991 bis 0,995 fur die Erythrozyten- und mit 0,992 bis 0,995 fir die
Thrombozytenzdhlung zum Ausdruck kommt.
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Tab. 7
Zusammenfassung der Korrelationskoeffizienten® nach Passing Bablok fur die mit unter-
schiedlichen Analysesystemen bestimmten Parameter des kleinen Blutbildes

Methode x Methode y Regressionsgerade
Leukozyten Sysmex XE2100 | LH 750 0,998 Y =0,993 * X - 0,045
Sysmex XE2100 | Sapphire 0,998 Y =0,997 * X + 0,001
Sapphire LH 750 0,997 Y =0,997 * X — 0,056
Thrombozyten | Sysmex XE2100 | LH 750 0,992 Y =0,893 * X + 0,097
Sysmex XE2100 | Sapphire 0,995 Y =1,006 * X + 7,090
Sapphire LH 750 0,994 Y =0,890 * X — 6,753
Erythrozyten Sysmex XE2100 | LH 750 0,993 Y =0,988 * X + 0,077
Sysmex XE2100 | Sapphire 0,995 Y =1,018 * X + 0,066
Sapphire LH 750 0,991 Y =0,969 * X + 0,017
Hamoglobin Sysmex XE2100 | LH 750 0,999 Y =1,012*X-0,120
Sysmex XE2100 | Sapphire 0,995 Y =1,053 * X - 0,407
Sapphire LH 750 0,996 Y =0,959 * X + 0,281
Hamatokrit Sysmex XE2100 | LH 750 0,987 Y =1,000 * X -0,010
Sysmex XE2100 | Sapphire 0,989 Y =1,000 * X-0,010
Sapphire LH 750 0,986 Y = 0,947 * X + 0,004

warso T e T T e

Abb. 8a-c
Darstellung der Vergleiche zwischen Leukozytenzahlen, die mit den durchflu3zytometrischen
Analysesystemen ermittelt wurden

3 Der wert 1,0 zeigt den groR3ten linearen Zusammenhang; der Wert 0,0 bedeutet, dass kein Zusammenhang besteht
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3.2 Vergleichende Validierung von Differenzialblutb  ildern, die mittels

hamatologischer Analysesysteme erstellt wurden

Die im Untersuchungszeitraum angeforderten 463 Differentialblutbilder wur-
den an drei Geraten (Sysmex XE 2100, Sapphire Cell Dyn und Coulter LH
750) durchflusszytometrisch und mikroskopisch differenziert. Verglichen wer-
den konnten 427 Differentialblutbilder; 36 Blutbilder konnten auf Grund von
Analyseverweigerung durch die Gerate oder auf Grund einer zu geringen Zell-
zahl im Ausstrich nicht zum Vergleich herangezogen werden. Die Ergebnisse
der Analysesysteme wurden sowohl untereinander als auch mit der compu-
tergestutzten mikroskopischen Auswertung (Referenz) verglichen (s. Anh.,
Tab.1). Im Rahmen dieser Auswertung werden sowohl die prozentuale Vertei-

lung als auch die absoluten Zahlen der Leukozyten betrachtet.

Die mit durchflusszytometrischen hamatologischen Analysesystemen ermittel-
ten relativen und absoluten Anteile der verschiedenen im peripheren Blut vor-
kommenden Leukozyten zeigen im Geratevergleich unterschiedlich gute line-
are Korrelationen. Mit Korrelationskoeffizienten zwischen 0,913 und 0,992
werden neutrophile Granulozyten und Lymphozyten prozentual vergleichbar
gut von allen drei Geratesystemen erkannt. Bei der Betrachtung der absoluten
Zellzahlen werden ahnlich gute Korrelationen mit Korrelationskoeffizienten
zwischen 0,833 und 0,997 erreicht. Die beste Ubereinstimmung der Geréate
wird fur die Lymphozytendifferenzierung erzielt: Sie wird durch einen Korrela-
tionskoeffizienten (r) zwischen 0,987 und 0,992 nach Passing-Bablock be-
schrieben (s. Anh., Tab.1).

Die Vergleichbarkeit der von den Geréaten klassifizierten Monozytenanteile
druckt sich in Korrelationskoeffizienten von 0,663 bis 0,841 und die der eosi-
nophilen Granulozyten in Korrelationskoeffizienten von 0,802 bis 0,937 aus.
Die von den unterschiedlichen Geraten erkannten basophilen Granulozyten
zeigen dagegen nur eine geringe Ubereinstimmungen (Korrelationskoeffizient
0,068 bis 0,407).
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3.2.1 Vergleich von selektierten Differenzialblutbi  Idern aus der Laborrou-

tineanforderung

3.2.1.1 Neutrophilendifferenzierung

Bei der maschinellen Differenzierung neutrophiler Granulozyten werden seg-
mentkernige, stabkernige Granulozyten sowie vereinzelt gefundene unreife
granulozytare Vorstufen wie Metamyelozyten unter ,Neutrophilen* zusam-
mengefasst. Wie der Tab.1 im Anhang zu entnehmen ist, besteht eine akzep-
tabel gute Korrelation zwischen den Analysesystemen und der mikroskopi-
schen Differenzierung mit Korrelationskoeffizienten zwischen 0,913 und
0,947. Beim Vergleich der relativen Werte sieht man die beste Ubereinstim-
mung zwischen dem Sapphire Cell Dyn und dem Coulter LH 750 (r= 0,967).
Bei den absoluten Werten erzielen der Sapphire Cell Dyn und der Sysmex XE
2100 die beste Ubereinstimmung mit r= 0,997. Das Analysesystem von Sys-
mex (XE 2100) und der LH 750 stimmen geringfligig schlechter Uberein (rela-
tiv: r=0,939, absolut: r=0,994) Vergleicht man das Ergebnis der apparativen
mit dem der mikroskopischen Differenzierung, so zeigt dieses bei den mit
dem Sapphire Cell Dyn erzielten Differenzierungsergebnisse fir Neutrophile
die beste Ubereinstimmung (r= 0,943 bzw. r=0947); die Ubereinstimmung fallt
fur den Coulter LH 750 mit r= 0,932; r= 0,946 und fur den Sysmex XE 2100
mit r= 0,913; r= 0,942 geringgradig ungunstiger aus. Im Anhang (Abb A6 a-f)
wird die prozentuale Verteilung der Neutrophilen im Geratevergleich und im
Vergleich mit der mikroskopischen Differenzierung grafisch dargestellt.

3.2.1.2 Lymphozytendifferenzierung

Bei der Lymphozytendifferenzierung zeigt sich die gréRte Ubereinstimmung
fur die Analysesysteme Sapphire Cell Dyn und Sysmex XE 2100 mit r= 0,992
fur den relativen Anteil und r= 0,997 fir den absoluten Anteil. Der Coulter LH
750 stimmt fur die Lymphozytendifferenzierung mit dem Sysmex XE 2100 mit
r= 0,986, der Coulter LH 750 und der Sapphire Cell Dyn stimmen ebenfalls

gut Uberein (r = 0,987 fur den relativen Zellanteil und r = 0,986 fur die Be-
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trachtung der absoluten Zellzahlen (s. Anh., Tab.1)).

Die mikroskopische Differenzierung zeigt mit der maschinellen Lymphozyten-
differenzierung durch das Coulteranalysesystem LH 750 mit r= 0,948 flr den
relativen Anteil und durch den Sapphire Cell Dyn fir die absoluten Zellzahlen
mit r= 0,839 die beste Ubereinstimmung. Auch fir den Sysmex XE 2100
konnte mit der mikroskopischen Analyse (r = 0,939 bzw. r = 0,833) eine gute

Vergleichbarkeit gezeigt werden (s. Anh. Abb. A7 a-f).

3.2.1.3 Monozytendifferenzierung

Beim Vergleich der Monozytendifferenzierung korrellieren die mit den ver-
schiedenen Geraten ermittelten Werte mit Korrelationskoeffizienten nach Pas-
sing Bablok von 0,633 bis 0,841 (s. Anh. Tab.1 und Abb. A8 a-f). Exempla-
risch werden die Monozytenkorrelationen in der nachfolgenden Abbildung
(Abb. 9 a-f) dargestellt. Die beste Wertekorrelation besteht zwischen dem
Sapphire Cell Dyn und Sysmex XE 2100 mit r= 0,811 fur die relativen Ergeb-
nisse und r= 0,841 fiir die absoluten Zellzahlen. Die beste Ubereinstimmung
mit der mikroskopischen Differenzierung wird vom Sysmex XE 2100 mit ei-
nem Korrelationskoeffizienten von 0,788 erreicht, gefolgt vom Sapphire Cell
Dyn mit r= 0,737. Betrachtet man die Ergebnisse der absoluten Zahlen, so
erreicht hier der Sapphire die beste Korrelation mit r= 0,799, gefolgt vom
Sysmex XE 2100 mit r= 0,794. Der Coulter LH 750 erreicht Ubereinstimmun-
gen mit r= 0,663 fur den prozentualen Anteil und r= 0,679 fir den absoluten
Anteil. Tendenziell werden im Vergleich der absoluten Zellzahlen bessere

Ubereinstimmungen erreicht.
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Abb. 9

Darstellung der Vergleichsmessungen von Monozytenanteilen, die mit den zytometrischen
Analysesystemen (Sysmex XE 2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) und mikroskopisch
ermittelt wurden.|

3.2.1.4 Eosinophilendifferenzierung

Die mit den verschiedenen Analysesystemen erfolgte Differenzierung von eo-
sinophilen Granulozyten zeigt eine, gegenuber den bisher betrachteten Zell-
populationen, deutlich geringere aber noch akzeptable Ubereinstimmung, wo-
bei sich Korrelationskoeffizienten zwischen 0,806 und 0,940 errechnen lassen
(s. Anh. Tab.1 und Abb. A4 a-f).Die grafische Darstellung der Vergleiche ist
exemplarisch der Abb. 10 zu entnehmen. Die Ubereinstimmung mit der mik-
roskopischen Differenzierung kommt mit Korrellationskoeffizienten zwischen
0,802 und 0,988 zum Ausdruck. Die beste Ubereinstimmung mit der Mikro-
skopie ergibt sich fir den Sysmex XE 2100 mit einem Korrelationskoeffizien-
ten von r = 0,866 und r = 0,839. Beim Vergleich des Sysmex XE 2100 mit
dem Coulter LH 750 ergibt sich ein linearer Zusammenhang von r= 0,835
bzw. r = 0,833 und beim Vergleich der mit dem Sysmex XE 2100 und dem
Sapphire Cell Dyn ermittelten relativen und absoluten Werte (r = 0,937 und r =
0,940). Fur den Sapphire Cell Dyn und den Coulter LH 750 errechnet sich
eine Ubereinstimmung mit r = 0,810 bzw. r = 0,806. Somit erreichen der Sys-
mex XE 2100 und der Sapphire Cell Dyn die beste Ubereinstimmung fur die
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Eosinophilenerkennung.
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Abb. 10

Darstellung der Vergleichsmessung von Eosinophilenanteilen, die mit den zytometrischen Ana-
lysesystemen (Sysmex XE 2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) und mikroskopisch ermit-
telt wurden

3.2.1.5 Basophilendifferenzierung

Bei der Basophilendifferenzierung ist weder bei der Betrachtung der relativen
Anteile noch bei der Analyse der absoluten Zellzahlen ein linearer Zusam-
menhang zwischen den mit den verschiedenen Geréten als basophile
Neutrophile erkannten Zellen und den mikroskopischen differenzierten Ba-
sophilen zu erkennen. Die Korrelationskoeffizienten bewegen sich im Bereich
0,078 und 0,407, wobei der Coulter LH 750 und der Sapphire Cell Dyn die
geringste Korrelation untereinander bei der Bestimmung des relativen Anteils
aufweist (r= 0,114). Bei der Z&hlung der absoluten Basophilenzahl besteht fur
den Coulter LH 750 und den Sysmex XE 2100 die geringste Ubereinstim-
mung mit r = 0,007. Beim weiteren Geréatevergleich stimmen der Sapphire
Cell Dyn und der Sysmex XE 2100 am Besten utberein (r= 0,407/ r= 0,158).
Beim Vergleich mit der mikroskopischen Analyse schneidet bei der prozentua-
len Betrachtung der Coulter LH 750 am Schlechtesten ab (r = 0,078). Bei den
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absoluten Werten kommt der Sapphire Cell Dyn lediglich auf eine Korrellation
von r = 0,169. Die beste Ubereinstimmung mit der Mikroskopie besteht, so-
wohl fir die prozentuale als auch fir die absolute Zahlung, fur den Sysmex
XE 2100 (r = 0,335 bzw. r = 0,338).

3.3 Beschreibung von Blutbildern, die im Rahmen der Untersuchung

durch Abweichungen aufgefallen sind

In der im Anhang befindlichen Tab.2 werden die Differentialblutbilder aufge-
fuhrt, die um mehr als 10% bei der Aufteilung der einzelnen Zellpopulationen
voneinander abweichen. Nachfolgend werden diese Blutbilder im Einzelnen

naher beschrieben.

Blutbild 6, 9, 12, 35, 93, 254

Alle Gerate ermitteln bei diesen Blutbildanalysen gleichsinnig héhere Lym-
phozytenzellzahlen und niedrigere neutrophile Zellzahlen. Die méglichen Ur-
sachen, z.B. Ausstrichartefakte (s. Abb. 11), werden an anderer Stelle disku-
tiert (Seite 60 f.)

Abb. 11
Darstellung von einer Auswahl an Zellfragmenten, die durch den mechanischen Ausstreich-
vorgang entstanden sind und somit zur Zelldifferenzierung nicht mehr zur Verfiigung stehen
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Blutbild 11

Bei diesem peripheren Blutausstrich (Abb. 12) kommt es zu einer abweichen-
den prozentualen Verteilung von Neutrophilen und Monozyten. Alle Gerate
ermittelten ungefahr 10% niedrigere Neutrophilenzellzahlen und stattdessen
um 10% erhdhte Monozytenzellzahlen. Ursachen fiir mogliche Fehlzuordnun-
gen der Monozyten und Granulozyten werden in der Diskussion aufgezeigt.

Es ist zu erwéhnen, dass bei diesem Blutbild eine Neutrophilie vorliegt.
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Abb. 12

Bildschirmpréasentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 11, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Abgebildet ist die Zuordnung der Zellen zu segmentkernigen Neutrophilen und Monozyten
durch das Cellavision-System.

Blutbild 14

Bei diesem Blutbild haben alle verwendeten Hamatologiegerate vermeintlich
zu hohe Lymphozytenwerte ermittelt. Bei der mikroskopischen Differenzierung
wurden 12% Blasten differenziert (Abb. 13). Diese werden durch die drei
durchfluBBzytometrischen Analysesysteme quantitativ nicht erfasst, sondern
sie geben bei Erkennen von Blasten nur einen qualitativen morphologischen
Warnhinweis. Offensichtlich werden die Blasten von den Geraten den Lym-

phozyten zugeordnet, wodurch sich gegebenenfalls die hohen Lymphozyten-
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werte bei annahrend gleichen prozentualen Verteilungen in den anderen Zell-
reihen erklaren lassen.

Weiterhin besteht eine Neutropenie, welche durch alle Gerate richtig erkannt
und durch den Coulter LH 750 sowie den Symex XE 2100 als Warnhinweis

markiert wird.
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Abb. 13

Bildschirmpréasentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 14, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde. D

argestellt wird die Zuordnung der Zellen zu Lymphozyten und Blasten durch das Cellavision-
System.

Blutbild 16

Bei der apparativen Differenzierung werden bei dieser Probe durch alle Gera-
te Monozyten der Lymphozytenpopulation zugeordnet, wodurch es zu niedri-
geren Monozyten- und zu héheren Lymphozytenwerten kommt. Auffallend ist
in diesem Ausstrich die Einkerbung der Lymphozytenkerne, welche den Gera-
ten maoglicherweise eine genaue Zuordnung zu Monozyten erschwerte und
diese Zellen eher den Lymphozyten zugeordnet wurden (s. Abb. 14). Zudem
fallt ein hoher Anteil an Riesenthrombozyten auf, welcher auch urséchlich fur
die Fehlklassifizierung sein kénnte. Ein Warnhinweis auf atypische Lymphozy-
ten wird durch keines der Geréate gegeben. Diesem Blutbild liegt die klinische

Diagnose einer Makroglobulindmie Waldenstrom zugrunde. Eine ndhere Er-
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lauterung zu diesem Krankheitsbild und der differentialblutbildlichen Erken-

nung findet sich im Diskussionsteil (S.64) dieser Arbeit.
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Abb. 14

Bildschirmprésentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 16, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Dargestellt ist die Zuordnung der Zellen zu Lymphozyten und Monozyten durch das Cellavisi-
on-System.

Blutbild 34

Die Differenzierungsergebnisse des Sapphire Cell Dyn und des Symex XE
2100 sind anndhernd kongruent mit der mikroskopischen Differenzierung. Der
Coulter LH 750 differenziert in diesem Fall allerdings keine Eosinophilen. Es
ist davon auszugehen, dass die eosinophile Zellpopulation vollstandig den
neutrophilen Granulozyten zugeordnet wurde. Es wurde daher kein Hinweis
auf eine Eosinophilie gegeben, allerdings weist das Gerat auf unreife Granu-

lozyten hin, welche im peripheren Ausstrich nicht gefunden werden konnten.

Blutbild 37

In diesem peripheren Blutausstrich fallt eine pathologische Linksverschiebung
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mit 12% Myelozyten auf. Unabhéngig davon werden 6% Erythroblasten ge-
funden. Alle drei Analysesysteme differenzieren hier sehr unterschiedlich und
abweichend von der mikroskopischen Differenzierung. Da die Geréate keine
Klassifizierung in unreife Granulozyten (Stabkernige, Metamyelozyten und
Myelozyten) erlauben, wird die mikroskopisch ermittelte Summe dieser mit
der von den Geraten ermittelten Neutrophilenzahl verglichen. Eine morpholo-
gische Warnung bezuglich unreifer Granulozyten erfolgt bei dieser Probe nur
durch den Sysmex XE 2100.

Blutbild 41

In dieser Probe werden mikroskopisch 6% Blasten und 1% Plasmazellen dif-
ferenziert, welche aber quantitativ nicht durch die apparativen Analysesyste-
me erfasst werden. Morphologisch wird von allen Geraten ein Warnhinweis
fur Blasten gegeben.

Allerdings differenzieren der Sapphire Cell Dyn und der Sysmex XE 2100 nur
12% bzw. 18% Neutrophile, statt der 33% die mikroskopisch gefunden wer-
den. Desweiteren werden durch den Coulter LH 750 falsch niedrige Monozy-
tenwerte und durch den Cell Dyn Sapphire falsch hohe Monozytenwerte an-
gegeben. Die prozentuale Verteilung des Differenzialblutbildes ist auch der
Tabelle 2 im Anhang zu entnehmen. Mégliche Ursachen fur die fehlerhafte
Zuordnung von Neutrophilen und Lmyphozyten sind in der Diskussion aufge-
fuhrt. Insgesamt ist dieses Blutbild als pathologisch einzustufen. Mikrosko-
pisch findet man unreife granulozytare Vorstufen, Blasten und eine Plasma-
zelle. Reife segmentkernige Neutrophile sind in nur in relativ geringer Zahl
vorhanden. Alle Geréte setzen diverse Warnhinweise, so dass dieses Blutbild

in jedem Fall einer Nachdifferenzierung unterzogen worden ware.

Blutbild 49

In diesem Ausstrich fallen circa 10% Riesenthrombozyten (s. Abb. 15) auf,
welche aufgrund ihrer Grof3e durch die Gerate offensichtlich den Lymphozy-
ten zugeordnet werden. Der Sysmex XE 2100 und der Coulter LH 750 geben

einen Warnhinweis fur die gleichfalls vorliegende Eosinophilie.
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Abb. 15
Darstellung zweier Riesenthrombozyten durch das Cellavision-System

Blutbild 52

Bei dieser Probe ermitteln die drei Analysesysteme relativ hOhere Monozy-
tenzahlen als sich bei der mikroskopischen Differenzierung finden lassen.
Dieses lasst sich durch die fehlende quantitative Erfassung von Monoblasten
durch die apparativen Systeme erkléaren. Mit der computerassistierten Mikro-
skopie (s. Abb. 16) werden 18% Blasten ermittelt, welche von den Analyseau-
tomaten wohl den Monozyten zugeordnet werden. Allerdings wird durch alle
drei Gerate ein morphologischer Warnhinweis auf Blasten gesetzt. Des Weite-
ren finden sich niedrigere Neutrophilenzahlen (Differenz zwischen 17% und
12%) und hohere Lymphozytenwerte (Differenz zwischen 6% und 18%). Die-
ser Sachverhalt ist wiederum am Ehesten auf das Vorhandensein von nackt-
kernigen Zellen zurtickzufihren, darauf wird in der Diskussion (S.57 ff.) noch

naher eingegangen.
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Abb. 16

Bildschirmprésentation der mikroskopischen Befunde des Blutbildes 52, die mit dem ,Diff-
master Octavia“ erstellt wurden.

Dargestellt werden jeweils die Zuordnungen der Zellen zu Monozyten und Monoblasten durch
das Cellavision-System.

Blutbild 64

Es liegt mikroskopisch eine Verteilung von 47% Neutrophilen, 26% Lympho-
zyten und 26%. Monozyten vor. Der Coulter LH 750 misst ebenfalls 46%
Neutrophile, 27% Lymphozyten und 26% Monozyten. Der Sapphire Cell Dyn
zéhlt 46% Neutrophilen, aber 36% Lymphozyten und 16% Monozyten. Somit
werden durch dieses Gerat Monozyten nicht als solche erkannt, sondern den
Lymphozyten zugeordnet. Der Sysmex XE 2100 z&hlt wiederum nur 39%
Neutrophile, aber dafiir 31% Lymphozyten und 30% Monozyten. Bei der mik-
roskopischen Betrachtung fallen 17% Myelozyten, 3% Metamyelozyten und
3% Blasten auf. Mdglicherweise werden die myeloischen Vorlauferzellen
durch den Sysemx XE 2100 als Monozyten klassifiziert. Jedoch wird durch
alle Gerate ein ,Blasten-“, ,Monoblasten-* und ,unreife Granulozyten-* Warn-
hinweis gegeben. Dieses Blutbild gehdrt zu einem Patienten mit der Diagnose
einer AML*, MDS® unter zytostatischer Therapie. Durch das richtige Setzen

der Warnhinweise aller Gerate kommt dieses Blutbild in die mikroskopische

4 Akute myeloische Leukamie
5 Myelodysplastisches Syndrom
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Nachdifferenzierung.

Blutbild 121, 171

Bei der Blutprobe 121 ermitteln alle drei Geréate eine annéhernd identische
prozentuale Lymphozyten- und Neutrophilenverteilung. Mikroskopisch werden
jedoch weniger Lymphozyten differenziert und im Gegenzug mehr Neutrophi-
le.

Bei der Probe 171 findet man die umgekehrte Situation. Die Analysesysteme
geben eine prozentuale Verteilung von 27% - 30% Lymphozyten (vs. 46%)
und 62% - 67% Neutrophile (vs. 39%) an. Erklarungsansatze sind im Diskus-

sionsteil meiner Arbeit zu finden (s.S. 69).

Blutbild 124

Falschlicherweise kommt der Coulter LH 750 bei diesem Blutbild auf eine Ver-
teilung von 69% Monozyten und 6% Neutrophile. In der mikroskopischen Dif-
ferenzierung finden sich nur 10% Monozyten (s. Abb. 17), was mit dem Er-
gebnis der apparativen Differenzierung durch die beiden anderen Geréte
Ubereinstimmt. Entsprechend stimmt auch der relative Neutrophilenanteil der
anderen Gerate mit der mikroskopischen Differenzierung tberein. Auf diese
Problematik gehe ich in der Diskussion (s. S. 57f.) naher ein.

Der Coulter LH 750 gibt den morphologischen Warnhinweis ,Monoblasten®
und empfiehlt das Differentialblutbild zu tberprifen. Auch der Sysmex XE
2100 gibt einen Blastenhinweis. In der mikroskopischen Differenzierung konn-

ten allerdings keine Blasten gefunden werden.
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Abb. 17

Bildschirmprésentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 124, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Dargestellt wird die Zuordnung der Zellen zu segmentkernigen Neutrophilen und Monozyten
durch das Cellavision-System.

Blutbild 139

Der Sysmex XE 2100 und der Cell Dyn Sapphire messen sowohl einen falsch
niedrigen Eosinophilenanteil als auch einen falsch niedrigen Neutrophilenan-
teil. Die relativen Lymphozytenanteile sind dem entsprechend hoher. Die Dif-
ferenzierung des Coulter LH 750 entspricht anndhernd der mikroskopischen
Verteilung. Der Sysmex flagt ,abnorme Lymphozyten, Lymphoblasten®, der
Sapphire gibt den Hinweis ,VARLYM® der Coulter und der Sysmex flagen
beide eine Eosinophilie. Es handelt sich bei diesem Blutbild um die Diagnose
einer CLL®, die durch den Sysmex XE 2100 richtig geflagt wird. Bei diesem
Blutausstrich konnten unter dem Mikroskop zahlreiche zerstorte Zellen (Kern-
schatten) gefunden werden (s. Abb. 18). Naheres dazu siehe Diskussion (S.
60).

® Chronisch lymphatische Leukamie
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Abb. 18

Bildschirmpréasentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 139, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Links die Einordnung der Lymphozyten, rechts exemplarisch ein Anteil der Kernschatten

Blutbild 232

Alle automatischen Analysesysteme zeigen bei dieser Probe ein ahnliches
relatives Verteilungsmuster der differenzierten Zellen. Beim Vergleich mit der
mikroskopischen Differenzierung (s. Abb. 19) wurden von allen Geraten im
Vergleich zur computerassistierten Mikroskopie zu hohe Lymphozytenzahlen
gemessen. Entsprechend werden die relativen Anteile der Neutrophilen und
der Monozyten zu niedrig gegenuber der Mikroskopie angegeben.

Dieses Blutbild fallt durch eine relative Neutropenie und eine relative Lympho-
zytose auf, was auch alle Geréate erkennen. Zusatzlich zu diesem quantitati-
ven Hinweis gibt der Coulter LH 750 auch einen morphologischen Hinweis auf
atypische Lymphozyten, naheres siehe Diskussion S. 65). Zudem finden sich
im mikroskopischen Ausstrich, wie auch bei dem Blutbild 139, reichlich Kern-
schatten, die sich auf das Relativverhaltnis auswirken konnten.
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Abb. 19

Bildschirmprésentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 232, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Links die Einordnung der Lymphozyten, rechts exemplarisch ein Anteil der klassifizierten
Kernschatten, die zum Teil aber als sogenannte ,Nacktkernige* hatten eingeordnet werden
mussen.

Blutbild 368

Es finden sich Abweichungen bezlglich des Neutrophilenanteils, wobei mik-
roskopisch und durch den Sapphire Cell Dyn 88% bzw. 87% erfasst werden,
der Coulter LH 750 misst 71% und der Sysmex XE 2100 64%. Die Monozyten
werden vom Coulter LH 750 mit 24%, vom Sysmex XE 2100 mit 28% und
vom Sapphire Cell Dyn, wie auch ahnlich von der mikroskopischen Differen-
zierung mit 8% bzw. 6% Monozyten angegeben. Der prozentuale Anteil an
Lymphozyten ist sowohl bei den drei Geraten als auch bei der mikroskopi-
schen Differenzierung annédhernd gleich. In der Probe 368 fallen weiterhin
10% unreife granulozytére Vorstufen (Myelozyten und Metamyelozyten) sowie
10% stabformige Granulozyten auf. Es kann daher angenommen werden,
dass diese Vorstufen auf Grund ihrer ZellgréRe und Kernformatierung, den
Monozyten zugeordnet wurden. Alle Gerate geben einen Hinweis auf unreife
Vorstufen und eine Linksverschiebung. Der Sysmex und der LH 750 geben

zudem einen Blastenflag an.
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Abb. 20

Bildschirmprésentation des mikroskopischen Befundes Blutbild 368, der mit dem ,Diffmaster
Octavia“ erstellt wurde.

Links die Einordnung der Monoyzten, rechts die Einordnung der unreifen granulozytaren Vor-
stufen (in diesem Fall Myelozyten).

3.4 Auswertung morphologischer Warnhinweise

Zu den morphologischen Warnhinweisen gehoren Hinweise auf das Vorhan-
densein von unreifen Granulozyten (Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelo-
zyten), Hinweise auf eine Linksverschiebungen (mehr als 8% stabkernige
Granulozyten), auf das Auftreten von Blasten der lymphatischen und granulo-
zytaren Zellreinen und das Vorhandensein kernhaltiger erythrozytéarer Vorstu-
fen (NRBC).

Die Gerate kennzeichnen das Auftreten solcher Ereignisse durch sogenannte
.Flags” (s. Tab. 8). Die Wertigkeit dieser Warnhinweise wird mit Hilfe der mik-
roskopischen Differenzierung gepruft und mittels der Berechnung von Spezifi-
tat, Sensitivitat und Effizienz dargestellt (s. Tab. 9).

Unauffallige Proben werden durch den Coulter LH 750 mit einer Spezifitat von

70,5% erkannt. Der Sapphire Cell Dyn erreicht eine Spezifitdt von 97,4% und
der Sysmex XE 2100 erkennt 87,2% als richtig negativ.
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Tab. 8

Ubersicht iiber die geratetypischen Warnhinweise.

LH 750 Sapphire Sysmex
Unauffallige Probe Kein Flag kein Flag kein Flag
Unreife Granulozyten Gran 2 IG unreife Gran
(Promyelozyten,Myelozyten,Metamyelozyten) Ns IG
Linksverschiebung Gran 1 BAND Linksversch
(Stabférmige Granulozyten > 8%) Ns, N% Neutro+
Blasten, atypische Lymphozyten Lympho-, BLAST Blasts

Mono-,

NE- Blasten VARLYM Abn Lympho

atypische %L, Ls atyp Lympho

Lymphozyten
Erythrozytare Vorstufen NRBC NRBC NRBC

Ein auffalliges Blutbild wird durch einen Warnhinweis markiert, wobei die Art
des Warnhinweises keine Rolle spielt. So erreicht der Sysmex XE2100 eine
Sensitivitat von 84,7%. Der Sapphire Cell Dyn kommt auf eine Sensitivitat von
71,0% und der Coulter LH 750 erreicht eine Sensitivitat fur solche allgemein
pathologischen Flags von 92,2%. Somit hat der Coulter LH 750 die hochste
Sensitivitat im Vergleich der Gerate untereinander, jedoch damit einherge-
hend die niedrigste Spezifitat. Der Sysmex XE 2100 erreicht eine Sensitivitat
von 84,7% und eine Spezifitdt von 87,2%. Der Sapphire Cell Dyn erreicht die
beste Spezifitat, darunter leidet aber wiederum die Sensitivitat mit nur 71,0%.

Fur den Warnhinweis ,unreife Granulozyten* wird durch den Coulter LH 750
eine Sensitivitat von 66,6%, durch den Sapphire Cell Dyn eine Sensitivitat von
31,0% und durch den Sysmex XE 2100 eine Sensitivitat von 70,1% erreicht.
Durch den Sysmex XE 2100 werden folglich die meisten Blutbilder mit unrei-
fen Granulozyten auch durch den entsprechenden Warnhinweis erkannt.
Auch beziglich der Spezifitat erreicht der Sysmex XE 2100 das beste Ergeb-
nis mit 97,6%. Der Sapphire Cell Dyn erkennt 93,8% der Blutbilder bezogen
auf unreife Granulozyten als richtig negativ und der Coulter LH 750 79,4%.
Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich fur den Sysmex XE 2100 eine
Effizienz von 92,0%, fir den Coulter LH 750 eine Effizienz von 76,8% und fur

den Sapphire Cell Dyn eine Effizienz von 81,0% ermitteln.
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Tab. 9

Sensitivitat, Spezifitdt und Effizienz morphologischer Warnhinweise

Sysmex XE 2100 |LH 750 Sapphire Cell Dyn
Auffallig RP 295 321 247
FN 53 27 101
Unauffallig RN 68 55 76
FP 10 23 2
Sensitivitat 84,70% 92,20% 71,00%
Spezifitat 87,20% 70,50% 97,40%
Effizienz 85,20% 88,30% 75,80%
Unreife Granulozyten Sysmex XE 2100 [LH 750 Sapphire Cell Dyn
RP 61 58 27
FP 8 70 21
RN 331 269 318
FN 26 29 60
Sensitivitat 70,10% 66,60% 31,00%
Spezifitat 97,60% 79,40% 93,80%
Effizienz 92,00% 76,80% 81,00%
Linksverschiebung Sysmex XE 2100 |LH 750 Sapphire Cell Dyn
RP 134 130 109
FP 36 106 65
RN 238 168 209
FN 18 22 43
Sensitivitat 88,20% 85,50% 71,70%
Spezifitat 86,90% 61,30% 76,30%
Effizienz 87,30% 70,00% 74,60%
Blasten/atyp Zellen Sysmex XE 2100 [LH 750 Sapphire Cell Dyn
RP 27 18 14
FP 62 14 11
RN 326 374 377
FN 11 20 24
Sensitivitat 71,10% 47,40% 36,80%
Spezifitat 84,00% 96,40% 97,20%
Effizienz 82,90% 92,00% 91,80%
NRBC Sysmex XE 2100 [LH 750 ' Sapphire Cell Dyn °
RP 2 0 0
FP 30 0 1
RN 393 423 422
FN 7 9 9
Sensitivitat 22,20% - -
Spezifitat 92,90% - -
Effizienz 91,4% - -

" Fehlende Erkennung von Erythroblasten durch das Geréat
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Eine Linksverschiebung wird durch den LH 750 mit einer Sensitivitat von
85,5% erkannt und durch den Flag ,Granl" ausgedrickt. Dieser Flag wird
auch haufig bei unauffalligen Blutbildern gesetzt, so dass das Gerat eine
Spezifitdt von nur 61,3% erreicht. Der Sapphire erkennt bei 71,7% der Blutbil-
der eine richtig positive Linksverschiebung und 76,3% als richtig negativ, da-
gegen erreicht der Sysmex XE 2100 eine Sensitivitat von 88,2% und eine
Spezifitat von 86,9%.

Der Coulter LH 750 erreicht beziglich des Warnhinweises ,Linksverschie-
bung”“ eine Effizienz von 70,0%, der Sapphire Cell Dyn erreicht 74,6% und der
Sysmex XE 2100 87,3%. Somit erkennt der Sysmex XE 2100 im Vergleich
der drei Gerate die meisten pathologischen Blutbilder als richtig positiv und
die meisten unauffalligen Blutbilder auch als richtig negativ.

Bei der Erkennung von Blasten erreicht der Coulter LH 750 eine Sensitivitat
von 47,4%, der Sapphire Cell Dyn von 36,8% und der XE 2100 von 71,1%.
Das heif3t, dass Blasten in den Blutausstrichen, wenn auch in unterschiedli-
chen Ausmal3, wirklich als solche erkannt und richtig geflagt werden. Die An-
zahl der als richtig erkannten unauffalligen Blutbilder ist mit 96,4% beim Coul-
ter LH 750, mit 97,2% beim Sapphire Cell Dyn und mit 84,0% beim Sysmex
XE 2100 erfreulich hoch. Auffallig ist, dass durch den Sysmex XE 2100 hé&ufig
der Flag ,abn Ly/L-BI* (abnorme Lymphozyten/ Lymphoblasten) bei einer
Lymphopenie (verminderter Lymphozytenzahl) erfolgt, jedoch mikroskopisch
kein Blastennachweis erfolgen kann. Die Effizienzen betragen fur den Coulter
LH 750 92,0%, fur den Sapphire Cell Dyn 91,8% und fir den Sysmex XE
2100 82,9%.

Unter allen untersuchten Blutproben fanden sich lediglich neun Proben mit
dem mikroskopischen Nachweis erythrozytarer Vorstufen. Nur der Sysmex
XE 2100 erkannte zwei dieser neun Proben und gab den entsprechenden
Warnhinweis. So erreicht dieses Gerat eine Sensitivitat von 22,22% fir den
Nachweis von Erythroblasten. Die anderen Gerate erwiesen sich in unserer
Untersuchung als hierzu nicht in der Lage.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit werden Blutbilder von 463 Patientenblutproben, die
mit drei hamatologischen Analysegeraten (Sysmex XE 2100, Coulter LH 750
und Cell Dyn Sapphire) analysiert wurden, miteinander verglichen, wobei die
mit einem System maschinell ermittelten Kenngréssen des kleinen Blutbildes
und des Differentialblutbildes mit denen verglichen werden, die mit dem je-
weils anderen Analysesystem gemessen wurden. In einem weiteren Schritt
sollten die Ergebnisse der apparativen Differenzierung mit den Ergebnissen
der digitalisierten computergestitzten Mikroskopie verglichen werden. Hierbei
wird besonders Wert auf die Frage gelegt, ob die von den einzelnen Geraten
gegebenen morphologischer Warnhinweise mit morphologischen Aufféalligkei-

ten im Ausstrich korrelieren.

4.1 Ubereinstimmungen der an den verschiedenen Gerd ten ermittelten

Parameter des kleinen Blutbildes

Die Anforderung eines kleinen Blutbildes, das die Erythrozyten-, Thrombozy-
ten- und Leukozytenzahlung, die Hamoglobin- und Hamatokritbestimmung
und die Berechnung von MCV, MCH und MCHC umfasst, ist einer der hau-
figsten hamatologischen Laborauftrdge im klinischen Alltag. Die mit den ver-
schiedenen Systemen gemessenen Werte stimmen in meiner hier vorgeleg-
ten Untersuchung wie auch in der Literatur berichtet (Igout et al., 2004, Chin
Yee et al., 2001 und Fernandez et al., 2001) sehr gut Uberein.

Die Gerate zeigen eine lineare Regression zwischen 0,986 und 0,999 als
Ausdruck einer direkten linearen Korrelation. Die groRte Ubereinstimmung
beim kleinen Blutbild besteht zwischen dem Sysmex XE 2100 und dem
Sapphire Cell Dyn. Eine annahernd 100%ige Ubereinstimmung an allen Gera-
ten wird bei den Leukozytenzéhlungen erzielt. Dabei korreliert hier der Sys-
mex XE 2100 gleich gut mit dem Coulter LH 750 und mit dem Sapphire Cell
Dyn.

Igout et al. (2004) vergleichen den Coulter LH 750 mit der Flow Cytometrie,
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wobei der CD 45 Antikorper als Leukozytenmarker verwendet wird (Schlenke
et al., 1998). Dabei zeigt sich im Hinblick auf die WBC Zahlung eine strenge
und signifikante Korrelation mit r= 0,990. Auch Chin Yee et al. (2001) verglei-
chen die Leukozytenzahlung des Coulter LH 750 mit der Flow Cytometrie als
Referenzmethode und erhalten ebenfalls gute Ubereinstimmungen mit r=
0,978. Im Vergleich zum Geréatevorganger, dem Gen S Analysegerét, gibt der
Coulter LH 750 zu 78% weniger Warnhinweise auf WBC Interferenzen, wel-
che zumeist durch NRBC's, Riesenthrombozyten oder verklumpte Thrombo-
zyten entstehen, und ermdglicht so eine schnellere und weniger kosteninten-
sive Leukozytenzahlung (Chin Yee et al., 2001). Fernandez et al. (2001) un-
tersuchen ebenfalls den Coulter LH 750 und ermitteln &hnlich Ergebnisse (r=
0,926) fur die Leukozytenzdhlung. Auch fir die anderen, in dieser Untersu-
chung verwendeten Geréate kénnen gute Ergebnisse erzielt werden. Walters
et al. (2000) untersuchen den Sysmex XE 2100 und erstellen Vergleiche mit
dem Vorgadngermodell Sysmex SE 9000. Dabei ergeben sich Korrelationen
mit r> 0,99 fur alle Parameter des kleines Blutbildes. Park et al. (2007) kon-
nen diese Ergebnisse auch fur den Sapphire Cell Dyn bestatigen.

Insgesamt zeigen diese und die vorangegangenen Untersuchungen fir alle
drei automatischen Analysesysteme bezlglich des kleinen Blutbildes hervor-
ragende Ubereinstimmungen. Die Verwendung von automatischen Systemen
kann daher in der Routinediagnostik erhebliche Kosten durch eine verringerte

zeitliche Bindung des Personals einsparen.

4.2 Ubereinstimmungen der an den verschiedenen Gerd ten ermittelten

Parameter des Differentialblutbildes

Vergleichende Untersuchungen zur Zuverlassigkeit von hamatologischen Dif-
ferenzierungsautomaten sind insofern schwierig, da die zu ermittelnden Pa-
rameter morphologisch und damit mehr oder weniger subjektiv definiert sind.
Die unterschiedlichen methodisch-technologischen Ansétze zur Charakterisie-
rung einer bestimmten Zellpopulation sind nicht direkt vergleichbar. Daher ist
es durchaus erklarbar, dass auch schon geringe morphologische Abweichun-
gen einer Zelle in ihrer Gré3e und Oberflachenbeschaffenheit, ihrer Granulari-

tat aber auch ihrer Kernbeschaffenheit zu unterschiedlicher Kategorisierung
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bzw. Einordnung einer Zelle fihren kann.

Einige Gerate signalisieren solche Abweichungen in Form von Warnhinwei-
sen oder ,Flags®, andere sortieren die Zelle ohne weitere Kommentierung in
eine beliebige Schublade, was eigentlich mit der geforderten Qualitat eines
Differenzialblutbildes nicht zu vereinbaren ist. Letztlich sind nur unauffallige
Blutbilder gut vergleichbar.

Wie bereits im Ergebnisteil im Einzelnen dargestellt, zeigen die untersuchten
durchflusszytometrischen Analysesysteme unterschiedliche Ubereinstimmun-
gen bezuglich der quantitativen Zuordnung der verschiedenen Zellpopulatio-
nen.

Die durchflusszytometrischen Analysesysteme erreichen im Vergleich unter-
einander und mit der computerassistierten Mikroskopie gute lineare Korrelati-
onen mit Korrelationskoeffizienten (r) zwischen 0,883 und 0,992 fir neutrophi-
le Granulozyten und Lymphozyten. Die von den unterschiedlichen Geréaten
erkannten eosinophilen Granulozyten zeigen ebenfalls gute Ubereinstimun-
gen. Fur Monozyten werden Korrelationskoeffizienten von 0,658 — 0,841 er-
reicht. Bei der Zellpopulation der basophilen Granulozyten zeigt keines der
Gerate eine Ubereinstimmung, eine lineare Korrelation ist nicht nachweisbar.
Ahnliche Ergebnisse werden auch in friiheren Arbeiten erwahnt. So hat Ruzi-
cka et al. (2001) ebenfalls hervorragende Korrelationen (r= 0,925, 0,922,
0,877) fur die Populationen der Neutrophilen, Lymphozyten und Eosinophilen
im Vergleich zur manuellen Mikroskopie ermitteln kdnnen. Fur das Monozy-
tenkollektiv werden Korrelationen mit r= 0,756 angegeben. In diesem Bereich
liegen auch die Korrelationen, die in dieser Untersuchung beziglich der Mo-
nozyten errechnet wurden. Ruzicka et al. (2001) vergleichen den Sysmex XE
2100 mit dem Vorgangermodell NE 8000 und kdénnen eine Verbesserung der
Korrelationskoeffizienten fur die einzelnen Zellgruppen des Differentialblutbil-
des angeben. Auch fir den Sapphire Cell Dyn kénnen durch Park et al.
(2007) die Ergebnisse bestatigt werden. Auch in dieser Studie zeigt sich, dass
die Korrelationskoeffizienten fir Monozyten, Eosinophile und Basophile gerin-
ger ausfallen als fur Lymphozyten und Neutrophile. Die oben beschriebenen
Korrelationen werden auch an den Vorgdngermodellen des Sysmex XE 2100,
dem NE 1500 und dem SF 3000, durch Korninger et al. (1998) gemessen.

Auch hier bewegen sich die linearen Korrelationen fir Monozyten zwischen
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0,579 fur den NE 1500 und 0,831 fur den SF 3000 (XE 2100: 0,788 prozentu-
al und 0,794 bei Betrachtung der absoluten Zellzahl). Bei den Basophilen
konnte ebenfalls keine verniinftige Korrelation nachgewiesen werden (Kornin-
ger et al., 1998).

Auffallend ist, dass die automatische Auszahlung der basophilen Zellpopulati-
on nicht oder nur marginal mit der manuellen Differenzierung korreliert (Vives-
Corrons et al., 1996). Picard et al. (1998), die in ihrer Studie die Vorganger-
modelle des Coulter LH 750, den Coulter STKS und den Coulter Gen S mit-
einander vergleichen, erklaren dies durch eine zu geringe Anzahl an Blutbil-

dern mit ausreichendem Basophilenanteil.

4.2.1 Vergleich der apparativen Blutbilddifferenzie  rung mit der compu-

tergestitzten mikroskopischen Differenzierung

4.2.1.1 Differenzierung neutrophiler Granulozyten

Die apparative Differenzierung von neutrophilen Granulozyten stimmt mit der
digitalen mikroskopischen Differenzierung gut tiberein. Dennoch soll hier noch
einmal naher auf die ,Ausrei3er” beim Vergleich der Differenzierung von
neutrophilen Granulozyten eingegangen werden (s. Ergebnisteil und Anhang
Abb. 1 a-f), um mdgliche Ursachen zu diskutieren.

Es fallt bei der Neutrophilendifferenzierung auf, dass die hamatologischen
Analysesysteme bei einer Neutrophilenanzahl Uber 80% haufig niedrigere
Ergebnisse aufweisen als bei der computergestitzten Mikroskopie gefunden
werden. Stattdessen wird ein héherer Lymphozytenanteil ausgewiesen. Diese
Beobachtung wurde auch schon im Rahmen vergleichender Validierungen
von Vorlaufern der hier untersuchten hamatologischen Differenzierungsauto-
maten berichtet (Korninger et al., 1998). Eine ndhere Beschreibung und even-
tuelle Ursache bleibt unerwéhnt. In der angegebenen Literatur wird auch er-
wahnt, dass bei einem Neutrophilenanteil unter 40% die durchflusszytometri-
schen Analysesysteme tendenziell zu hohe Neutrophilenanteile angeben.
Dieses Problem konnte in der vorliegenden Arbeit, bei einem Probenumfang

von 463 Blutbildern, nur in einem Fall beobachtet werden: Alle drei Analyse-
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systeme ermittelten falsch hohe Neutrophilenanteile. In einem weiteren Fall
wird eine falsch hohe Neutrophilenzahl durch den Sapphire Cell Dyn ermittelt.
Die anderen Gerate fanden der mikroskopischen Differenzierung entspre-
chende Neutrophilenanteile. Bei der Auswertung der Probenausreil3er ist hau-
fig zu erkennen, dass neutrophile Granulozyten prozentual niedriger bestimmt
werden als durch die mikroskopische Differenzierung; der Lymphozytenanteil
fallt dann entsprechend hoher aus. In drei Fallen fand sich ein erhdhter Mo-
nozytenanteil mit entsprechend erniedrigter Neutrophilenzellzahl (s. Tab. 10).
Diese fehlerhafte Klassifizierung erfolgt in einem Fall (Probe 52, s. Abb. 21)
durch alle drei Geréate, in einem weiteren Fall (Probe 368, s. Abb. 22) durch
den Colter LH 750 und den Sysmex XE 2100 und in dem dritten Fall (Probe
124, s. Abb.17; Ergebnisteil) nur durch den Coulter LH 750.

Tab. 10
Prozentuale Verteilung des weien Blutbildes mit abweichender Verteilung im Bereich der
Monozyten und Neutrophilen

Neu Ly Mono Eo Baso
Probe 52 Mikroskopie 56 20 5 2 1
Sysmex XE 2100 |39 38 21 2 0
Coulter LH 750 44 26 28 1 2
Sapphire Cell Dyn | 41 29 30 2 0
Probe 124 Mikroskopie 67 20 10 4 1
Sysmex XE2100 |60 16 12 2 1
Coulter LH 750 6 25 69 0 1
Sapphire Cell Dyn | 59 28 10 2 1
Probe 368 Mikroskopie 88 4 8 0 1
Sysmex XE 2100 |64 8 28 0 1
Coulter LH 750 71 5 24 0 0
Sapphire Cell Dyn | 87 6 6 0 0

57



e QENE

Abb. 21

O\W ]ﬂm’ﬁmfm

Patentenit: = s
Familienname: « Unidentifiziert - -
Vomame: Al 5§ ’ .
e s ozt 3 15 e
- ‘Schistien « Segm, Neutrophiler 114 573
— |+ Eosinophier 4 20 @
24 B P
* Lymphozyt ‘37 186 ®
[Segm Neurophier | rEE + Monazyt 8 40 e
+ Pramyelozyt -
+ Myelozyt =
+ Metamyelozyt =
Unreifer Eosinaphiler -
Unreiter Basophiler o &:v.
Pralymphozyt = L
+ Blast 33 166 *
Variant. Lymphozyt o
Plasmazelle 2 =
Lymphozyt mit or Granula -
Haarzelle =
Sézary-Zelle
Anderg = -
Gesamt 123 {00
+ Engthroblast (NRBC) -
Rlesenthrombozyt 2 60 e 4
Megakarynzyt =
Kemnschatten 47 236 e
Artefakt 4 20 @
Nicht kiassifiziert

e B L T

Validewrg

CELLAVL%L?‘E’ @

Bildschirmpréasentation mit der Darstellung der segmentkernigen Neutrophilen und Monozyten
in der Probe 52

ke

@JE@Q WSO e —— A |
sarbari 0 Abtust | LeukaztenDiisengs — Velidewrg
satenten-iD. [ Zahlung % = °
e cEn | |7 EERE P CELLAVISION @
Protendatum: - Gr 13 97 e e N
el Sehieten ||| |+ Segm. Neutrophiler 138 879 :
= . ~——— |+ Eosinophiler S
ald g . i 1 05 e
« Lymphazyt 8 41 e
[5eom Heuncphiler =] [0 keme =] @ « Monozyt 16 82 e
: — | |- Promyelot s =
: - *+ Myelont 12 61 e
- Metamyeloznt 7 35 e
Unreifer Eosinophiler =
Unreifer Basopniler - ) 1
Promonozyt
Profymphozyt = .“
- Blast e (
WVariant. Lymphozyt - N
Plasmazelie -
Lymphozyt mitgr Granula - -
Haarzelie
Sezary-Zelle -
Andere. & -
| Gesamt 196 100
+ Enyhroblast (NREC) 2 10 e
* Riesenthrombozyt 7 38
Megakaryozyt =
+ Kemsshatien 15 17
+ Artefakt 8 41 ®
Night Kassifiziert

Abb. 22

Bildschirmpréasentation mit der Darstellung der segmentkernigen Neutrophilen und Monozyten
in der Probe 368

Erwartungsgemal findet man mehr Probenausreif3er in den Proben onkologi-

scher Patienten, was offensichtlich darauf zuriickzufiihren ist, dass die hdma-

tologischen Analyseautomaten Schwierigkeiten haben, bei pathologischen

Blutproben unreife oder atypische Zellen zu erkennen bzw. zuzuordnen. Eine
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besondere Herausforderung stellen dabei die Leukdmien und die Erkennung
von Blasten durch die automatischen Analysesysteme dar (Tohyama et al.,
2005). Ein Beispiel dafir ist Probe 64 (s. Anh. Abb. 3b, 3f). Mikroskopisch
ergibt sich das Bild einer akuten myeloischen Leukamie, die unter zytostati-
scher Therapie einen Monozytenanteil von 26% aufweist. Durch den Coulter
LH 750 wird das quantitative Differentialblutbild richtig klassifiziert. Der
Sapphire Cell Dyn erkennt die Monozyten nicht und ordnet sie den Lymphozy-
ten zu, wodurch sich der prozentuale Anteil an Lymphozyten im Blutbild er-
hoht. Der Sysmex XE 2100 misst geringgradig héhere Lymphozyten- und
Monozytenwerte und kommt damit auf eine geringgradig abweichende pro-
zentuale Verteilung des Differentialblutbildes (s. Anh., Tab. 2).

Bei der mikroskopischen Analyse sind die neutrophilen Granulozyten auffallig
granuliert; unreife granulozytare Vorstufen sowie reichlich Blasten sind eben-
falls vorhanden. Alle Gerate setzten diesbeziglich die richtigen morphologi-
schen Warnhinweise. Das Blutbild wird in einem solchen Fall gemald der
durch das Labor festgelegten qualitativen Nachdifferungskriterien mikrosko-

pisch differenziert.

In einem Fall werden von den drei Geraten eindeutig neutrophile Granulozy-
ten den Lymphozyten bzw. den Monozyten zugeordnet, wobei in der mikro-
skopischen Ubersicht sog. ,Pseudopelger® mit einem wenig oder nicht gelapp-
ten Kern als Variante der neutrophilen Granulozyten auffallen. Diese Zellen
sind Ausdruck einer dysplastischen Granulopoese, urséchlich daftr kénnen
verschiedene Leukamieformen, Infekte oder Vitamin-Bi, Mangel sein (Frick,
2003). Sie imponieren mit abnormer Chromatinstruktur beziehungsweise feh-
lender Segmentation, die oft auch ein toxisch granuliertes Zytoplasma haben
kann (Gerok et al., 2003) Diese morphologische Auffalligkeit konnte ein Grund
fur die erschwerte Erkennung oder Fehlzuordnung durch die automatischen

Differenzierungssysteme sein.
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4.2.1.2 Differenzierung von Lymphozyten

Bei der Lymphozytendifferenzierung zeigen die durchflusszytometrischen
Systeme untereinander und im Vergleich mit der mikroskopischen Analyse
hervorragende Ubereinstimmungen. Die beste Ubereinstimmung der Lym-
phozytendifferenzierung mit der mikroskopischen Analyse besteht mit dem
Differenzierungsergebnis des Coulter LH 750, gefolgt vom Ergebnis des
Sysmex XE 2100. In der grafischen Darstellung der Korrelation der Geréte
untereinander und mit der mikroskopischen Differenzierung fallen nur einige
Probenausreif3er auf (s. Anh. Abb. 2a-f)). Ein haufiger Grund fir abweichende
Ergebnisse bei der Lymphozytendifferenzierung ist das Auftreten von Blasten.
Diese werden mikroskopisch auch als solche erkannt und richtig eingeordnet,
von den Differenzierungsautomaten aber haufig als reife Zellpopulation den
Lymphozyten zugeordnet.

In der vorliegenden Untersuchung erfolgte in zwei Fallen die Zuordnung von
Blasten zu Zellreihen des peripheren Blutbildes, die meisten wurden den
Lymphozyten zugeordnet. Allerdings wurde in beiden Fallen durch einen mor-
phologischen Hinweis, wie z. B. ,atypische Lymphozyten®, ,Lymphoblasten®
oder ,Monoblasten“ das Vorhandensein von Blasten angezeigt. Das patholo-
gische Blutbild ware also aufgrund der qualitativen Warnhinweise der mikro-
skopischen Nachdifferenzierung, unabhangig vom Ergebnis der quantitativen
Differenzierung, zugefuhrt worden. Dieser Sachverhalt wird auch in der Litera-
tur beschrieben. Demnach ist die Detektion von abnormen Lymphozyten und
Lymphoblasten am verlasslichsten, wenn die Lymphozytenzahlung und der
Flaghinweis zusammen betrachtet werden (Stamminger et al., 2002). Weiter-
hin wird durch Burchert-Graeve et al. (1996) beschrieben, dass bei einem
Auftreten von uber 5% Blasten die Zuordnung von Monozyten und Lymphozy-
ten durch die hdmatologischen Analysesysteme (in diesem Fall durch den
Abbott Cell Dyn 3500) erschwert wird, ein Warnhinweis wird jedoch in 10 von

11 Fallen gesetzt wird.

Ein weiterer Grund fur Abweichungen der relativen und absoluten Lymphozy-
tenanteile sind die beim Anfertigen des Blutausstriches entstehenden sog.

Kernschatten. Als solche werden sich in Auflésung befindliche oder zerstérte
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Zellen angesehen, die als leicht ladierbare Lymphozyten gedeutet werden
(Mller et al., 1970). Diese kénnen bei der mikroskopischen Analyse des Aus-
striches nach friheren Differenzierungsregeln nicht mit beriicksichtigt werden.
Da die maschinelle Differenzierung unabhéngig vom Ausstreichvorgang ist,
werden diese Zellen als intakte Zellen differenziert. Charakteristisch aber dif-
ferenzialdiagnostisch nicht verwertbar ist das Auftreten von Gumprechtschen
Kernschatten bei den chronisch lymphatischen Leukamien (CLL) (Halleck et
al., 2002). Mikroskopisch findet man vor allem kleine Lymphozyten. Das Zy-
toplasma dieser Lymphozyten imponiert schmal, ungranuliert und saumartig.
Der Kern erscheint mit dichtem, scholligen Kernchromatin (Fuchs, 2003).
Daneben sieht man verstrichene chromatinfarbene Zellkerne, die Gumprecht-
schen Kernschatten. Diese sind Zellfragmente, die wahrend des automati-
schen Farbe- und Ausstrichprozesses durch mechanische Scherkréafte, beim
Ausstreichen der Zellen entstehen. Kernschatten sind haufig auch bei akuten
Leuk&mien, niedrig malignen Non Hodgin Lymphomen oder bei Virusinfektio-
nen mit Lymphozytose zu finden (Diem et al., 2005). Da der Farbe- und Aus-
strichprozess erst nach der durchflul3zytometrischen Analyse stattfindet, wird
von den automatischen Differenziergeraten der komplette Zellpool ausgewer-
tet, wahrend bei der mikroskopischen Auswertung ein Teil der Zellen, namlich
jene, die zu Kernschatten ausgestrichen wurden, nach den gangigen Diffe-
renzierungsregeln nicht mehr differenziert werden kdnnen. Dadurch erhoht
sich der relative Anteil der Neutrophilen im Ausstrich, weil Lymphozyten durch
die Ausstrichtechnik ,verschwinden“ (DGHO, 2001). Dies erklart unter ande-
rem, weshalb die in dieser Untersuchung verwendeten Geréate eine von der
mikroskopischen Auswertung abweichende Verteilung der Zellen des weil3en
Blutbildes aufweisen kdnnen. Das stellt auch in den Routinenlaboratorien ein
Problem dar, da so stabile Zellpopulationen haufig quantitativ tberschétzt und
fragile Zellreihen haufig prozentual unterschéatzt werden (Diem et al., 2005).

Das Auftreten von Kernschatten muss auch bei der computerassistierten mik-
roskopischen Differenzierung bericksichtigt werden, so z. B. durch eine ge-
sonderte Rubrik, in die die mikroskopisch erfassten Kernschatten eingeordnet
werden. Die Kernschatten kénnen dann noch einmal visuell Gberprft werden

und mit als Befund ausgegeben werden. Sie kdnnen aber auch per Mausklick
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bei Vorliegen einer CLL den Lymphozyten zugeordnet werden und somit wie

bei der herkdmmlichen mikroskopischen Differenzierung ,mitgezahlt* werden.

In einem Blutbild kommt es zu abweichenden Angaben zwischen maschinel-
ler und mikroskopischer Differenzierung. Bei diesem Patienten liegt ein fir
eine infektiosse Mononukleose charakteristisches Differenzialblutbild vor. Die
infektiocse Mononukleose (,Pfeiffersches Drisenfieber) ist eine akute, sich in
der Regel selbst limitierende, gutartige Erkrankung junger Erwachsener und
Kinder nach vorangegangenen Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (Hickey
et al., 1997), wobei es zur virus-induzierten Transformation von T-
Lymphozyten kommt. Da die transformierten Zellen den Monozyten morpho-
logisch in gewisser Weise &ahnlich sein kdonnen, wurde der Erkrankung der
oben genannte Name gegeben, Die automatischen Differenzierungssysteme
geben dabei unterschiedliche Monozyten- und Lymphozytenanteile an: Der
LH 750 differenziert 38% Monozyten und 46% Lymphozyten, der Sapphire
Cell Dyn 9% Monozyten und 72% Lymphozyten sowie der Sysmex XE 2100
34% Monozyten und 56% Lymphoyzten.

Mit der computerassistierten Mikroskopie konnten 53% Monozyten und 22%
Lymphozyten differenziert werden (s. Abb. 23). Zusatzlich fielen 10% Eosi-
nophile auf, welche durch den Sapphire Cell Dyn nicht erkannt wurden. Die
anderen Gerate fanden 6% Eosinophile. Trotz der abweichenden quantitati-
ven Analyse wurde durch alle Geréte ein ,Ly/ Mo/ Blasten* Warnhinweis ge-
geben, so dass eine mikroskopische Kontrolle des Blutbildes in jedem Falle
erfolgt ware.
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Abb. 23
Bildschirmpréasentation eines Blutbildes mit der Diagnose einer infektiésen Mononukleose

Typisch fur die Diagnose der infektiocsen Mononukleose ist das Auftreten akti-
vierter, transformierter lymphoider Zellformen, die sich im Verlauf der Erkran-
kung morphologisch sehr eindricklich verandern koénnen; ihre Variabilitat
reicht von gereizten Lymphozyten (Lithi et al.,, 2004) mit nur geringfiigigen
zytoplasmatischen Ausziehungen bis zu grof3en deformiert lymphoblastisch
anmutenden Zellen, den sogenannten ,Pfeifferzellen. Uber ein Drittel der im
peripheren Blutbild auftretenden Lymphozyten kénnen als gereizt, mit ba-
sophilem Zytoplasma und eingekerbten Zellrandern beschrieben werden (Co-
hen, 2006). In der Literatur wird beschrieben, dass Zellen, die sich zu Beginn
der Erkrankung noch uniform lymphozytisch zeigen, im Verlauf pleomorph
und mononukledr aussehen und in GroRe und Form stark variieren. Diese
Veranderungen beruhen auf der lymphozytaren Aktivierung (,, Transformation®)
im Rahmen des infektiosen Geschehens (Kahl; Freund, 2010). Die starken
Abweichungen der Gerate untereinander erklaren sich durch die stark veran-
derte Morphologie dieser lymphatischen Zellen. Die der apparativen Differen-
zierung zugrunde liegenden Algorhytmen sind unterschiedlich und daher auch
nur bedingt geeignet monozytendhnliche morphologische Veranderungen kor-
rekt zuzuordnen.

Auch die im Rahmen des infektiossen Geschehens vorhandenen apoptoti-
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schen Lymphozyten kénnen von den Differenzierungsautomaten nicht immer
zugeordnet werden (Taga et al., 2002). Hinweis fur apoptische Zellen findet
man allerdings in den Scattergrammen der einzelnen Analysesysteme. Ein
morphologischer Warnhinweis oder quantitativer Vermerk fir das Auftreten
apoptotischer Lymphozyten wird von den Differenzierungsautomaten nicht
gegeben.

Bei Untersuchungen mit Vorlaufergeraten des XE 2100 der Firma Sysmex
wurde gezeigt, dass apoptotische Lymphozyten nicht korrekt detektiert wer-
den. Dadurch wurde offensichtlich die Unterscheidung zwischen Lymphozyten
und Monozyten erschwert (Taga et al., 2002). Vorganger der Coulter- und der
Celldyn-Gerate zeigen apoptotische Zellen durch einen gesonderten Cluster
im Scattergram an. Das Auftreten von apoptotischen Lymphozyten ist zwar
ein unspezifisches Ereignis, kann jedoch als zuséatzlicher Hinweis auf eine
infektibse Mononukleose gewertet werden (Aulesa et al., 2005; Taga et al.,
2002).

Bei der Makroglobulinamie Waldenstrém, einer seltenen Form der B-Zell Ne-
oplasie alterer Menschen, kommt es zum Auftreten eines monoklonalen Se-
rumparaproteins des IgM Types mit oder ohne Hyperviskositatssydrom. Zu-
satzliche Symptome sind Anamien und Thrombozytopenien, wobei die Aus-
pragung von der Ausdehnung des Tumors und der Hohe der IgM Konzentra-
tion abhangig ist (Vijay et al., 2007).

In der vorliegenden Untersuchung haben alle Gerate bei einem Patienten mit
einer Makroglobulindmie Waldenstrom die Neutropenie richtig erkannt (s.
auch Ergebnisteil, Kapitel 3.3, Blutbild 16). Die prozentualen Angaben zur
Lymphozytenverteilung gehen allerdings auseinander. Dabei differenzieren
die drei automatischen Analysesysteme etwa 10% mehr Lymphozyten als bei
der mikroskopischen Differenzierung. Auffallend ist in diesem Ausstrich die
Zellkernkerbung der Lymphozyten. Zudem fallt ein hoher Anteil an Rie-
senthrombozyten auf, welche mdéglicherweise von den Analyseautomaten den

Lymphozyten zugeordnet wurden.
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4.2.1.3 Differenzierung von Monozyten

Die Ubereinstimmung der Differenzierungsergebnisse ist bei den Monozyten
geringer als bei der Neutrophilen- und der Lymphozytendifferenzierung. Die
Monozytendifferenzierung des Sysmex XE 2100 korreliert mit der Mikrosko-
pie noch relativ gut (r=0,788), gefolgt vom Sapphire CellDyn. Der Coulter LH
750 korreliert beziglich der Monozyten schlechter (r=0,633), was auch fir
Vorlaufermodelle bereits aus der Literatur bekannt ist. So gibt z. B. Bhuta et
al. (2003) eine Korrelation mit r= 0,43 an. Auch bei Vorgdngermodellen der
Sysmexgerate zeigen sich nur mafig gute Korrelationen (r=0,831 fir den
Sysmex SF 3000 und r=0,579 fur den Sysmex NE 1500) (Korninger et al.,
1998). Andere Autoren beschreiben bei den Vorgangermodellen lediglich
schlechte Korrelationen, ohne dass Korrelationskoeffizienten berechnet wur-
den (Warner et al., 1990). Von der technisch-methodischen Verbesserung der
Analysegerate und der zugrunde liegenden besseren Informationsverarbei-
tung (Zuordnungsalgorythmus) hat die apparative Monozytendifferenzierung
offensichtlich deutlich profitiert.

Die Ursachen fur abweichende Monozytenergebnisse sind vielfaltig. Ursach-
lich fur eine Erh6hung der Monozytenzahl sind Lagerungseinflisse auf die
Blutproben, insbesondere die Temperatur (Bartels et al., 1998). Dabei kommt
es zu einer Verschiebung von Granulozyten zu Monozyten durch Degranula-
tion. Dieses Phanomen tritt dann auf, wenn die Proben bei Temperaturen o-
berhalb der Raumtemperatur gelagert werden (Bartels et al., 1998). Vermie-
den werden kann dies durch Lagerung der Proben bei Kiihlschranktemperatur
(Theodorsen et al., 1994). Zudem spielt auch die Dauer der Lagerung eine
entscheidende Rolle. Schon nach einigen Stunden beginnen degenerative
Veranderungen der Blutzellen, wobei solche Veranderungen bei Monozyten
bereits relativ frih auftreten (Theodorsen et al., 1994).

Hedberg et al. (2009) hingegen berichtet, dass die Parameter des Differenti-
alblutbildes, mit Ausnahme der eosinophilen Granulozyten, fur 48 Stunden bei
Raumtemperatur stabil bleiben sollen.

Die in dieser Untersuchung verwendeten Proben wurden, wie auch von Imeri
et al. (2008) empfohlen, maximal 4 Stunden bei Kihlschranktemperatur gela-

gert, um das Auftreten falsch hoher Monozytenzahlen und anderer Verande-
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rungen des Blutbildes zu minimieren.

Ein weiteres Problem kénnte durch die in dieser Studie als Referenz zugrun-
de gelegte Mikroskopie sein. Goossens et al. (1991) ermitteln einen Variati-
onskoeffizienten von 6% bei der mikroskopischen Monozytenzéhlung bei der
Differenzierung auf 100 Leukozyten (Grimaldi et al., 2005). In der vorliegen-
den Studie wurden zu jedem Blutbild 2x200 Zellen mikroskopiert. Auch Hou-
wen (2001) zeigt eine hohe statistische Unsicherheit bei der Monozytenzah-
lung. Dadurch kommt es folglich auch zu einer geringeren Ubereinstimmung
zwischen der Differenzierung durch die in der Studie verwendeten Geréaten
und der Mikroskopie. Die Unsicherheit in der richtigen Zuordnung von Mono-
zyten ist moglicherweise durch die z.T. schwierige Unterscheidung zwischen
kleinen Monozyten und grof3en Lymphozyten und der in der Regel geringen
Anzahl dieser Zellpopulation im Differentialblutbild (Referenzwert Monozyten:
0-12%) bedingt (Grimaldi et al., 2005; Johnson et al., 2002; Houwen, 2001;
Ruamke, 1985), was allein schon eine groR3ere Streuung des Z&hlergebnisses
begunstigt. Hier werden die Grenzen der herkdbmmlichen mikroskopischen
Analyse erreicht.

Demgegenlber hat die computergestitzte und reproduzierbar validierbare
Mikroskopie mit dem Cellavision-System den Vorteil, dass sich die Zuordnung
anhand der digitalisierten Zellbilder Uberprufen und korrigieren lasst, so dass
die hier dargestellten Ergebnisse dahingehend interpretiert werden dirfen,
dass die unterschiedliche Ergebnisse fur die Monozytenanteile in der Blutpro-

be zu Lasten der verfugbaren Differenzierungsautomaten gehen.

4.2.1.4 Differenzierung von eosinophilen Granulozyt  en

Die apparative Differenzierung der eosinophilen Granulozyten stimmt mit der
digitalisierten mikroskopischen Differenzierung sehr gut tberein (r=0,802 bis
0,940), wobei der Sysmex XE 2100 die beste Ubereinstimmung zeigt.

Allerdings zeigt sich bei der apparativen Differenzierung mit dem LH 750 ge-
genuber den anderen Geraten eine auffallige Abweichung, welche der grafi-
schen Darstellung der Eosinophilenmessung (s. Anh. Abb. 4d, 4e) zu ent-

nehmen ist (Probe 34). Der Coulter LH 750 fehlinterpretiert die in dieser Pro-
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be vorhandenen eosinophile Granulozyten als granulozytédre Vorstufen. Die
mikroskopische Analyse stimmt mit dem Sysmex XE 2100 und dem Sapphire
Cell Dyn Uberein. In einem Fall sieht man bei einer Probe eines Patienten aus
der Onkologie eine Eosinophilie, die durch die Differenzierautomaten qualita-
tiv erfasst wurde, jedoch mit prozentualen Abweichungen von bis zu 10% auf-
fallt. In der grafischen Darstellung fallt diese Probe daher als Ausreil3er auf
(Probe 49, Ergebnisteil Abb 4 a-c). Die Eosinophilie wird durch den Sysmex
XE 2100 und den Coulter LH 750 quantitativ korrekt erkannt und auch ein
entsprechender Warnhinweis gegeben. Der Sapphire Cell Dyn kann die eosi-
nophilen Granulozyten richtig interpretieren, ein Warnhinweis wird jedoch
nicht gesetzt.

Ansonsten gibt es eine gute Ubereinstimmung im Hinblick auf die Eosinophi-
lendifferenzierung beim XE 2100 und dem LH 750 ohne auffallige Ausreil3er,
was den Beobachtungen von Tsuda entspricht (Tsuda et al, 1999). Nur in ei-
nem Fall (Probe 139, Ergebnisteil, Abb. 18) kommt es bei allen Geraten zu
einer Abweichung von rund 10%. In diesem Fall handelt es sich um eine Eo-
sinophilie, welche durch die Geréate auch gemessen wurde. Ein Warnhinweis
wird erneut nur durch den Sysmex XE 2100 und den Coulter LH 750 gege-

ben.

4.2.1.5 Differenzierung von basophilen Granulozyten

Die Ergebnisse der Differenzierung von basophilen Granulozyten stimmen nur
geringfugig Uberein: Die Korrelationskoeffizienten betragen daher nur 0,078
bis 0,338. Eine solche unzureichende Ubereinstimmung der verschiedenen
Analysesysteme und der Mikroskopie ist aus der Literatur bekannt (Lehto et
al., 2008, Tsuda et al., 1999, Picard et al., 1999, Lamp, 1996, Buttarello et al.,
1992). Der Grund hierfir ist das seltene Vorkommen von basophilen Granulo-
zyten im peripheren Blutausstrich und die damit verbundene statistische Un-
sicherheit (Picard et al., 1999). Bei Auftreten von tber 2% basophilen Granu-
lozyten verbessert sich auch der Korrelationskoeffizient deutlich (Grimaldi et
al., 2000). Zu einem erhdhten Anteil an basophilen Granulozyten kommt es

z. B. bei der Ketoazidose. Zudem sind basophile Granulozyten differenzial-
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diagnostisch bei der CML® von Bedeutung. Fraglich ist, inwieweit die Genau-
igkeit der Bestimmung basophiler Granulozyten durch die automatischen Ana-
lysesysteme im klinischen Alltag und fir die Diagnostik von wirklicher Bedeu-
tung ist.

4.3 Moglichkeiten und Grenzen der computerassistier te Mikroskopie
(Diffmaster %)

Die computerassistierte Mikroskopie (Diffmaster” ;Cellavision) ist zeitsparend
und ermdglicht die valide reproduzierbare Erstellung eines Blutbildes (Parker
et al., 2004), unabhangig von der Erfahrung des Laboranten (Kratz et al.,
2005). Die erfassten digitalen Bilder der kernhaltigen Zellen in einem Blutaus-
strich werden den verschiedenen Zellpopulationen zugeordnet und abgespei-
chert. Vor der Freigabe wird die automatisch erfolgte Zuordnung durch, in der
Blutbildmorphologie erfahrene, Labormitarbeiter validiert und die Zellen gege-
benenfalls neu zugeordnet. Nach der Freigabe des Blutbildes kann dies nicht
mehr verandert werden, es sei denn man lasst es noch einmal differenzieren.
Durch telemedizinische Funktionen kénnen die gespeicherten Blutbilder als E-
Mail versand und so Uber lange Distanzen ausgetauscht und gegebenenfalls
neu validiert werden (Riley et al., 2002; Beksac et al., 1997).

Dieses Verfahren ist ein Quantensprung in der Qualitatssicherung und im

Qualitatsmanagement der morphologischen Blutbilddiagnostik.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten auch Erfahrungen gemacht wer-
den, die die Grenzen des Systems aufweisen.

Bei leukopenen Proben, z.B. von onkologischen Patienten unter zytoredukti-
ver Therapie, gelang es mit der computerassistierten Mikroskopie nicht in je-
dem Fall 2x200 Zellen zur Differenzierung im Ausstrichpraparat zu finden. In
solchen Fallen ist die apparative durchflusszytometrische Differenzierung na-
turlich Gberlegen, da sehr viel mehr Zellen in einem vergleichsweise grof3eren
Blutvolumen untersucht werden.

In diesen Fallen war eine vergleichende Analyse mit der computerassistierten

8 Chronisch myeloische Leukamie
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Mikroskopie ist nicht moglich, da die wenigen gefundenen Zellen keine Basis
fur ein aussagekraftiges Differentialblutbild ergeben und damit nicht fur die
maschinelle Differenzierung als Referenz genutzt werden kénnen (Tohyama
et al., 2005).

Leukopene Proben sind im labormedizinischen Alltag generell ein Problem,
da hier die mikroskopische Differenzierung als auch die computerassistierte
mikroskopische Differenzierung an ihre Grenzen stol3t (Kratz et al., 2005).

In meiner Untersuchung war in 17 Fallen keine ausreichende Anzahl an Zel-
len zur Analyse des Differentialblutbildes vorhanden, so dass diese Proben

aus der vergleichenden Untersuchung heraus fielen.

Auch bei nicht leukopenen Blutbildern kann die computerassistierte Mikrosko-
pie an lhre Grenzen stoRen. Wenn Zellen fragil sind und durch das automati-
sche Ausstrichverfahren ihre zellulare Integritat verloren geht, kann haufig
auch mit der computerassistierten Mikroskopie nicht die ausreichende Anzahl
an Zellen erfasst werden, um eine reprasentative Zellzuordnung zu gewahr-
leisten.

Von den im Ergebnisteil (S.45) erwdhnten Ausstrichen der Proben 121 und
171 konnte nur der zweite von den Ublicherweise doppelt analysierten Aus-
strichen differenziert werden, da im ersten Ausstrich Zellgrenzen, wohl auch
durch die Zerstérung der Zellstruktur wahrend des Ausstreichvorganges, nicht
erkennbar waren und demzufolge eine Zuordnung der Zellen zu den einzel-
nen Populationen nicht mdglich war. Somit erfolgte bei diesen Proben nur
eine mikroskopische Differenzierung von 200 Zellen. Das kann zu deutlichen
prozentualen Abweichungen bei der Differenzierung fiihren, da bei der auto-
matischen durchflusszytometrischen Differenzierung nicht nur ein Gesichts-
feld von 200, sondern circa 8000 Leukoyzten analysiert werden. Durch diesen
numerischen Unterschied kann es zu einer Verschiebung der relativen Anteile
der Zellen kommen oder Zellen, die nur in kleiner Population auftreten, kon-
nen mikroskopisch gar nicht erfasst werden.

Ein weiteres Problem stellt die genaue Zuordnung der Zellen zu ,variant
lymphocytes* bzw ,atypische Lmphozyten“ und ,Lymphoblasten” dar. Auf die-
ses Problem wurde auch schon durch Kratz et al. (2005) hingewiesen. Fur

solche Falle sind entsprechende verbindliche ,Reviewkriterien“ zu definieren®,
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damit geschultes Laborpersonal solche Blutbilder noch einmal validiert hatte.

4.4 Verweigerung der Erstellung von Differenzialblu  tbildern durch auto-

matischen Analysesysteme

In funf Fallen wird die Analyse durch den Sysmex XE 2100 verweigert. In ei-
nem Fall handelt es sich um ein Blutbild von einem Patienten mit der Diagno-
se Plasmozytom. Der Coulter LH 750 und der Sapphire Cell Dyn ermitteln
eine Linksverschiebung mit unreifen Granulozyten im peripheren Blutaus-
strich, was auch durch einen morphologischen Warnhinweis zum Ausdruck
gebracht wird. Der Sysmex XE 2100 verweigert die Neutrophilen- und Lym-
phozytendifferenzierung, Monozyten werden falsch hoch angegeben. Auch in
einem weiteren Fall, bei dem diagnostisch ein Plasmozytom vorliegt, wird die
Analyse durch das Sysmex-Gerat verweigert.

Bei einem Blutbild, das von einem Patienten mit Non Hodgkin Lymphom
stammt, wird durch das Sysmex-Gerét eine Differenzierung von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten verweigert. Die beiden anderen Gerdte messen
gleichsinnig eine Lymphopenie bei Neutrophilie.

Bei einem anderen Ausstrich von einem Patienten mit der klinischen Diagno-
se eines Plasmozytoms wird die Auswertung durch den Sysmex XE 2100 im
Hinblick auf die neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten verweigert.
Monozyten werden um 15% zu hoch gemessen. Mikroskopisch besteht eine
extreme, wahrscheinlich pathologische Linksverschiebung mit 15% stabkerni-
gen Neutrophilen, 15% Metabmyelozyten, 13% Myelozyten und 1% Promye-
lozyten im mikroskopischen Ausstrich (s. Abb. 24). Sowohl der Coulter LH
750 als auch der Sapphire Cell Dyn haben hier eine richtige quantitative Ein-
teilung des reifen peripheren Blutbildes vorgenommen und den morphologi-
schen Hinweis auf eine pathologische Linksverschiebung mit unreifen Granu-

lozyten gegeben.
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Abb. 24

Bildschirmpréasentation eines Bluthildes bei einem Patienten mit der klinischen Diagnose ei-
nes Plasmozytoms.

Dargestellt werden sowohl stabkernige Granuloyzten als auch Myelozyten im Sinne einer
pathologischen Linksverschiebung

In einem weiteren Fall (Diagnose CMML, CML), der aus der Auswertung he-
rausgenommen werden musste, da der Sysmex XE 2100 die Analyse verwei-
gert, liegt wiederum eine pathologische Linksverschiebung mit einem prozen-
tualen Anteil von 36% granulozytaren Vorstufen vor (s. Abb. 25). Zudem fallen
in diesem Blutbild Blasten auf. Der Sysmex XE 2100 verweigert bei diesem
Blutbild die Zelldifferenzierung komplett. Der Coulter LH 750 und der Sapphire
Cell Dyn differenzieren das weil3e Blutbild und ermitteln dabei einen, im Ver-
gleich zur Mikroskopie, h6heren Monozytenanteil von 11% bzw. 24% bei ei-
nem mikroskopisch ermittelten prozentualen Anteil von lediglich 2%. Eventuell
ist anzunehmen, dass in diesem Fall ein Teil der unreifen granulozytaren Vor-
stufen durch die Gerate als Monozyten fehldifferenziert wurden. Ursache da-
fur konnte die Zellkernform der unreifen Zellen sein. Ein pathologischer
Warnhinweis wurde durch die Gerate nicht gegeben.
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Abb. 25
Bildschirmpréasentation eines Blutbildes bei einem Patienten mit der Diagnose einer CMML,
CML. Dargestellt werden Myelozyten und Blasten

In zehn Fallen wird die Analyse der Blutbilder durch den Sapphire Cell Dyn
verweigert. Dabei werden in 4 Fallen durch den Sapphire Cell Dyn niedrigere
Leukozytenwerte angegeben, die anderen Gerdte messen in diesen Féllen
erhohte Leukozytenwerte, und in zwei Féllen zuséatzlich eine Thrombozytose,
die weder durch den Sysmex XE 2100 noch durch den Coulter LH 750 besta-
tigt werden kann. In drei Fallen geben die anderen Gerate diverse Warnhin-
weise, so dass man davon ausgehen kann, dass es sich um pathologische
Blutbilder handelt.

Eine Verweigerung der Analyse eines pathologischen Blutbildes durch ein
hamatologisches Analysesystem ist einer falschen Zuordnung oder Bewer-
tung in jedem Fall vorzuziehen. Auch wenn die Gerate in einem solchen Fall
keine diagnostischen Hinweise geben, so wird die Probe jedoch zwingend
einer mikroskopischen Differenzierung zugefihrt. Somit kdnnen pathologische
Proben nicht Ubersehen werden. Die Verweigerung wird daher vom Labor als
sehr ernster Hinweis auf das Vorliegen eines pathologischen Differenzialblut-

bildes gewertet, auch wenn sie einen zusatzlichen Arbeitsgang erfordert.
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4.5 Sensitivitat und Spezifitat morphologischer War nhinweise von hama-

tologischen Differenzierungsautomaten

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Beurteilung, ob die Gerate morpholo-
gisch aufféallige Proben erkennen und richtig bewerten kénnen. Die Erfassung
gualitativ pathologischer Blutbilder ist ein wichtiges Kriterium der mikroskopi-
schen Differenzierung. Sie ist entscheidend fur die Diagnosestellung und die
Therapie- bzw. Rezidivkontrolle. Idealerweise sollten die automatischen Ana-
lysesysteme alle morphologisch auffalligen Blutproben mit einem morphologi-
schen Warnhinweis versehen und so eine mikroskopische Nachdifferenzie-

rung durch qualifizierte Labormitarbeiter veranlassen (Fernandes et al., 2007).

Im Folgenden soll diskutiert werden, in wie viel Prozent der Falle die Gerate
morphologisch aufféallige Proben erkennen und in welchen Fallen und wie oft
solche Proben nicht erkannt werden, es also zu falsch negativen Ergebnissen
kommt. Des Weiteren werden auch Art und H&aufigkeit der falsch positiven
Ereignisse hinterfragt, da diese zu einer zusatzlichen Personalbindung durch
eine unnotige Nachdifferenzierung fuhrt.

Vergleicht man die von den Differenzierungsautomaten ,geflagten” Differenzi-
alblutbilder mit den mikroskopischen Befunden, so lassen sich anhand der
richtig und falsch gegebenen Warnhinweise die Sensitivitaten, Spezifitdten
und Effizienzen fir die Erkennung pathologischer Blutbilder bzw. normaler
Blutbilder errechnen (s. Methodenteil).

Werden die Warnhinweise im Allgemeinen betrachtet, so erreicht der Coulter
LH 750 die hochste Sensitivitat und Effizienz, der Sysmex XE 2100 die héchs-
te Spezifitat. Fur den Hinweis ,unreife Gran/Linksverschiebung® erreicht der
Sysmex XE 2100 die hochste Sensitivitat, Spezifitat und Effizienz. Fur den
Warnhinweis Blasten/atypische Lymphozyten erreicht wiederum der Sysmex
XE 2100 die hochste Sensitivitat, der Coulter LH 750 die hdchste Effizienz
und der Sapphire Cell Dyn die héchste Spezifitat.

Bei der Erkennung pathologischer Blutbilder erreicht der Sysmex XE 2100
eine Sensitivitat von 84,7% und eine Spezifitdt von 87,2%, wohingegen der

Coulter LH 750 eine Sensitivitat von 92,2% und eine Spezifitat von 70,5% er-
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reicht. Ahnlichen Ergebnisse werden von frilheren Geraten der Coulterserie
berichtet (Picard et al., 1999). Die Sensitivitat ist hierbei etwa gleich hoch, die
Effizienz konnte allerdings von 82,3% auf 88,3% verbessert werden. Der
Sapphire Cell Dyn schneidet bei der Betrachtung aller untersuchter Proben
stets etwas schlechter ab (s. Ergebnisteil, Kap. 3.4, Tab. 9). Es ist an dieser
Stelle zu vermerken, dass das Gerat allerdings eine sehr gute Spezifitat mit
97,4% erreicht. Die Sensitivitat liegt aber nur bei 71,0%. Die Arbeit von Kang
et al. (2007) zeigt &hnliche Ergebnisse im Hinblick auf die Spezifitat, die Sen-
sitivitdten sind teils abweichend, wobei die Ergebnisse in der Literatur gering-
fugig besser ausfallen (s. Anh. Tab. 4). Der Sysmex XE 2100 und der Coulter
LH 750 zeigen in meiner Untersuchung bei Betrachtung der allgemein mor-
phologischen Warnhinweise sogar bessere Ergebnisse, als bisher in der Lite-
ratur beschrieben (s. Anh. Tab. 4). Der Sysmex XE 2100 zeigt die hochste
Sensitivitat, ahnlich wie auch von anderen Autoren mitgeteilt (Kang et al.,
2007, Ruzicka et al., 2001). Dieses geht aber wegen eines relativ hohen An-
teils falsch positiver Warnhinweise zu Lasten der Spezifitat (Bourner et al.,
2005). Dieser Sachverhalt findet sich auch bei einem Nachfolgermodell der
Sysmexreihe (Sysmex XS-1000i). Auch hier erreicht das Geréat eine sehr ho-
he Sensitivitat bei mafiger Spezifitat (Siekmeier et al., 2001). In dieser Unter-
suchung konnte im Hinblick auf die allgemein morphologischen Warnhinweise
dennoch eine hervorragende Spezifitat erreicht werden, mit 87,2% (s. auch
Ruzicka et al, 2001). Auch der Coulter LH 750 erreicht hervorragende Sensiti-

vitdten beim gesamten Kollektiv.

Insgesamt erreichen die Gerate bezogen auf alle untersuchten Proben Effi-
zienzen zwischen 75,8% und 88,3% fir allgemeine Warnhinweise. Die hochs-
te Effizienz erreicht in unserer Untersuchung der Coulter LH 750 (88,3%) ge-
folgt vom Sysmex XE 2100 (85,2%).

Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass den bisher publi-
zierten Daten und dieser Untersuchung unterschiedliche Patientengruppen
zugrunde liegen. In der vorliegenden Arbeit werden sowohl onkologische Pa-
tienten vor und unter zytoreduktiver Therapie sowie ein breit geféachertes
Klientel von Notaufnahmepatienten und Patienten mit Leukozytose unter-

sucht. Dieser Ansatz wurde gewahlt, um mdglichst eine hohe Anzahl an
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.Problemproben” zu erfassen. In anderen Studien werden keine derartigen
Selektionen vorgenommen. Aus diesen Grinden sind die hier ermittelten und
mitgeteilten Sensitivitaten, Spezifitaten und Effizienzen nur begrenzt mit fri-
heren Untersuchungen (Lamp, 1996) oder den Ergebnissen anderer Autoren
vergleichbar.

Wie schon in der Literatur beschrieben, werden auch in dieser Arbeit patholo-
gische Blutproben mit nur einer geringen Zahl an auffalligen Zellen oder mor-
phologischen Veranderungen haufig nicht als pathologisch erkannt. Daher ist
es wichtig die qualitativen und quantitativen Hinweise, welche durch die Ana-
lysesysteme gegeben werden, im Kontext zu betrachten. Qualitative oder
guantitative Warnhinweise sollten nicht isoliert betrachtet werden, da sonst
die Gefahr besteht, dass pathologische Proben nicht erkannt werden. Die
Nachdifferenzierungskriterien der hamatologischen Labore sollten daher so-

wohl quantitative als auch qualitative Kriterien bericksichtigen.

Anhand der Analyse, der in dieser Arbeit erfassten morphologische Warnhin-
weise, wird deutlich, dass eine gute Sensitivitat in der Regel mit einer weniger
guten Spezifitdt einhergeht. Das bedeutet eine vermehrte Anzahl an nachzu-
differenzierenden Proben, was eine hthere Personalbindung im hamatologi-
schen Labor bedeutet, da zwar alle richtig positiven bzw. pathologischen Blut-
bilder erfasst werden, andererseits aber auch mehr falsch positiv bzw. nicht
pathologische Blutbilder der Nachdifferenzierung zugefuhrt werden. Entschei-
det man sich fir ein Gerat mit hoherer Spezifitat, so sinkt im Gegenzug die
Sensitivitat. Mikroskopisch auffallige Proben werden dann um einen gewissen
Prozentsatz haufiger als falsch negativ bzw. als nicht pathologisch eingestuft
und demnach auch nicht nachdifferenziert, es sei denn, die Probe wird auf-
grund festgelegter numerischer Kriterien, wie z. B. Neutropenie oder Lympho-
zytose mikroskopisch nachbearbeitet.
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4.5.1 Sensitivitdt und Spezifitat der morphologisch en Warnhinweise

4.5.1.1 Blasten / Abnorme Lymphozyten

Die Erkennung von Blasten im peripheren Blutausstrich ist von essentieller
Bedeutung bei der Diagnostik akuter Leukamien (Tohyama et al., 2005). Da-
her ist die Erkennung von Blasten und atypischen Lymphozyten als morpho-
logischer Warnhinweis mit Bestandteil des Geratevergleichs dieser Arbeit.

Der Sysmex XE 2100 erreicht die hochste Sensitivitat bei der Erkennung von
Blasten durch Kennzeichnung des Differenzierungsergebnisses mittels des
gualitativen Warnhinweises ,Blasten®, was mdglicherweise an dem speziellen
IMI-Kanal liegt, mit dem der Sysmex XE-2100 arbeitet. Dabei werden in die-
sen Kanal unreife Leukozyten detektiert und im Scattergram dargestellt, wo-
bei die Blasten sich in einem gesonderten Bereich prasentieren. Dieses steht
im Einklang mit den bisher publizierten Untersuchungsergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Kang et al., 2007). Allerdings werden diesen Berichten nach
bei onkologischen Patienten nur Sensitivitditen um 47,0% erreicht (Tohyama
et al., 2005). Beim gesamten Patientenkollektiv in dieser Arbeit und anderen
Studien ohne Patientenselektion werden hdhere Sensitivitaten erreicht (vgl.
Ruzicka et al., 2001; Kang et al., 2008). Die Spezifitaten bewegen sich unab-
hangig des Patientenkollektives zwischen 84,00% und 97,00%, wobei der
Sapphire Cell Dyn die hdchste Spezifitat aber auch die niedrigste Sensitivitét
aufweist. Auch der Coulter LH erreicht lediglich eine Sensitivitat von 47,4%,
die Spezifitdt hingegen ist hervorragend mit 96,4%. Die Effizienz liegt beim
Sapphire Cell Dyn und beim Coulter LH 750 bei 92%, der Sysmex XE 2100
erzielt eine Effizienz von 83%.

Tohyama et al. (2005) berichten von einer Fehlinterpretation von Monozyten
und unreifen Granulozyten als Blasten unter Chemotherapie. Die automati-
schen Analysesysteme teilen die Zellen abhangig von Zellgréf3e, Form, Kern-
Plasmarelation und Oberflachenbeschaffenheit in sogenannten Scattergram-
men ein. Pathologische Zellen, wie z. B. unreife Leukozyten unter Chemothe-
rapie, werden den Population zugeordnet, denen sie auf Grund ihrer Zellbe-
schaffenheit und GréRe am ehesten entsprechen, es sei denn es werden

noch andere Zellqualitdten aufgrund chemischer und physikalischer Eigen-
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schaften mit erfasst. Hierbei kénnen Fehlzuordung nicht immer ausgeschlos-
sen werden (Jung et al., 2010; Tohyama et al., 2005; Lamp, 2000).

Bei der Detektion der Blasten ist es fur den klinischen Alltag von wesentlicher
Bedeutung, dass auch eine geringe Anzahl von atypischen Zellen erkannt und
geflagt werden, um so z. B. residuale Leuké&miezellen nach Therapie zu er-
kennen und so den Therapieerfolg zu bewerten. Die morphologische Bewer-
tung von Blutbildern ist hierfir nicht ausreichend. Weiterfihrende diagnosti-
sche Methoden, wie z. B. die Fluoreszenz in situ hybridization (FISH), Poly-
merase Ketten Reaktion (PCR) oder Durchflusszytometrie mit Antikbrpermar-
kierung (Raanani et al., 2004), fihren zu deutlich héheren Sensitivitaten, sind
jedoch kosten- und zeitintensiv und somit fur den taglichen klinischen Routi-
negebrauch zu aufwendig (Tohyama et al., 2005).

Die Weiterentwicklung und Verbesserung der Erkennung von Blasten durch
hamatologische Analysesysteme bleibt somit eine wichtige Aufgabenstellung
fur die Weiterentwicklung hamatologischer Differenzierautomaten (Ward et
al., 2000), damit ein kosteneffizientes Arbeiten in den Laboren und eine

schnelle und genaue Diagnostik in Zukunft noch verbessert wird.

4.5.1.2. Unreife Granulozyten / Linksverschiebung

Unter dem Warnhinweis ,unreife Granulozyten“ werden alle granulozytéren
Vorstufen (Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten) zusammengefasst.
Bei einer ,Linksverschiebung“ kommt es zu einem vermehrten Auftreten von
stabférmigen Granulozyten (>8%). Diese Einteilung der Warnhinweise ist fur
alle automatischen Analysesysteme gleich.

Die Zahlung unreifer Granulozyten und stabformiger Neutrophilen und deren
morphologischer Warnhinweis durch die in dieser Arbeit untersuchten Analy-
sesysteme ist von Bedeutung fur die Differenzierung von hamatologische und
nichthAmatologische Erkrankungen, im Besonderen bei der Diagnostik akuter
inflammatorischer Prozesse (Briggs et al., 2003; van der Meer et al., 2006),
bakterieller Infektionen und Sepsis, akuter Transplantationsabstof3ungen (But-
tarello et al., 2008), und daher ein weiteres wichtiges Kriterium fir die Evaluie-

rung der Analysesysteme.
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Der Hinweis auf das Vorliegen von unreifen Granulozyten bzw. einer Links-
verschiebung wird durch den Sysmex XE 2100 mit einer hervorragenden
Sensitivitat und Spezifitdt angegeben (zwischen 70% und 98%). Der Sapphire
Cell Dyn erreicht im Hinblick auf die unreifen Granulozyten lediglich eine Sen-
sitivitdt von 31 % mit einer hervoragenden Spezifitdt von 93,8%.

Im Hinblick auf die Linksverschiebung erreicht der Sapphire Cell Dyn modera-
te Ergebnisse mit einer Sensitivitdt von 72% und einer Spezifitdt von 76% (s.
Ergebnisteil, Tab. 10). Mit dem Coulter LH 750 werden fur die Anzeige einer
Linksverschiebung Sensitivitdaten und Spezifitditen zwischen 60% und 85%
erreicht, somit ist die Rate der falsch negativen Blutbilder deutlich geringer,
jedoch die Rate der falsch positiven Blutbilder gering erhéht.

Andere Untersucher kdnnen fur den Sysmex XE 2100 ahnlich gute Ergebnis-
se mit Sensitivitaten und Spezifitditen Uber 80% (Kang et. al., 2008; Field et
al., 2006; Ruzicka et al., 2001) berichten. Auch im Hinblick auf die Korrelation
mit der manuellen Mikroskopie als Referenzmethode, wie sie in dieser Arbeit
verwendet wird, konnten andere Arbeiten gute Ubereinstimmungen mit Korre-
lationskoeffizienten Uber 0,8 verzeichnen (Fernandes et al., 2007; Field et al.,
2006).

Dennoch muss diese Form der Referenzmethode kritisch betrachtet werden,
denn es dienen lediglich 2x200 Zellen pro Blutausstrich zur Differenzierung.
Bei der Betrachtung von Ereignissen mit lediglich einer geringen Anzahl von
Zellen, wie es z. B. bei unreifen Granulozyten der Fall ist, ist die visuelle Aus-
zahlung deutlich im Nachteil, da pro Gesichtfeld nur wenige Zellen auftreten
und somit eine prazise Zahlung der Zellen erschwert wird (Pierre, 2002). Eine
hohere Sensitivitat kann somit durch einen héheren Anteil an den zu flaggen-
den Zellen erreicht werden, in diesem Fall stabférmige neutrophile Granulozy-
ten, Metamyolozyten, Myolozyten und Promyolozyten (Siekmeier et al., 2001).
Dieser Kritikpunkt wurde auch schon in anderen Arbeiten angebracht (Fer-
nandes et al., 2007) und stattdessen die Durchflusszytometrie als Referenz-
methode angewandt (Terstappen et al., 1990, Fernandes et al., 2007). Bei der
Durchflusszytometrie werden zu dem antikoagulierten Blut bestimmte mit ei-
nem Farbstoff versehene Antikdrper gegeben. Diese binden an bestimmte
Oberflachenantigene und danach erfolgt abhéngig von der Farbung der Zellen

die Einordnung in bestimmte Kategorien. Unreife Granulozyten werden dabei
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durch eine fehlende Anfarbung mit CD 16-fluorescein isothiocyanat detektiert
und gezahlt (Fujimoto et al., 2000), da unreifen Granulozyten CD 16 Antigene
fehlen und eine Anfarbung mit Anti CD 16, neben anderen Antikdrpern, nicht
moglich ist (Fernandes et al., 2007). Der Durchfluss an Zellen ist dabei um ein
vielfaches hoher als bei der manuellen Mikroskopie und somit in einem Ver-
gleich mit der automatischen Mikroskopie der manuellen Mikroskopie vorzu-
ziehen (Fernandes et al., 2007). Allerdings sind solche Methoden nicht routi-
nefahig und kostenintensiv.

Butarello et al. (1992) kommen zu dem Schluss, dass die Zahlung der unrei-
fen Granulozyten durch die Analysesysteme nicht als Screeningmethode fur
akute Infekte genutzt werden sollte, da im klinischen Alltag bessere Scree-
ningmethoden auf entziindliche Prozesse und Infektionen, wie das CRP, Pro-
calcitonin, Blutkulturen etc. zur Verfigung stehen (Clyne et al., 1999; Hausfa-
ter et al.,, 2002). Auch andere Arbeitsgruppen (Ansari-Lari et al., 2003,
Cornbleet et al., 2002) geben an, dass die Sensitivitdten bei der Erkennung
von inflammatorischen Geschehnissen durch den Nachweis von unreifen
Granulozyten im peripheren Blutausstrich nicht ausreichend sind, um diese
Methode als Standarddiagnostik anwenden zu kdénnen.

Dennoch kann das Vorhandensein von unreifen Granulozyten und Linksver-
schiebungen im Kontext mit der klinischen Anamnese und anderen diagnosti-
schen Verfahren zum Beweis der Diagnose eines inflammatorischen Prozes-
ses oder einer Sepsis mit herangezogen werden (Briggs et al., 2003; Wile et
al., 2001; Seebach et al., 1997) und ist somit ein wichtiger Gesichtspunkt der
Differentialblutbildanalyse.
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5. Zusammenfassung

Die Anforderung eines ,kleinen Blutbildes* und eines ,Differenzialblutbildes”
sind wohl die wichtigsten und haufigsten Laborauftrage. Dabei ist die Nutzung
automatisierter Analysesysteme fur die Anforderung eines ,kleinen Blutbildes*
und eines ,Differenzialblutbildes” sowie die Mikroskopie ein nicht wegzuden-
kender Teil des hamatologischen Laboralltages.

Hierfir stehen unterschiedliche hamatologische Analysesysteme, die nach
unterschiedlichen methodisch-technologischen Ansatzen arbeiten, zur Verfi-
gung. In der vorliegenden Arbeit werden die folgenden Geratesysteme unter-
einander und mit der mikroskopischen Differenzierung Verglichen: das Gerat
XE 2100 von Sysmex (Norderstedt), der Coulter LH 750 (Coulter-Beckman,
Krefeld) und der Sapphire Cell-Dyn (Abbott, Wiesbaden). Die mikroskopische
Differenzierung erfolgt computerassistiert durch den Cellavision Diffmaster
(Sysmex, Norderstedt).

Ziel der Arbeit ist es, die richtige Differenzierung der einzelnen Leukozyten-
populationen, die Anzeige morphologischer Warnhinweise und die richtige
Messung von Parametern des ,kleinen Blutbildes* mit Hilfe der automatischen
Analysesysteme zu untersuchen und zu vergleichen.

Eine solche vergleichende Untersuchung zur Zuverlassigkeit der automati-
schen Analysesysteme ist insofern schwierig, da die zu ermittelnden Parame-
ter nicht nur rein numerisch sondern auch morphologisch und somit subjektiv
definiert sind und eigentlich nur unauffallige Blutbilder gut unter den zu unter-
suchenden Differenzierungsautomaten vergleichbar sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine sehr gute Korrelation der, durch alle
Gerate, gemessenen Kenngrol3en des kleinen Blutbildes bestatigt werden.
Fur die quantitative und qualitative Zuordnung der einzelnen Leukozytenpopu-
lationen zeigen die untersuchten Analysesysteme unterschiedliche Uberein-
stimmungen.

Die Gerate erreichen im Vergleich untereinander und mit der computerassis-
tierten Mikroskopie gute lineare Korrelationen fur die neutrophilen Granulozy-
ten und Lymphozyten. Fur die Monozyten und eosinophilen Granuloyzten
kénnen noch akzeptable bis gute Korrelationen erzielt werden. Fir die ba-
sophilen Granulozyten zeigt keines der untersuchten Geréte eine lineare Kor-
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relation. Bei der Untersuchung zeigt sich, dass besonders leukopene Proben
bei der Differenzierung durch automatische Analysesysteme und durch die
computerassistierte Mikroskopie ein Problem darstellen, da in diesen Féllen
kaum genug Zellen fur eine valide und reprasentative Differenzierung gefun-
den werden kénnen.

Weiterer Schwerpunkt der vorgelegten Arbeit ist die Frage, inwiefern die Ge-
rate morphologisch auffallige Proben erkennen. Anhand falsch oder richtig
erkannter morphologischer Warnhinweise lassen sich Spezifitdt, Sensitivitat
und Effizienz fur die Erkennung unauffalliger und pathologischer Blutbilder
errechnen, wobei die Sensitivitat zu Lasten der Spezifitdt und umgekehrt geht.
Hier erreicht der Coulter LH 750 im Hinblick auf allgemein pathologische Blut-
bilder und der Erkennung von Blasten/atypischen Lymphozyten die hdchste
Effizienz, der Sysmex XE 2100 bei der Erkennung von unreifen Granuloyzten
und pathologischen Linksverschiebungen. Fir die Erkennung von Ery-
throblasten erweisen sich der Sapphire Cell-Dyn und der Coulter LH 750 als
ungeeignet.

Insgesamt sind alle in dieser Arbeit untersuchten Gerate fur die Erkennung
pathologischer Blutbilder durch Angabe von Warnhinweisen tauglich. Es soll-
ten keine einzelnen Warnhinweise isoliert betrachtet werden, da die Nachdif-
ferenzierungskriterien der hAmatologischen Labore so gestaltet sind, dass sie
sowohl quantitative als auch qualitative Kriterien bertcksichtigen und eine
pathologische Probe so in der Regel erkannt wird, z.B. auf Grund anderer
Geréateflags (Qualitative Warnhinweise) oder aufgrund numerische Kriterien
(Quantitative Warnhinweise).

Die automatischen Analysesysteme stellen eine deutliche Arbeitserleichte-
rung fur klinische Routinelaboratorien dar.

Durch die zufriedenstellende Fahigkeit der Gerate auffallige Zellen zu erken-
nen kann sich eine mikroskopische Nachdifferenzierung auf Blutbilder be-
schranken, die die qualitativen und / oder die quantitativen Nachdifferenzie-
rungskriterien erfullen. Die automatischen Analysesysteme kdnnen somit eine
verlassliche Vorauswahl fir eine notwendige mikroskopische Nachdifferenzie-
rung treffen und so helfen, Personalkosten einzusparen, die Qualitat zu ver-

bessert und ein zeiteffizientes Arbeiten zu ermdéglichen.
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T1

Zusammenfassung der nach Passing-Bablock berechneten Korrelationen der mikroskopisch beziehungsweise mit unterschiedlichen
hamatologischen Differenzierungsautomaten ermittelten relativen und absoluten Leukozytenanteile im Differenzialblutbild

Neutrophile Lymphozyten
r Regression r Regression r Regression r Regression
% Abs. % Abs.
Sysmex XE 2100 - LH 750 0,93 Y =1,000 * X - 2,500|0,99| Y = 0,966 * X - 0,084 (0,98 Y = 1,062 * X + 0,508/ 0,98 Y = 1,075 * X + 0,023

Sysmex XE 2100 - Sapphire

0,95

Y =1,000 * X + 0,000

0,99

Y =1,000 * X + 0,000

0,99

Y =1,000 * X + 0,000

0,99

Y =1,018*X-0,034

Sapphire CELL DYN - LH 750

0,96

Y =1,000 * X - 2,000

0,99

Y =0,966 * X - 0,046

0,98

Y =1,014*X + 0,916

0,98

Y =1,055* X + 0,043

Mikroskopie - Sysmex XE 2100

0,91

Y =1,050 * X - 9,800

0,94

Y =0,962 *X-0,179

0,93

Y =1,122* X + 1,756

0,83

Y =1,100 * X + 0,280

Mikroskopie - LH 750

0,93

Y =1,000 * X - 3,000

0,94

Y =1,000 * X - 0,100

0,94

Y =1,000 * X + 2,000

0,82

Y =1,000 * X + 0,270

Mikroskopie - Sapphire

0,94

Y =1,020 * X - 6,900

0,94

Y =0,965* X - 0,164

0,93

Y =1,095* X + 1,905

0,83

Y =1,084*X + 0,292

Monozyten Eosinophile
r Regression r Regression r Regression r Regression
% Abs, % Abs,
Sapphire CELL DYN - LH 750 0,65|Y = 1,000 * X + 1,000(0,69| Y = 1,083 * X + 0,025/ 0,81 Y = 1,000 * X + 0,000| 0,80 Y = 1,000 * X + 0,000

Mikroskopie - Sysmex XE 2100

0,78

Y =1,000 * X + 1,000

0,79

Y =1,143 * X + 0,029

0,86

Y = 1,000 * X + 0,000

0,83

Y =1,000 * X + 0,000

Mikroskopie - LH 750

0,63

Y =1,000 * X + 0,000

0,67

Y =1,000 * X + 0,000

0,80

Y = 1,000 * X + 0,000

0,88

Y = 1,000 * X + 0,000

Mikroskopie - Sapphire

0,73

Y =1,000 * X + 0,000

0,79

Y =1,000 * X + 0,100

0,82

Y =1,000 * X + 0,000

0,87

Y = 1,000 * X + 0,000




T2
Darstellung der Proben mit prozentualen Abweichungen zwischen Mikroskopie und Geraten

Neu Ly Mono Eo Baso
[%] [%] [%] [%] [%]
Probe 6 Mikroskopie 57 44 0 1 1
Sysmex XE 2100 42 58 1 0 0
Coulter LH 750 46 52 2 0 0
Sapphire Cell Dyn 40 59 1 0 0
Probe 7 Mikroskopie 87 2 10 1 1
Sysmex XE 2100 83 7 8 3 0
Coulter LH 750 90 3 5 2 1
Sapphire Cell Dyn 70 12 16 2 0
Probe 9 Mikroskopie 75 11 10 4 1
Sysmex XE 2100 58 27 11 4 0
Coulter LH 750 62 24 11 3 1
Sapphire Cell Dyn 58 27 11 4 0
Probe 11 Mikroskopie 83 6 12 0 0
Sysmex XE 2100 69 8 22 0 0
Coulter LH 750 72 9 19 0 0
Sapphire Cell Dyn 72 8 19 0 0
Probe 12 Mikroskopie 90 4 6 1 1
Sysmex XE 2100 77 15 8 0 0
Coulter LH 750 79 13 8 0 0
Sapphire Cell Dyn 76 15 9 0 0
Probe 14 Mikroskopie 9 70 8 1 0
Sysmex XE 2100 5 82 13 0 0
Coulter LH 750 6 87 6 1 0
Sapphire Cell Dyn 5 84 7 2 3
Probe 16 Mikroskopie 39 36 18 3 2
Sysmex XE 2100 34 48 13 4 2
Coulter LH 750 38 46 12 4 1
Sapphire Cell Dyn 36 49 10 5 1
Probe 28 Mikroskopie 93 6 3 0 0
Sysmex XE 2100 83 9 8 0 0
Coulter LH 750 84 8 7 0 1
Sapphire Cell Dyn 83 9 7 1 0
Probe 34 Mikroskopie 63 18 6 14 1
Sysmex XE 2100 60 20 4 16 0
Coulter LH 750 79 18 3 0 1
Sapphire Cell Dyn 59 22 5 15 0
Probe 35 Mikroskopie 81 9 8 3 0
Sysmex XE 2100 68 16 12 3 0
Coulter LH 750 72 13 13 3 0
Sapphire Cell Dyn 71 12 13 3 0
Probe 37 Mikroskopie 75 3 26 0 1
Sysmex XE 2100 45 28 27 0 1
Coulter LH 750 53 6 41 0 0
Sapphire Cell Dyn 40 40 16 4 2
Probe 41 Mikroskopie 33 41 15 0 0
Sysmex XE 2100 18 62 16 0 4
Coulter LH 750 29 60 10 1 1
Sapphire Cell Dyn 12 62 24 0 3




Neu Ly Mono Eo Baso
[%] [%] [%] [%] [%]
Probe 49 Mikroskopie 66 9 6 20 0
Sysmex XE 2100 58 23 9 10 0
Coulter LH 750 59 21 8 10 1
Sapphire Cell Dyn 59 22 9 10 0
Probe 52 Mikroskopie 56 20 5 2 1
Sysmex XE 2100 39 38 21 2 0
Coulter LH 750 44 26 28 1 2
Sapphire Cell Dyn 41 29 30 2 0
Probe 64 Mikroskopie 47 26 26 1 0
Sysmex XE 2100 39 31 30 1 0
Coulter LH 750 46 27 26 0 1
Sapphire Cell Dyn 46 36 16 1 0
Probe 93 Mikroskopie 85 11 4 0 1
Sysmex XE 2100 59 33 6 1 0
Coulter LH 750 61 33 5 1 0
Sapphire Cell Dyn 61 33 5 1 0
Probe 121 | Mikroskopie 49 46 7 1 2
Sysmex XE 2100 15 81 4 0 0
Coulter LH 750 18 80 1 0 0
Sapphire Cell Dyn 16 81 2 0 1
Probe 124 | Mikroskopie 67 20 10 4 1
Sysmex XE 2100 60 16 12 2 1
Coulter LH 750 6 25 69 0 1
Sapphire Cell Dyn 59 28 10 2 1
Probe 139 | Mikroskopie 57 28 7 20 1
Sysmex XE 2100 38 47 4 11 0
Coulter LH 750 58 20 7 16 0
Sapphire Cell Dyn 38 46 4 10 1
Probe 171 | Mikroskopie 39 46 14 1 1
Sysmex XE 2100 62 30 7 1 0
Coulter LH 750 67 27 5 0 0
Sapphire Cell Dyn 62 30 7 1 1
Probe 232 | Mikroskopie 30 57 13 2 1
Sysmex XE 2100 17 74 7 1 1
Coulter LH 750 20 73 6 1 1
Sapphire Cell Dyn 17 73 8 2 0
Probe 254 | Mikroskopie 84 11 5 3 1
Sysmex XE 2100 59 31 7 3 1
Coulter LH 750 62 28 7 3 1
Sapphire Cell Dyn 59 30 7 4 0
Probe 368 | Mikroskopie 88 4 8 0 1
Sysmex XE 2100 64 8 28 0 1
Coulter LH 750 71 5 24 0 0
Sapphire Cell Dyn 87 6 6 0 0
Probe 381 | Mikroskopie 63 29 8 3 1
Sysmex XE 2100 29 67 2 1 0
Coulter LH 750 30 64 3 1 1
Sapphire Cell Dyn 29 64 3 1 3




Prozentuale Leukozytenverteilung
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Abb. Al a-c

Darstellung der Vergleiche zwischen Leukozytenzahlen, die mit den durchfluRzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden




Relativanteil der Erythrozyten

Abbildung A2a Abbildung A2b Abbildung A2c
Abb. A2 a-c

Darstellung der Vergleiche zwischen Erythrozytenzahlen, die mit den durchfluRzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden




Hamoglobinmessung
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Abb. A3 a-c

Darstellung der Vergleiche zwischen Hamoglobinwerte, die mit den durchfluRzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden




Hamatokritmessung
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Abbildung Ada Abbildung A4b Abbildung A4c
Abb. A4 a-c

Darstellung der Vergleiche zwischen Hamatokritwerte, die mit den durchflulzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden



Relativanteil der Thrombozyten
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Abbildung A5a Abbildung A5b Abbildung A5c
Abb. A5 a-c

Darstellung der Vergleiche zwischen Thrombozytenwerten, die mit den durchfluRzytometrischen Analysesystemen ermittelt

wurden



Relativanteil der Neutrophilen
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Abb. A6 a-f
Darstellung der Vergleiche zwischen Neutrohilenzahlen, die mit den zytometrischen Analysesystemen (Sysmex XE
2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) ermittelt wurden und mittels mikroskopischer Auswertung. Die in den

einzelnen Grafiken angegebenen Zahlen bezeichnen die Proben, die eine Abweichung von mehr als 10% aufweisen, auf

die in der Arbeit ndher eingegangen wird.




Relativanteil der Lymphozyten
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Abbildung A7d
Abb. A7 a-f

Abbildung A7e

Abbildung A7f

Darstellung der Vergleiche zwischen Lymphozytenzahlen, die mit den zytometrischen Analysesystemen (Sysmex XE

2100, Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) ermittelt wurden und mittels mikroskopischer Auswertung. Die in den einzelnen

Grafiken angegebenen Zahlen bezeichnen die Proben, die eine Abweichung von mehr als 10% aufweisen, auf die in der Arbeit

naher eingegangen wird.




Relativanteil der Monozyten
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Abbildung A8d

Abb. A8a-f

Darstellung der Vergleiche zwischen Monozytenzahlen, die mit den zytometrischen Analysesystemen (Sysmex XE 2100,

Abbildung A8e

Abbildung A8f

Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) ermittelt wurden und mittels mikroskopischer Auswertung. Die in den einzelnen

Grafiken angegebenen Zahlen bezeichnen die Proben, die eine Abweichung von mehr als 10% aufweisen, auf die in der Arbeit

naher eingegangen wird.




Relativanteil der Eosinophilen
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Abb. A9 a-f

Darstellung der Vergleiche zwischen Eosinophilenzahlen, die mit den zytometrischen Analysesystemen ( Sysmex XE 2100,

Abbildung A9e

Abbildung A9f

Sapphire Cell Dyn, Coulter LH 750) ermittelt wurden und mittels mikroskopischer Auswertung. Die in den einzelnen Grafiken

angegebenen Zahlen bezeichnen die Proben, die eine Abweichung von mehr als 10% aufweisen, auf die in der Arbeit naher

eingegangen wird.




Thesen

1.

Die Anforderung eines ,kleinen Blutbildes” und eines ,Differenzialblutbildes”

sind einer der wichtigsten und haufigsten Laborauftrage im klinischen Alltag.

Die Nutzung automatisierter Analysesysteme fir die Erbringung der
KenngrolRen eines ,kleinen Blutbildes” und einen ,Differenzialblutbildes” ist
heute aus Qualitats- und Kostengriinden aus dem Laboralltag nicht mehr

wegzudenken.

Automatische Analysesysteme ermoglichen eine schnelle, zeitsparende und

damit wirtschaftliche Bearbeitung von Blutbildanforderungen.

Die gebrauchlichsten Analysesysteme, die von der Industrie fur die
vergleichende Untersuchung zur Verfigung gestellt wurden, unterscheiden sich
im wesentlichen durch die verschiedenen methodisch-technologischen Ansatze
und die darauf basierenden Auswertealgorythmen fir die Identifizierung

herkdbmmlich morphologisch charakterisierter Zellpopulationen.

Die Gerate zeigen beim Vergleich eine hervorragende Ubereinstimmung der
KenngroRen des Kleinen Blutbildes, was u.a. auf die Vergleichbarkeit der von
den Geraten verwendeten Methoden und Technologien zurtick gefuhrt werden

kann.

Fur die apparative Differenzierung von mikroskopisch unauffalligen Blutbildern
sind die Gerate ebenfalls sehr gut geeignet, was fir alle untersuchten

Differenzierungsautomaten vergleichbar gilt.

In Ubereinstimmung mit der Literatur werden fir die automatischen
Analysesysteme im Vergleich untereinander und im Vergleich mit der
computerassistierten Mikroskopie gute lineare Korrelationen fur die neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten erreicht. Fir die Populationen der Monozyten
und der eosinophilen Granuloyzten werden noch akzeptable bis gute

Korrelationen gefunden. Fir die basophilen Granulozyten lassen sich unter



10.

11.

12.

13.

anderem aufgrund ihrer geringen Zahl keine zufriedenstellenden linearen

Korrelationen errechnen.

Ein generelles Problem bei der Differenzierung durch automatische
Analysesysteme als auch bei der mikroskopischen Differenzierung stellen
leukopene Proben dar, da in diesen Proben keine reprasentativen Zellanteile fur

eine valide Differenzierung gefunden werden.

Anhand falsch oder richtig erkannter morphologischer Warnhinweise lassen sich
Spezifitat, Sensitivitat und Effizienz fur die Erkennung unauffalliger und
pathologischer Blutbilder errechnen, dabei geht bekanntermalRen die Sensitivitat

zu Lasten der Spezifitdt und umgekehrt.

Insgesamt sind die automatischen Analysesysteme fir die Erkennung von
pathologischen Blutbildern durch die Angabe von Warnhinweisen geeignet.
Dabei werden die Ergebnisse besser, wenn man die Warnhinweise nicht
inhaltlich betrachtet, sondern eine Probe immer dann mikroskopisch
nachdifferenziert wird, wenn eine Hinweis gegeben wird, unabhéngig davon ob

diese Meldung sich auf ein qualitatives oder quantitatives Merkmal bezieht.

Auf eine mikroskopische Nachdifferenzierung aufgrund quantitativer oder
gualitativer Warnhinweise kann letztlich nicht verzichtet werden. Die
automatischen Analysesysteme koénnen jedoch eine sichere Vorauswabhl treffen.
Uber die Anzahl der in einem Labor nachzudifferenzierenden Blutbilder

entscheiden letztlich die vom Labor gesetzten quantitativen Grenzen.

Eine wesentliche arbeitstechnische und 6konomisch wirksame Verbesserung
sowie eine damit einhergehende Qualitatsverbesserung der
Blutbilddifferenzierung ist die Einfihrung der computergestitzten Mikroskopie
mit Digitalisierung und automatischer rechnergestitzter Zuordnung der
Leukozyten zu normalen und pathologischen Zellpopulationen.

Die Limitationen des Diffmaster sind wesentlich abhéngig von der

Ausstrichqualitat und der Farbequalitat. Die automatisierte Ausstrichtechnologie
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kann zu erheblichen Anteilen an zerstrichenen Zellen flihren, wobei sich die
relative Populationsverteilung relevant verdndern kann; ein Problem das auch

von der konventionellen Mikroskopie bekannt ist.

Ein weiterer Vorteil des Diffmaster ist die Archivierbarkeit der digitalisierten
Differentialblutbilder einschlie3lich von Ausstricharealen zur Beurteilung der

Erythrozytenmorphologie.
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