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3 EINLEITUNG

In den letzten 50 Jahren hat die Verfugbarkeit von automatischen
Hamatologiesystemen zugenommen und gibt so den praktischen Tierarzten die
Mdglichkeit Blutproben routinemalig fur die klinische Diagnostik effizienter zu
analysieren. Es wurden sowohl In-Haus-Gerate entwickelt, die aufgrund ihrer
Kompaktheit und Anwenderfreundlichkeit dem Tierarzt in jeder Praxis vor Ort eine
Zeitersparnis in der Blutanalyse ermoglichen, als auch Hamatologiesysteme, die in
Laboratorien oder Kliniken zum Einsatz kommen. Diese mit unterschiedlichen der
modernsten Messmethoden ausgestatteten Systeme weisen einen hohen
Probendurchsatz auf und liefern detailierte Informationen zur Beurteilung des
Patientenstatus. Grundlage fur veterindrmedizinisch genutzten Systeme bilden
humanmedizinische Gerate, die in entsprechenden Studien angepasst und/oder in
ihrer Einsatzfahigkeit an jeder fur dieses System vorgesehenen Tierart Uberprift

werden mussen.

In der Klinik fur Kleintiere, Klinische Pathophysiologie und klinische
Laboratriumsdiagnostik an der Justus-Liebig Universitat in GieRen wurden in einer
1,5-jahrigen Studie das In-Haus-Hamatologiesystem pocH-100iV Diff (Firma
Sysmex) und der XT-2000iV (Firma Sysmex) fur den Klinik- und Laboreinsatz
hinsichtlich ihrer Einsatzfahigkeit bei der Tierart Hund Uberpruft. Die Evaluierung der
Gerate erfolgte in Anlehnung an die verdéffentlichten Richtlinien fir die Evaulierung
von Blutzellanalysegeraten (ENGLAND et al.,, 1994) und den Richtlinien der ICSH
(International Committee for Standardization in Haematology, ICSH, 1994). Erganzt
wird die vorliegende Arbeit durch die gleichzeitige Evaluierung beider

Hamatologiesysteme fur die Tierart Katze von der Autorin Julia NAKAGAWA.



4 LITERATUR

Die veterinarmedizinischen Hamatologiesysteme wurden in den letzten 50 Jahren
immer weiter entwickelt und damit verbessert. Mittlerweile sind vollautomatische
Gerate in fast jeder Praxis vorhanden. Die unterschiedlichsten Messmethoden
wurden entwickelt, um prazise Ergebnisse fur Zellzahl und Differentialblutbild bei den
verschiedenen Tierarten zu erhalten. Allen gemeinsam ist es, dass aus jeder Probe
mehrere tausend Zellen analysiert werden, weshalb automatische Zellzahlgerate
generell eine hohere Prazision und haufig auch Richtigkeit aufweisen als manuelle
Techniken (ROLEFF, 2004).

Im folgenden Kapitel werden die wichtigsten automatischen Messmethoden der
vielfach genutzten Analysegerate dargestellt. Da schon viele Veroffentlichungen
dieses Thema ausfuhrlich beschreiben, verweise ich zudem auf die Autoren:
MORITZ (2000), FICKENSCHER (2001) und ROLEFF (2004).



41 Impedanzmethode (Widerstandsmessung)

Die Widerstandsmessung, Impedanzmessung oder auch Coulter-Prinzip genannt, ist
die Methode, die am weitesten verbreitet ist. Mit ihr kdnnen Zellvolumen und Zellzahl
von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten bestimmt werden. Weitere

Parameter wie der Hamatokritwert oder die Erythrozytenindizes werden errechnet.
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Abb. 1 Prinzip der Impedanzmessung modifiziert nach DORNER (1998)

Die zu analysierende Blutprobe wird mittels Elektrolytldsung verdunnt und durch eine
kapillare Offnung, die als Messoffnung dient, gesaugt. Zwischen zwei Elektroden, die
beiderseits der Messoffnung liegen, flieRt Gleichstrom (Abb.1). Blutzellen sind
weniger leitfahig als die sie umgebende Elektrolytldsung, somit kommt es zur
kurzfristigen Widerstandserhbhung beim Durchtritt der Blutzelle durch die
Messoffnung. Damit die Anderung der Leitfahigkeit registriert werden kann, muss sie
einen fur jeden Zelltyp und jede Tierart festgesetzten Schwellenwert (Threshold,

Diskriminator) Uberschreiten. Befinden sich die elektrischen Impulse im Messfenster



zwischen dem oberen und unteren Diskriminator, werden diese verstarkt und
gezahlt. Die Impulshdhe ist dabei proportional zum Zellvolumen und die Anzahl der
Impulse proportional zur Zellzahl (ROLEFF, 2004).

Falsche Ergebnisse bei der Zellzdhlung bzw. Differenzierung der Blutzellen
entstehen bei Geraten, die auf der Impedanzmethode beruhen, durch tierartliche
Besonderheiten der Blutzellen. GroRe Thrombozyten der Katze konnen als
Erythrozyten gezahlt werden und somit zu einer falsch hohen Erythrozytenzahl
fuhren. Da Parameter wie Hamatokritwert und Erythrozytenindizes berechnet
werden, resultieren daraus weitere falsch hohe bzw. falsch niedrige Werte.
Unterschiedliche  Lyseresistenzen und  Zellmorphologien der einzelnen
Zellpopulationen, sowie kleine Erythrozyten (Pferd, Schaf, Ziege) sind ebenfalls
Ursachen fur falsche Ergebnisse (ROLEFF, 2004).

4.2 Quantitative Buffy-Coat (QBC)-Analyse

Bei dieser Methode wird Vollblut mittels Zentrifugation aufgetrennt und die
unterschiedliche Zelldichte und Fluoreszenzintensitat (nach spezifischer Farbung) als

Analysekriterium der einzelnen Zellpopulationen genutzt.
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Abb. 2 Buffy - Coat - Profilkurve modifiziert nach MORITZ (2002)



Der Fluoreszenzfarbstoff (Acridinorange) zur Anfarbung der Zellen befindet sich an
der Kapillarwand. Das zu analysierende EDTA-Blut wird nun in die Kapillare
aufgesaugt, in der sich ein Schwimmerkérper befindet. Bei der folgenden
Zentrifugation (12000 Umdrehungen/Minute flur 5 Minuten) werden die Zellen
zwischen Schwimmer und Kapillarwand gedrangt, was zu einer Streckung des Buffy
Coats fuhrt. Zur besseren Abgrenzung der Granulozyten werden die Erythrozyten
mittels Kaliumoxalat geschrumpft. Das Kaliumoxalat befindet sich ebenfalls in der
Kapillare und bewirkt eine Erhdhung der Osmolaritdt des Plasmawassers,
infolgedessen die Erythrozyten schrumpfen. Dies geht mit einer Erhéhung der Dichte
der Erythrozyten einher, welche sich somit besser von den Granulozyten abgrenzen
lassen. Das Acridinorange bindet an die Nukleinsduren (DNA, RNA) und
Glykosaminoglykane bzw. Lipoproteine der Leukozyten und Thrombozyten. Durch
die unterschiedliche Fluoreszenzintensitat der Zellpopulationen lassen sich die
einzelnen Buffy Coat Schichten ablesen. Der Schwimmer hat in etwa das Gleiche
spezifische Gewicht wie die Buffy Coat Zellen, seine Eintauchtiefe in die
dichtgepackten  Erythrozyten wird ermittelt und zur Berechnung der
Hamoglobinkonzentration genutzt (sieche Abb 2, ROLEFF, 2004).

4.3 Optoelektronisches Messprinzip (Streulicht-/Lichtabsorptionsmessung)

Man unterscheidet bei dieser Methode die Streulichtmessung und die Absorbimetrie.
Ein schmal gebiindelter Lichtstrahl (Laserlicht) trifft auf eine Zelle und das Licht wird
in unterschiedliche Richtungen gestreut bzw. geschwacht. Streuung bzw.

Abschwachung des Lichtstrahls werden bewertet.
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Abb. 3: Optoelektrisches Messprinzip nach THOM (1979)

Befindet sich keine Zelle im Lichtstrahl, kommt es zu keiner Streuung und das auf die
Zahlkuvette fokussierte Licht wird hinter der Kivette durch eine schwarze Scheibe
ausgeblendet. Wird der Lichtstrahl jedoch durch die Anwesenheit einer Zelle
gestreut, wird der Strahl auf einen Photomultiplier geleitet, der den Lichtimpuls in
einen elektrischen Impuls umwandelt und verstarkt (siehe Abb. 3, ROLEFF, 2004).

In der modernen Laser-Durchflusszytometrie wird die Zellsuspension von
partikelfreier Losung ummantelt und als dinn ausgezogener, hydrodynamisch
fokussierter Flussigkeitsstrom durch die Kuvette geleitet (THOM, 1979). Es wird
erreicht, dass jede Zelle einzeln, hintereinander den Laserstrahl passiert und
Streulicht verursacht (ROLEFF, 2004). Es ergeben sich unterschiedliche
Streulichtwinkel, man unterscheidet Kleinwinkelstreulicht und GroRRwinkelstreulicht.
Kleinwinkelstreulicht (1-6°) liefert Informationen Uber die ZellgrofRe. Als
GroRwinkelstreulicht bezeichnet man Streulicht von mehr als 8° und liefert
Informationen Uber die intrazellulare Beschaffenheit der Zelle, insbesondere Uber die
Granularitat (MORITZ, 2000). Die beschriebene Methode eignet sich zur Zahlung
von Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten, sowie zur Differenzierung von
Leukozyten. Erganzt werden die Ergebnisse von Histogrammen.

Die asymmetrisch bikonkave Form der Erythrozyten stellt flr optische Systeme ein
Problem dar, da je nachdem wie sich die Zelle im Lichtstrahl ausrichtet (seitlich oder
planar) die Impulse unterschiedlich hoch ausfallen (THOM, 1990). Um solche
orientierungsbedingten Effekte auszuschlieRen, findet vor der Erythrozytenzahlung
eine isovolumetrische Aufkugelung der Zellen statt (z.B. beim ADVIA 120, MORITZ,
2000).



4.4 Fluoreszenzmethode

Durch die Kombination von Streulicht- und Fluoreszenzmessung konnen z.B.
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und Retikulozyten identifiziert werden
(WEBER, 1992). Die in den Zellen vorhandene Nukleinsaure (RNA bzw. DNA) wird
mit sich quantitativ anlagernden fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Spezifische
Oberflachen- und intrazellulare Marker dienen zur Differenzierung der einzelnen
Zellpopulationen. Die simultane Erfassung von Streu- und Fluoreszenzlichtintensitat
ermdglicht eine Trennung von Erythrozyten (ungefarbt) und fluoreszierenden
Retikulozyten (DURA, 2005).

4.5 Messprinzip des Sysmex XT-2000iV

Der Sysmex XT-2000iV gehort zu den vollautomatischen Hamatologiesystemen und
nutzt unterschiedliche, zum Teil kombinierte der oben genannten Messverfahren zur
Zellzahlung und Differenzierung von EDTA- antikoaguliertem Vollblut. Das Blut wird
uber eine Vollblutpumpe angesaugt und gelangt in einer bestimmten Reihenfolge
(RBC/PLT/HCT -> HGB -> RET -> WBC/BASO -> DIFF) durch das
Probendosierventil und dann in die einzelnen Messkanale. In diesem Abschnitt sollen
die unterschiedlichen Messkanale des Sysmex XT2000iV dargestellt werden. Zur

weiteren Beschreibung des Gerates siehe auch Kapitel 3.3.5.2 Gerate.



4.5.1 Hamoglobinkanal

Die ursprungliche Hamoglobin-Bestimmung nach DIN 58931 sieht vor, dass die
Erythrozyten zunachst in einer Verdinnung von 1: 500 lysiert werden. Im Anschluss

laufen folgende Reaktionsstufen ab.

1. Reaktionsstufe: Hamoglobin (HGB) mit eingebundenem Fe?* wird durch
Kaliumhexacyanoferrat (rotes Blutlaugensalz) zu Methamoglobin
(mit Fe*) oxidiert.

2. Reaktionsstufe: Methamoglobin reagiert mit Kaliumcyanid (KCN) unter Bildung
des roten, stabilen Cyanhamoglobin-Komplexes, der ein
Absorptionsmaximum bei 546nm besitzt.

Die Extinktion im Absorptionsmaximum ist dem Hamoglobingehalt des Nativblutes
direkt proportional. Nachteil: Das Einleiten von cyanidhaltigen Abfallen ist

genehmigungspflichtig.

Als Alternative zu KCN entwickelte Sysmex die cyanidfreie Sodiumlaurylsulfat-
(SLS)-Methode. Das SLS ist ungiftig und in vielen Seifen enthalten. Sysmex
verwendet es als Standard an allen Sysmex-Geraten. Im ersten Schritt wird das
Globin denaturiert. Die hydrophoben Gruppen des SLS binden an das Globin und
bewirken eine Konformitatsianderung. Im zweiten Schritt wird das Fe** des Hams zu
Fe®* oxidiert. Nun kénnen die hydrophilen Gruppen des SLS an das Fe** binden und
bilden mit diesem ein stabiles Reaktionsprodukt, das photometrisch (bei 555nm)
bestimmt werden kann (siehe Abb.: 4 Hamoglobin Flussplan, SYSMEX
Schulungsunterlagen 2000).
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Abb.: 4 Hadmoglobin Flussplan (SYSMEX Schulungsunterlagen, 2000)

4.5.2 Erythrozyten- und Thrombozytenkanal

Der Sysmex XT-2000iV verwendet zur Bestimmung von Erythrozyten, Thrombozyten
und Hamatokrit die bereits beschriebene Impedanzmethode (siehe auch 4.5.7. PLT-
O). Erythrozyten und Thrombozyten werden verdunnt (1:500) und in einem
gemeinsamen Messvorgang gezahlt, da die beiden Zellreihen sich auf Grund ihrer
unterschiedlichen GroRenbereiche gut trennen lassen. Nach der Vorbehandlung
gelangt der Probenstrom mittels Injektionspumpe in die Messkammer. Unterstutzt
wird diese Messung durch die hydrodynamische Fokussierung, dabei dient das
Reagenz Cellpack als Mantelstrom. Unterschiedlich schnelle FlieRgeschwindigkeiten
von Proben- und Mantelstrom erzeugen eine laminare Stréomung, somit wird im
Messkanal der Flusszelle eine Zellvereinzelung erreicht (siehe Abb. 5). Die
Erythrozyten der Tierart Hund haben einen Volumenbereich von 80-100fl, alle
Teilchen die Impulse zwischen 25 und 250fl liefern, werden erfasst. Die
Volumenverteilungskurven werden durch variable Schwellenwerte (Diskriminatoren)

eingegrenzt. Der Messbereich fur die Thrombozyten liegt zwischen 2 und 30 fl. Das
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Gerat besitzt einen unteren Diskriminator (PL) bei 2 bis 6 fl und einen oberen
Diskriminator (PU) bei 12 bis 30 fl. Die Diskriminatoren konnen innerhalb dieser
vorgegebenen Grenzen flotieren und suchen sich automatisch das Tal zwischen den
Zellpopulationen. Dartberhinaus gibt es einen fixen Diskriminator bei 12 fl, der zur
Bestimmung des Anteils groRer Thrombozyten an der Gesamtthrombozytenzahl (P-

LCR - Platelet Large Cell Ratio) herangezogen wird.

Cellpack
1,996 mil
m 4 ul
14 i
PDV
i
g; 1:500| Mischkammer
;:5_: Cell-
- I 11,7 pl pack
Verdlinnung: 1:500 In?:lz.ia(i:;—
Messvolumen: 11,7 ul pumpe

Abb.: 5 RBC/PLT/HKT Flussplan mit hydrodynamische Fokussierung
(SYSMEX, Schulungsunterlagen, 2000)

Als graphische Kontrolle der Ergebnisse dienen dem Anwender die Histogramme
(siehe Abb.: 6). Das Gerat uberprift den Kurvenverlauf (Impedanzkurve) bei jeder
Messung und gibt bei Abweichungen entsprechende Warnmeldungen - sogenannte
Flags — an, die dem Anwender Hinweise auf Storfaktoren (z.B. Mikroerythrozyten,
Fragmentozyten oder Riesenthrombozyten) geben kénnen.

Treten diese abnormalen Impedanzkurven auf, nutzt das Gerat neben der
Volumentrennung eine weitere Technik zur genauen Trennung der Erythrozyten von
den Thrombozyten, die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat. Siehe hierzu Kapitel

2.5.3 Fluoreszenz.

Abb.: 6 Histogramme RBC und Thrombozyten (PLT), (SYSMEX, 2000)
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Der Hamatokrit wird auf der Grundlage der kumulativen Impulshéhensummierung
ermittelt. Hier werden die Volumina der innerhalb der Schwellenwerte liegenden
gezahlten Erythrozyten addiert und zum Volumen der Messverdiunnung ins

Verhaltnis gesetzt.

Die Erythrozytenindizes MCV (Mittleres Zellvolumen), MCH (Mittlerer Zellularer
Hamoglobingehalt) und MCHC (Mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten)
errechnet das Gerat aus den Werten von Hamoglobin, Erythrozytenzahl und
Hamatokrit. Die Thrombozytenindizes MPV und PDW werden ebenfalls vom Gerat

mittels Partikelverteilungsanalyse ermittelt.

4.5.3 Leukozytenzdhlung und —differenzierung (Optisches System)

Durch die bisher beschriebenen Techniken erhalt das Gerat Informationen Uber
Volumen und Granularitat der Blutzellen. Der Sysmex XT-2000iV nutzt zusatzlich die
Fluoreszenzmessung, um die einzelnen Zellpopulationen anhand ihrer Zellaktivitat
(DNA- und RNA- Anteil) besser differenzieren zu konnen. Das Gerat verfugt Uber
zwei Kanale, den WBC/BASO-Kanal zur Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl
sowie zur Differenzierung der basophilen Granulozyten und den 4 DIFF-Kanal, zur
Abgrenzung von Lymphozyten, Monozyten, eosinophilen Granulozyten und
neutrophile + basophilen Granulozyten. Im 4 DIFF-Kanal wird die
Fluoreszenzintensitat bestimmt, sie ist ein MalR fur die Zellaktivitat. Je hoher die
Intensitat des Fluoreszenzlichtes, desto hoher ist die Zellaktivitat (z.B.: aktivierte

Lymphozyten oder Lymphoblasten).
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Das Optische System (siehe Abb.: 7) ist eine Kombination der einzelnen

Messtechniken, welches die zum Teil hervorgehobenen Eigenschaften der Zellen

nach der Vorbehandlung erfasst und die einzelnen Populationen voneinander trennt:

- Zellvolumen mit der Impedanzmethode (nur RBC und PLT)
- Laser-Durchflusszytrometrie zur Bestimmung von
- ZellgroRe (Vorwartsstreulicht) und
- interner Struktur, z.B. Granulation oder Vakuolen
(Seitwartsstreulicht)
- Fluoreszenzintensitat zur Bestimmung des Nukleinsaureanteils
(DNA und RNA)

Photomuliplier
(zur Detektion des
Fluoreszenzlichts)

Halbleiterlaser

(A =633nm) ;
) Dichromatische
Spiegel
” l l’jf 3 \
b Photodiode
-’
F

{zur Detektion des
Seitwartsstreulichts)

Durchflusszelle / \x
Photodiode

(zur Detektion des
Vorwartsstreulichts)

Abb. 7: Messtechnik Optisches System, (Sysmex 2000)
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4.5.4 WBC/BASO-Kanal

Der WBC/BASO-Kanal dient zur Zahlung der Leukozyten und Bestimmung der
Basophilen. Hierzu werden 20 pl der zu messenden Blutprobe mit 0,98 ml
Stromatolyser-FB auf ein Verhaltnis von 1:50 verdinnt und in die Reaktionskammer
verbracht. Nach einer Reaktionszeit von etwa 14 Sekunden hat das Reagenz
Stromatolyser-FB die in der verdinnten Probe befindlichen Erythrozyten und
Thrombozyten lysiert und alle ,nicht-basophilen Zellen bis auf den Kern
geschrumpft. Der Probenstrom gelangt nun mittels Injektionspumpe in das optische
System, hier wird die Gesamtleukozytenzahl bestimmt und die basophilen Zellen
aufgrund ihrer Grole differenziert. Das Ergebnis wird graphisch in einem
Scattergramm angezeigt. Auf der x-Achse werden mittels Seitwartsstreulicht
Informationen Uber Granularitat und innere Struktur angegeben und an der y-Achse
kann das Volumen der Zellen anhand des Vorwartsstreulichtes abgelesen werden
(siehe Abb.8).

WBC/BASO Scattergramm

=
Q
>
o
=
w
w
t
E
=]
>

Side Scatter

Abb.: 8 WBC/BASO-Kanal, normale Zellverteilung, (Sysmex, 2000)
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4.5.5 4 DIFF-Kanal

Im 4 DIFF-Kanal erfolgt die Differenzierung der Leukozyten in Lymphozyten,
Monozyten, Eosinophile, Neutrophile und Basophile. Das zu analysierende Volumen
wird mit den Reagenzien Stromatolyser-4DL (0,98ml) und Stromatolyser-4DS (40ul)
versetzt. Der erst genannte Stromatolyser enthalt ein nichtionisches Tensid und dient
einerseits der Verdunnung der Probe, andererseits zur Lyse von Erythrozyten und
Thrombozyten. Daruber hinaus wird die Membran der Leukozyten perforiert. Durch
die durchlassigen Membranen der Leukozyten kann das einen Polymethin-
Fluoreszenzfarbstoff enthaltende Farbereagenz Stromatolyser-4DS in das Zellinnere
diffundieren und die Nukleinsduren (DNA und RNA) anfarben. Nach einer
Reaktionszeit von 22 Sekunden im DIFF-Kanal gelangt der Probenstrom mittels
Injektionspumpe in das optische System. Unterstutzt wird das Ergebnis graphisch
durch ein Scattergramm: Die x-Achse gibt mittels Seitwartsstreulicht Informationen
Uber Granularitat und innere Struktur der Zellen, die y-Achse gibt durch die

Fluoreszenzintensitat der Zellen Informationen Uber die Zellaktivitat (siehe Abb.: 9).

DIFF
Scattergramm

Fluorescence

NEUT + BASO

.. &3

Side Scatter

Abb.: 9 4 DIFF-Kanal, normale Zellverteilung, (Sysmex, 2000)
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4.5.6 Retikulozytenkanal (RET-Kanal)

1881 beschrieb Prof. Paul Ehrlich erstmals die Retikulozyten, die ihren Namen der
intrazellularen Netzstruktur verdanken. Die Netzstruktur kann mit Supravitalfarbung
dargestellt werden, welche der Sysmex XT-2000iV im RET-Kanal nutzt. Das Gerat
bestimmt die Retikulozyten mit der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie. Das zu
bestimmende Blutvolumen wird mit RET Search II Diluent (0,996 ml) und RET
Search |l DYE (20ul) versetzt und verbleibt 31 Sekunden in der Reaktionskammer.
Der erste Zusatz perforiert die Zellmembranen von Erythrozyten, Thrombozyten,
Retikulozyten und allen Leukozyten. Im Anschluss kann der Fluoreszenzfarbstoff
(RET Search Il Dye) in das Zellinnere eindringen und die RNA- und DNA-
Bestandteile der Zellen anfarben. Nach der Reaktionszeit gelangt der Probenstrom
mittels Injektionspumpe in das optische System. Hier erfolgt die Zahlung und
,Differenzierung” der Retikulozyten durch Vorwartsstreulicht (Volumen) und
Intensitat des Fluoreszenzlichtes (Zellaktivitat). Eine “Differenzierung” der
Retikulozyten ist anhand der Intensitat der Farbung moglich: je unreifer ein
Retikulozyt, desto starker ist die Fluoreszenzfarbung. Unterstitzung bei der
Auswertung der Ergebnisse erhalt der Anwender graphisch durch ein Scattergramm,
die x-Achse zeigt die Zellaktivitat (Fluoreszenzintensitat) und die y-Achse das
Zellvolumen (Vorwartsstreulicht). Die Leukozyten und eventuell vorhandene
Normoblasten zeigen die héchste Zellaktivitat, Erythrozyten dagegen die geringste,

somit sind sie von den Retikulozyten abgrenzbar.

4.5.7 Optische Thrombozyten (PLT-O)

Im RET-Kanal bietet der Sysmex XT-2000iV eine zusatzliche Madglichkeit der
Thrombozytenbestimmung. Die Blutprobe wird im RET-Kanal wie im Kapitel 4.5.6
beschrieben vorbehandelt und der Nukleinsdureanteil (DNA und RNA) der

Thrombozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt. Das Gerat bietet die
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Madglichkeit, bei abnormaler Impedanzkurve der Thrombozyten (PLT-lI) aus dem
Erythrozyten- Thrombozytenkanal auf den Fluoreszenzthrombozytenwert (PLT-O)
aus dem RET-Kanal umzuschalten. Abnormale Werte bei der Impedanzmessung
konnen zum Beispiel durch das Vorkommen von Mikroerythrozyten, Fragmentozyten
oder Riesenthrombozyten auftreten. Das Erfassen der Zellaktivitat mittels
Fluoreszenz ermoglicht so eine bessere Abgrenzung der Thrombozyten von der
Erythrozytenpopulation. Der PLT-I Wert wird nur als Ergebnis Ubernommen, wenn
keine Interferenzen in der Impedanzmessung detektiert wurden. Bei erfolgter
Umschaltung auf PLT-O wird dies dem Anwender durch einen entsprechenden
Hinweis in Form des ,&“ Symbols hinter dem PLT-Wert angezeigt. Zur Kontrolle der
Ergebnisse dienen dem Anwender die Histogramme fur Erythrozyten und
Thrombozyten (PLT-1) und das Scattergramm des RET-Kanals, in dem auch die
Thrombozyten (PLT-O) graphisch dargestellt sind.

Durch die Bestimmung der Thrombozyten und Retikulozyten hat der Anwender die
Moglichkeit  auch  retikulierte  (,jugendliche®)  Thrombozyten  bei  der
Routineblutanalyse zu bestimmen und erhalt damit Informationen uber die Erythro-
und Megakaryopoese (Pankraz et al. 2007, Automated detection of immature

platelets).

Ein Datenreport eines Hundes mit zugehdrigen Histo- und Scattergrammen ist in
Abbildung 10 dargestellt.
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; Sample Mo. I—_ Measure Date l—l :
w ? Erma01 Ana. Date 22/05/2007 [ 12:04 New Save Eeana SWItEh WIEW
Category I b I
Dog Age/Lower | Analyzed Profile Editing Profile [New Profile
Age/Upper I— Profile Comment Editing Comment
o2 I Manual analysis(Basic) |Manual analysis(Ext-WBC) | Manual analysis(Ext-RET) |
—Measure Item
Ttem Data | | Umit |
WEC 6.2z 1oA3aul | MEC Flag
NEUT# 3.35 1043 /ul =
L¥MPH# 2.15 1043 Aul
MONO# 0.42 1043 Aul
EC# .29 1043 /ul
BASO# 0.01 1043 Aul
NEUT®: 53.7 & j
L¥MPH% 4.8 & REC/RET Flag
MOND%E 6.8 & =
EQ% 4.7 &
BASO% 0.2 &
REC .97 1046/UL
HGE 18,0  gfdL
HCT 2.4 & -
MCY B5.7 fL J
MCH 22.6  pg PLT Flag
WCHC 4.4 gfdl &
PLT & 210 1043 /ul
PLT-I 216 1043 Aul
PLT-O 210 1043 Aul j
RDW-5D 38.6 fL
RDW-CV 18.3 &
POW 14.1 fL
MRV 11.2 fL
P-LCR 34.3 &
PCT 0.24 &
RET# 0.99 &
RET# 0.0789 1046/UL
IRF 16.4 &
LFR 83.8 &
MFR 13.4 ®
HFR 3.0 &

Abb.: 10 Vollstandiger Datenreport eines gesunden Hundes des XT-2000iV
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4.6 Messprinzip des Sysmex pocH-100iV Diff

Bei dem Sysmex pocH-100iV Diff (pocH = point of care Hematology) handelt es sich
um ein vollautomatisches Hamatologiesystem, dass flur den alltaglichen Praxisbedarf
entwickelt wurde. In diesem Abschnitt wird auf die Messmethoden des Gerates

eingegangen, weitere Spezifikationen siehe auch Kapitel 3.3.5.1 Gerate.

4.6.1 Héamoglobinkanal

Das Gerat arbeitet mit einer zyanidfreien Methode zur Bestimmung des Hamoglobins
(HGB). Das Reagenz pocH-pack LVD beinhaltet quaterndre Ammoniumsalze,
welche zur Hamoglobin- und Leukozytenanalyse verwendet werden. Es laufen

nacheinander folgende Reaktionen ab.

1. Lyse der Erythrozyten und Thrombozyten durch  quaternare
Ammoniumsalze (pocH-pack LVD)
2. Konformationsanderung des Hamoglobinmolekils

3. Fe?" des Hams wird oxidiert zu Fe**

Es bildet sich ein stabiler Methamoglobinkomplex, dieser ist direkt proportional zum

Hamoglobin und wird photometrisch bei einer Wellenlange von 555nm bestimmt.
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4.6.2 Erythrozyten- und Thrombozytenkanal

Erythrozyten und Thrombozyten werden gemeinsam mittels
der Impedanzmethode (Widerstandsmessung) in einem Kanal
bestimmt. Unterstitzt wird die Analyse auch hier durch die
hydrodynamische Fokussierung (siehe auch Kapitel 2.5.2).
Das Reagenz pocH-pack D dient als Mantelstrom, dadurch
wird eine laminare Stromung erzeugt und eine
Zellvereinzelung erreicht. Damit die Widerstandsénderung
beim Durchtritt der Zelle durch die Messoffnung registriert
werden kann, muss sie einen bestimmten flr jede Tierart
festgelegten Schwellenwert (Diskriminator) Uberschreiten. Fir
die vordefinierte Tierart Hund gibt es zwei flotierende
Diskriminatoren (lower/upper discriminator, LD und UD), d.h.
sie bewegen sich jeweils frei innerhalb eines vorgegebenen
dort das

Volumenbereich, in dem Erythrozyten registriert werden liegt

Bereiches und suchen optimale Tal. Der
zwischen 10 und 250 fl, die Thrombozyten werden zwischen 1
und 25fl registriert. Die Ergebnisse fiur Erythrozyten- und
Thrombozytenzahl werden numerisch und auch graphisch in
Form eines Histogramms ausgegeben, mit Hilfe dessen das
Ergebnis kontrolliert und gegebenenfalls manuell korrigiert

werden kann (siehe Abb.12).

1D
9003969102
Date ©01/11/2007

Time 11:37
Species Dog
wBC 23.0 xi0*/uL
RBC 7 .52 x¥/ul
HGB 18.1 g/dl
HCT 48.4 %
MCV 64.4 fL
MCH 24.1 pg
MCHC 37.4 g/d
PLT 211 0P/

W8C

300 [fL]

— 00 200
LO/T1/T2 54/96/180 fL

LYM% 4.0%
OTHR% 91.61%
EO% 4.4 %
LYM# 0.9 xi®/uL
OTHR# 21 .1 xB/u
EO# 1.0 ~I0°/uL

RBC

100 200 [fL]
LD/UD  25/250 fL

RDW-—-SD 34.3
RDW-CV 10.2

10 20 30 [fL]
LD/UD 1/25 fL

PDW 12.9 fL
MPV A1.2 fL
P—LCR 33.2%

Abb. 11: Ergebnisreport

pocH-100iV Diff,

Tierart: Hund
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Abb. 12: schematische Darstellung der Diskriminatoren des RBC
Histogramms fur den pocH-100iV Diff (Sysmex, PM Veterinary
Applications)

LD up

PLT

N RBC \

> A4
10-75 fl 150-250 fl

Die dargestellte Histogramm-Kurve in Abbildung 12 sollte innerhalb der beiden

Diskriminatoren LD und UD an der Basislinie beginnen und enden.

Der Hamatokrit wird auf der Grundlage der kumulativen Impulshéhensummierung
ermittelt. Hier werden die Volumina der innerhalb der Diskriminatoren liegenden
gezahlten Erythrozyten addiert und zum Volumen der Messverdunnung ins

Verhaltnis gesetzt.

Die Erythrozytenindizes MCV (Mittleres Zellvolumen), MCH (Mittlerer Zellularer
Hamoglobingehalt) und MCHC (Mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten)
errechnet das Gerat aus den Werten von Hamoglobin, Erythrozytenynzahl und
Hamatokrit. Die Thrombozytenindizes MPV und PDW werden vom Gerat mittels
Partikelverteilungsanalyse ermittelt. Abbildung 11 zeigt den Ergebnisreport des
poch-100iV Diff fur die Tierart Hund.

4.6.3 Leukozytenzahlung und -differenzierung

Die bei der Leukozytenzahlung storenden Erythrozyten werden durch den Zusatz
von pocH-pack LVD lysiert, dabei wird Hdmoglobin freigesetzt. Das Lysereagenz |0st
nicht nur die Erythrozyten auf, sondern zerstort die Zellmembran der Leukozyten, so

dass diese Zellen ,schrumpfen“. Bei der folgenden Leukozytenzahlung auf
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Grundlage der Impedanzmethode erzeugen daher nur die Zellkerne und die
umgebenden  Zellorganellen eine  Widerstandserhdhung.  Zusatzlich  zur
Leukozytenzahl kann aufgrund der unterschiedlichen ZellkerngroRe eine
Differenzierung in kleine (Lymphozyten), mittelgroRe (Monozyten, Neutrophile und
evt. vorhandene Basophile Granulozyten) und groRRe (Eosinophile Granulozyten)
Zellen vorgenommen werden. Zur Unterteilung der einzelnen Populationen gibt es
bei der Spezies Hund zwei weitere, innerhalb festgesetzter Grenzen flotierende
Diskriminatoren, T1 und T2, sogenannte ,Tal-Diskriminatoren®. Als Ergebnis entsteht
ein  3-Zell-Differentialblutbild  bestehend aus Lymphozyten, Eosinophilen
Granulozyten und OTHER, einer Population, in der die Monozyten, Neutrophilen
Granulozyten und eventuell vorhandene Basophile Granulozyten zusammengefasst
werden (Abkurzung: OTHR). Zur Kontrolle der Zelldifferenzierung und maglicher
manueller Korrektur der Schwellenwertpositionen dient das zusatzlich ausgegebene
Histogramm (siehe Abb. 13).

LD und UD grenzen die Kurve ab
Hund / \
- | D T T2 UD (fix)
B linin
1 : l' '| : n' .|| : :
l ‘ E |" .|I : c’ "' : :
100 200 300 Al Wi\ :
N Ne——
|\ H : B
(3 < —

30-66 fl 30-174fl 78-240 1

Abb. 13: WBC Histogramm Hund, 3-part Differenzierung (links), Darstellung der
Diskriminatoren fiir WBC Histogramm des pocH-100iV Diff (rechts)
(Sysmex, PM Veterinary Applications)

Bei der Leukozytenmessung sind Thrombozyten vorhanden (Erythrozyten werden
lysiert). Da das Volumen der Thrombozyten normalerweise 5 — 18 fl betragt, trennt
der LD (lower dicriminator) die Leuko- von den Thrombozyten. Die Histogrammkurve
sollte zwischen den Diskriminatoren LD und UD liegen sowie an der Basislinie

beginnen und enden.
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4.7 Messprinzip des ADVIA 2120

Ein Referenzgerat im Rahmen dieser Untersuchungen stellt der ADVIA 2120 der
Firma Siemens dar (siehe auch Kapitel 3.3.5.3 Gerate). Es handelt sich als
vollautomatisches Blutanalysesystem um die zweite Generation des ADVIA 120. Die
Messtechnologie des hier verwendeten Gerates zur Zellzahlbestimmung und —
differenzierung bei den einzelnen Tierarten hat sich gegentber dem ADVIA 120 nicht
verandert. Neu gegenuber dem ADVIA 120 ist ein standardisiertes Cyanid-freies
Reagenz bei der Hamoglobinbestimmung, eine Methode zur
Normoblastenbestimmung ist noch in Vorbereitung und ein modernes Design mit
Flachbildschirm wurde entwickelt. Das System erstellt kleine als auch grolle
Blutbilder und bestimmt die Retikulozytenzahl. In diesem Abschnitt soll nur kurz auf
die wichtigsten Messtechnologien eingegangen werden. Da Dbereits viele
Veroffentlichungen mit ausfuhrlichen Beschreibungen dieser Technologie existieren
wird auf die Arbeiten von MORITZ, 2000; FICKENSCHER, 2001; DURA, 2005 oder
MEYER, 2005 verweisen.

4.7.1 Hamoglobinkanal

Die zu analysierende Probe und ADVIA 2120 CN-freies HGB Reagenz werden in der
Hamoglobinreaktionskammer, dem Kolorimeter, gemischt. Das zugesetzte Reagenz
lysiert die Erythrozyten und nach Ablauf der chemischen Reaktionen kann das

freigesetzte Hamoglobin photometrisch bei 546 nm bestimmt werden.

4.7.2 Erythrozyten- und Thrombozytenkanal

In diesem Kanal werden die Zellen des roten Blutbildes bestimmt. Nach
isovolumetrischer Aufkugelung oder sog. ,Sphering® der Erythrozyten bzw.
Thrombozyten erfolgt eine  Zweiwinkelstreulichtmessung im  Laserstrahl
(optoelektronisches Messprinzip) und so eine direkte Messung des individuellen

Zellvolumens und der intrazellularen Hamoglobinkonzentration. Der Winkelbereich
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des Kleinwinkelstreulichtsignals liegt hier bei 2-3°, der des GrolRwinkelstreulichts bei
5-15°. Zellvolumen und die intrazellulare Beschaffenheit werden graphisch und
numerisch auf dem Bildschirm dargestellt. Berechnet werden aus dem gemessenen
Erythrozytenvolumen und der mittleren Hamoglobinkonzentration der
Hamatokritwert, das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV), die
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW), die Hamoglobinverteilungsbreite (HDW) und
die mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten (MCHC).

Eine 2-dimesionale Thrombozytenanalyse (2D-THROMBO-Methode) basiert auf der
integrierten Analyse der Messungen von Erythrozyten und Thrombozyten. Ein
Thrombo-Streulicht-zytogramm wird gebildet, indem das Kleinwinkel-Streulicht
(verstarkt) und GroRwinkel-Streulicht (verstarkt) kombiniert und in Volumen- und
Brechungsindexwerte umgerechnet werden. So wird eine genauere Abtrennung von
Zell- und Erythrozytenfragmenten, gro3en Thrombozyten (aktivierte Thrombozyten >
20fl) und Mikro-/Fragmentozyten von wahren Thrombozyten ermdglicht (DURA,
2005).

4.7.3 Retikulozytenzdhlung

Zur Bestimmung der Retikulozyten werden diese entsprechend ihres RNA-Gehaltes
durch einen Abkommling des Neu-Methylenblau, das Oxazin 750 haltige ADVIA
2120 autoRETI Reagenz, angefarbt. Durch Zweiwinkelstreulichtmessung erfolgt die
GrolRenbestimmung der Zellen und anhand der Absorption die Klassifizierung nach
RNA-Gehalt in verschiedene Retikulozytenreifegrade oder Erythrozyten (DURA,
2005).

4.7.4 Leukozytenzahlung und —differenzierung

Die Bestimmung der Leukozyten erfolgt in zwei voneinander unabhangigen Kanalen,
dem Peroxidasekanal und dem Basophilen-Kernsegmentierungskanal. Im
Peroxidasekanal werden die Leukozyten im Halogenlicht gezahlt und anhand ihres

Volumens (Streulichtsignal) und ihrer Peroxidaseaktivitat (Absorptionssignal)
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differenziert. Durch entsprechende Vorbehandlung der Zellen lassen sich im
Ergebnis funf Zellpopulationen unterscheiden: Lymphozyten (kleine
peroxidasenegative Zellen), Monozyten (grofere peroxidasenegative Zellen), LUC
(large unstained cells, groBe ungefarbte Zellen, z.B. Blasten, lymphatische
Reizformen, Plasmazellen), neutrophile Granulozyten (grof’e gefarbte Zellen) und
eosinophile Granulozyten.

Im  Basophilen-Kernsegmentierungskanal werden die Leukozyten mittels
Laserlichtstreuung in zwei definierten Winkelbereichen gezahlt. Wahrend der
Vorbehandlung der zu analysierenden Blutprobe werden die Erythrozyten und
Thrombozyten lysiert und alle weilken Blutzellen, bis auf die basophilen
Granulozyten, einem zytoplasmatischen Stripping (entwickelt von Cremins und
Orklin, Bayer  Diagnostik, 1992) unterzogen. Die so  praparierte
Leukozytensuspension besteht nun aus Zellkernen und ,ungestrippten”
(lyseresistenten) basophilen Granulozyten und gelangt in die Flusszelle. Das
Ergebnis wird zusatzlich als Nukleogramm angezeigt und durch die tierartliche
Cluster-Analyse  konnen drei  Zellpopulationen (basophile  Granulozyten,
mononukledare und polymorphnukleare Leukozyten) differenziert werden (MEYER,
2005).

5 Material und Methoden

5.1 Patientengut

Als Patientengut gelten Hunde, die im Routineablauf der Klinik fur Kleintiere der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en ambulant oder stationar untersucht und behandelt
worden sind und bei denen eine Indikation zur hamatologischen Untersuchung
bestand. Es wurden Blutproben von gesunden (z.B. Blutspender, Narkose
Voruntersuchung fur HD-Rdntgen) und kranken Tieren genommen, um den
Messbereich der Hamatologiesysteme mdglichst weit zu testen. In 1,5 Jahren
wurden insgesamt 314 auswertbare Blutproben (davon 65 gesund) in die Studie
eingeschlossen (Sysmex XT-2000iV, n= 314, pocH-100iV Diff, n= 150).
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5.1.1 Alter

Das Blut von Hunden im Alter von 0,2 bis 15,5 Jahren wird untersucht, das

Durchschnittsalter betragt 6,3 Jahre (arithmetischer Mittelwert).

5.1.2 Geschlecht

172 Hunde mannlichen Geschlechts (davon 15 kastriert) und 144 weiblichen

Geschlechts (davon 17 kastriert) wurden erfasst.

5.1.3 Rasse

Den groten Anteil der Studie stellen mit 35,4% Mischlingshunde dar. Es folgen
Rassen wie Deutscher Schaferhund (7,8%), Labrador (6,4%) und Golden Retriever
(4%) aber auch die Rassen Deutsche Dogge, Border-Collie, Beagel,

Bernersennenhund, Terrier u.a. sind vertreten.

5.2 Methoden

5.2.1 Blutprobenentnahme

Das Blut wird mit einer sterilen Einwegkandule (0,9 x 40mm, Henke Sass Wol GmbH,
Tuttlingen) aus der Vena cephalica antebrachii, Vena saphena oder aus der Vena

jugularis gewonnen.
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5.2.2 Antikoagulanz

Das frei ablaufende Blut wird mit 1,3 bzw. 10ml fassenden K3 - EDTA Roéhrchen der
Firma Sarstedt, Niurmbrecht aufgefangen und antikoaguliert. Bei der Durchfuhrung
des Antikoagulanzienvergleich kommen aufierdem noch 1,3ml fassende Li-Heparin

und Na-Citrat Rohrchen der Firma Sarstedt zum Einsatz.

5.2.3 Blutprobenverarbeitung

Die Messung der Blutproben, sowie die Bestimmung des Hamatokrit erfolgt innerhalb
von 4-6h nach Blutentnahme. Die Anfertigung der Blutausstriche fur die manuelle
Leukozytendifferenzierung und Retikulozytenzahlung erfolgt im gleichen Zeitraum.
Vor jeder Blutprobenverarbeitung wird das Probenréhrchen durch mehrmaliges (10x)

Uber-Kopf-Schwenken gut vermischt.

5.2.4 Flag Rules

Die ,Flags® (Warnmeldungen) werden bei der Blutanalyse in zwei Kategorien
eingeteilt: ,Morphologische® und ,Technische® Flags. Tritt bei wiederholter Messung
erneut ein technischer Flag auf, wird das Ergebnis abgelehnt und macht eine
Geratewartung erforderlich. Wird von dem Gerat keine Warnmeldung oder ein
morphologischer Flag angegeben, werden die Ergebnisse akzeptiert und
ausgedruckt.

Das folgende Schema (Abb.14) zeigt die Vorgehensweise einer Blutanalyse an den

zu evaluierenden Geréaten:
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[ Erstmessung ]

1 1
No Flag ] [ Flag ]
I 1 1 1
[ Ergebnis akzeptiert ] [ »1echnischer Flag* ] [ ,Morphologischer Flag“

| |
[ Zweitmessung ] [ Ergebnis akzeptiert ]

Kein Flag ] ( Flag ]
J N
l 1 1 1
[ Ergebnis akzeptiert ] »1echnischer Flag* ] [ ,Morphologischer Flag“

| |
Ergebnis abgelehnt ] [ Ergebnis akzeptiert ]

[Gerétewartung notwendig]

Abb. 14 Vorgehenweise einer Blutprobe fir die Tierart Hund (nach BECKER, 2007)

5.3 Methodenvergleich

5.3.1 Zentrifuge

Die Bestimmung des Hamatokrits (PCV) erfolgt mittels einer
Mikrohamatokritzentrifuge der Firma Hettich Zentrifugen. Von jeder Blutprobe wird
eine Doppelbestimmung des Hamatokrits erstellt. Durch schrages Eintauchen der
Rohrchen in das Probengefall wird das Rohrchen mittels Kappilarkraft zu etwa %
gefullt und am unteren Ende mit Kitt verschlossen. Die Zentrifugation erfolgt bei
12000 Umdrehungen/Minute fur 5 Minuten. Anschlieend wird der Hamatokritwert
mittels Schablone am oberen Rand der Erythrozytensaule von beiden

Hamatokritrohrchen abgelesen und der Mittelwert berechnet.
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5.3.2 Manuelle Differenzierung

Von jeder Blutprobe werden manuell 3 Blutausstriche zur Uberpriifung der mit den
automatischen Zellzahlgeraten (ADVIA 2120, Sysmex XT-2000iV und pocH-100iV
Diff) erstellten Differentialblutbildern angefertigt. Ein kleiner Tropfen Blut wird am
Ende eines Objekttragers aufgetragen und mit einem zweiten Objekttrager nach

Fangen des Tropfens zugig mit leichtem Druck zu einer Fahne ausgezogen.

Nach Lufttrocknung werden alle Ausstriche nach folgender Beschreibung gefarbt:

5.3.3 Panoptische Farbung nach PAPPENHEIM (PAN)

a) Fixierung und Farbung der Ausstriche mittels May-Grinwald®-Lésung (May-
GrUnwaId®—Lésung modifiziert Nr. 1424, Fa. Merck, Darmstadt) fur 3 Minuten.

b) Abspulen der Farbelésung mit Aqua dest. fur 1 Minute.

c) Gegenfarbung mit Giemsa-Gebrauchslosung (1 Tropfen Giemsa-Losung 9204,
Fa. Merck, Darmstadt auf 1 ml Aqua dest.).

d) Abspulen der Farbelésung mit Aqua dest. fur 1 Minute.

e) Lufttrocknung der Blutausstriche in schrager Position.

Mit Hilfe des Mikroskopes werden bei 1000 facher VergroRerung jeweils 200 Zellen
differenziert. Das vom Sysmex XT-2000iV und ADVIA 2120 erstellte

Retikulozytenergebnis wird manuell mit Hilfe der Supravitalfarbung uberpruft.

5.3.4 Retikulozytenfdrbung (Supravitalfarbung)

Zur Anfarbung des Retikulums wird die Farbelésung Brilliantkresyl-Blau verwendet.
50ul EDTA- Blut werden zur fertigen Farblosung (50pl) hinzugegeben und vermischt.
Nach 30 Minuten Inkubationszeit und erneuter Vermischung der Probe werden 3
Ausstriche angefertigt und an der Luft getrocknet. Es werden insgesamt 1000

Erythrozyten differenziert und der Anteil an Retikulozyten in Prozent angegeben.
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5.3.5 Gerite

5.3.5.1 Sysmex pocH-100iV Diff

Der pocH-100iV Diff ist ein Hamatologiesystem fur
die Labordiagnostik in der tierarztlichen Praxis von
der Firma Sysmex Europe GmbH, welches die
Blutzellen mittels Impedanzmethode zahlt. Neben

der Zellzéhlung liefert das Hamatologiegerat ein 3

Zell-Differentialblutbild der Leukozyten inklusive

eosinophiler Granulozyten fur Hund und Katze. Die p:ﬂ%ﬁp
flexible Software Version 00-10 ermdglicht es dem
Anwender, zusatzlich zu den vordefinierten Spezies
Hund, Katze und Rind auf unkomplizierte Weise bis
zu 13 weitere Tierarten zu programmieren. Im
Gegensatz zu den beiden anderen
Hamatologiesystemen hat der pocH-100iV Diff
geringe Abmessungen und ein kompaktes
Reagenzsystem, somit ist er mobil einsetzbar und

passt in jedes Labor.

Technologie:
Mittels Impedanzmethode mit hydrodynamischer Fokussierung werden RBC, HKT
und PLT bestimmt. WBC und HGB werden durch Kombination aus

Impedanzmethode und cyanidfreier Photometrie gemessen.

Parameter:

Hund, Katze, anwenderdefinierbare Tierarten:

WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT, LYM%,
OTHR%, EO%, LYM#, OTHR#, EO#, RDW-SD, RDW-CV,
PDW*, MPV*, P-LCR* (*exkl. Katze)
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Rind:
WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC,PLT, LYM%, OTHR%, EO%, LYM#,
OTHR#, EO#, RDW-SD, RDW-CV, PDW, MPV, P-LCR

Volumen:

ca. 15 yl Ansaugvolumen

Durchsatz:
ca. 148 Sekunden/Probe

Datenspeicher:

20 Proben inklusive Histogrammen

Abmessungen/Gewicht (B x H x T / kg):
185 x 350 x 460 / 14

Flags:
Warnmeldungen (Flags) sind sogenannte Verdachts- oder Abnormalmeldungen — sie

markieren eine Probe

Flag Erklarung

WL Fehler am unteren Diskriminator fur WBC
wu Fehler am oberen Diskriminator fur WBC
T Taldiskriminator T1 nicht bestimmbar

T2 Taldiskriminator T2 nicht bestimmbar

F1 kleine Zellen sind ungenau

F2 mittlere Zellen sind ungenau

F3 grolde Zellen sind ungenau

RL Fehler am unteren Diskriminator fur RBC
RU Fehler am oberen Diskriminator fiur RBC
DW Verteilungsbreite (20%) kann nicht berechnet werden

MP Multiple Peaks vorhanden
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PL Fehler am unteren Diskriminator fur PLT

PU Fehler am oberen Diskriminator fiir PLT

Beispiele der zusatzlich angegebenen Parametermarkierungen:

! Wert ist ausserhalb der Linearitatsgrenzen

+ Ergebnis ausserhalb des oberen Referenzbereiches
- Ergebnis ausserhalb des unteren Referenzbereiches

* Ergebnis ist unzuverlassig
"+ 4 Wert Uberschreitet den Anzeigebereich
ek we Wert konnte aufgrund eines Analysenfehlers nicht berechnet werden

Mo Wert konnte aufgrund eines Datenfehlers nicht berechnet werden

Mit dem pocH-100iV Diff wird jede Blutprobe entsprechend dem Versuchsprotokoll
analysiert. Das Ergebnis wird gespeichert und ausgedruckt. Einmal taglich wird mit
entsprechendem Kontrollblut die Qualitatskontrolle durchgefuhrt. Die Kalibrierung

wird vom Hersteller vorgenommen.



32

5.3.5.2 Sysmex XT-2000iV

Der Sysmex  XT-2000iV ist ein
vollautomatisches Hamatologiesystem der
Firma Sysmex Europe GmbH, welches zur
Blutzellzahlung- und differenzierung die
Impedanzmethode sowie die Fluores-
zenzdurchflusszytometrie  nutzt.  Mittels
Durchflusszytometrie/  Hydrodynamischer
Fokussierung konnen Zellgrole und das

Kern-Plasmaverhaltnis bestimmt werden.

Eine weitere Methode zur Zelldifferenzierung ist die Bestimmung der Zellaktivitat

anhand des DNA- bzw. RNA- Gehaltes der Zellen, indem diese Strukturen mit einem

Fluoreszenzfarbstoff angefarbt werden. Es wird ein 5 Zell-Differentialblutbild erstellt,

inklusive  Retikulozyten-Zahlung und

Thrombozytenbestimmung.

-differenzierung, sowie zweifacher

Neben den acht bereits vordefinierten Tierarten (Hund, Katze, Pferd, Maus,

Kaninchen, Ratte, Meerschweinchen, Affe) sind beliebig viele weitere Spezies

programmierbar.

Parameter fur jede Tierart:

WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT, RDW-CV, RDW-SD, MPV, PDW,
P-LCR, PCT, NEUT%, LYMPH%, MONQO%, EO%, BASO%, NEUT#, LYMPH#,
MONO#, EO#, BASO#, RET%, RET#, LFR, MFR, HFR, IRF, PLT-O

Durchsatz im Modus CBC + DIFF + RET:
80 Proben/h

Volumen im Modus manuell offen:

85ul Ansaugvolumen
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Flags:
Warnmeldungen (Flags) sind sogenannte Verdachts- oder Abnormalmeldungen — sie
markieren eine Probe POSITIV:

POSITIV
DIFF Hinweis auf Abweichungen in der Zelldifferenzierung
MORPH Hinweis auf morphologisch abnormale Zellen

COUNT Hinweis auf Abweichung in der Zellzahlung

FEHLER

FUNC Hinweis auf Analysenfehler

RESULT Hinweis auf Analysenfehler im Zusammenhang mit der
Probenansaugung, wie z.B. ,Sample Not Asp Error®, ,Low Blood Volume*“ and ,Low

Count Error”

Beispiele der zusatzlich angegebenen Parametermarkierungen:
+,- Daten ausserhalb der Referenzintervalle

@ Daten ausserhalb des Linearitatsbereiches

Daten sind anzuzweifeln

--- keine Analyse

Am Sysmex XT-2000iV wird die Einstellung Hund und Testanforderung
CBC/DIFF/RET (kleines Blutbild, Differentialblutbild, Retikulozyten) gewahlt. Jede
Blutprobe wird entsprechend dem Versuchsprotokoll analysiert, das Ergebnis
gespeichert und ausgedruckt. Vor Beginn der Analysen werden entsprechend den
Herstellerangaben die Qualitatskontrollen durchgefuhrt. Kalibrierung des Gerates

erfolgt durch Mitarbeiter der Firma Sysmex.
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5.3.5.3 ADVIA®2120

In der Studie wird der ADVIA® 2120 als
Referenzgerat genutzt. Es handelt sich um
die 2. Generation des ADVIA™120 von der
Firma Siemens Healthcare Diagnostics.
Wie sein Vorganger ist es ein
vollautomatisches Hamatologiesystem,
welches in vielen Einsendelaboren oder

Universitatstierkliniken eingesetzt wird.

Zur Blutzelldifferenzierung nutzt das Gerat
unterschiedliche Messtechniken, die auf

dem optoelektronischen Messprinzip beruhen. Erythrozyten, Thrombozyten und
Retikulozyten  werden mit Hilfe  von Doppel-Laser-Streulicht, das
Leukozytenvolumen mit der Halogen-streulichtmessung und die Leukozyten-
differenzierung und die Retikulozyten mit Hilfe der Absorptionsmessung analysiert.

Eine Multispeziessoftware beinhaltet 21 unterschiedliche Tierarten.

Parameter:

WBC, RBC, HB, HKT, MCV, MCH, MCHC, CHCM, EVB, HVB, CH, CHVB, PLT,
LEUP

(absolut und %) NEUT, LYMPH, MONO, EOS, BASO, LUC (Large unstained cells),
RETI (absolute und %), MCVr, CHCMr, CHr

Durchsatz im Modus:
120 (KI. BB / DIFF ) bzw. 74 (KI. BB / DIFF / RETI) Proben / Stunde

Ansaugvolumen manuell offenes Réhrchen:
175 pL
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Am ADVIA®2120 wird die Einstellung Hund und die Testanforderung

KI. BB/DIFF/RETI (kleines Blutbild, Differentialblutbild, Retikulozyten) gewahlt.

Jede Blutprobe wird einmal analysiert, das Ergebnis gespeichert und ausgedruckt.
Taglich vor Beginn des Messeinsatzes wird eine Qualitatskontrolle mit humanen
Kontrollbluten der Firma Siemens durchgeflhrt. Die Kalibration des ADVIA®2120 wird
entsprechend den Herstellerangaben von Mitarbeitern der Firma Siemens
durchgefuhrt.

5.4 Versuchsprotokoll

Im Folgenden werden die zur Evaluation von Hamatologiesystemen erforderlichen
Versuche dargestellt. Die Messungen werden am Sysmex XT-2000iV und pocH-
100iV Diff durchgeflhrt.

5.4.1 Prézision

Die Prazision der Messungen beider Hamatologiesysteme wird durch folgende

Messmethode Uberprift:

5.4.1.1 Prazision innerhalb der Serie

Hierzu wird je eine Blutprobe 25x an den Hamatologiesystemen SysmexXT-2000iV
und pocH-100iV  Diff gemessen. Die Ergebnisse flir Blutzellzdhlung,
Retikulozytenzahlung (nur am Sysmex XT-2000iV) und Blutzelldifferenzierung

uberprifen die Prazision innerhalb der Serie.



36

5.4.2 Linearitdt und Carry over

Linearitat und Carry over werden aus derselben Hundeblutprobe fur die Parameter
WBC, RBC und HGB bestimmt. 80ml KsEDTA antikoaguliertes Vollblut wird bei
Zimmertemperatur mit 830 Umdrehungen/Minute flir 15 Minuten zentrifugiert. Im
Anschluld wird das WBC- reiche Blutplasma abpippetiert. Nun wird die Probe erneut
bei 830 Umdrehungen/Minute fir 10 Minuten zentrifugiert. Der nun entstehende
Uberstand bildet den 0%-Pool (zellarmes-freies Blutplasma). Aus dem Sediment
(100%-Pool) werden durch Resuspension die unterschiedlichen Verdlinnungsstufen
hergestellt (0%, 25%, 50%, 75%, 100%).

Linearitat und Verschleppung werden in einem Arbeitsgang ermittelt. Es erfolgt
zunachst die Bestimmung der Linearitat durch direkt aufeinander folgende
Doppelmessung der einzelnen Verdunnungsstufen aufsteigend. Direkt im Anschluss
erfolgt die Untersuchung des ,carry over® (Anteil der Verschleppung einzelner
Probenbestandteile): 7-mal jeweils einer 100%-Pool-Messung und zwei 0%-Pool-

Messungen.

Die Anreicherung der Erythrozyten (RBC) erfolgt auf ahnliche Weise wie fur die
Leukozyten (WBC). Vier 10ml K3sEDTA antikoagulierte Blutprobenrohrchen werden
bei 4°C fur 25 Minuten bei 2300 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Im Anschluss
wird das plattchenfreie Plasma abpippetiert (0%-Pool). Durch Vermischen eines
Anteils des Sediments mit dem 0%-Pool werden die Verdinnungsstufen (0%, 25%,
50%, 75%, 100%) hergestellt und im Anschluss eine Doppelmessung der einzelnen

Verdunnungsstufen an den einzelnen Geraten durchgefluhrt.
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5.4.3 Antikoagulanzienvergleich

Ziel dieser Untersuchung ist der Einfluss von unterschiedlich verwendeten
Antikoagulanzien auf die Messergebnisse beim Sysmex XT-2000iV und pocH-100iV
Diff. Von 10 Hunden wird das Blut mittels KsEDTA-, Na-Citrat- und Li-Heparin-
Roéhrchen aufgefangen. Im Anschluss erfolgt eine Dreifachmessung jeder Probe,
wobei die Proben eines Patienten direkt hintereinander gemessen werden. Die

Ergebnisse werden gespeichert und ausgedruckt.

5.4.4 Blutalterung und Lagerungstemperatur

Diese Verlaufsuntersuchung dient zur Stabilitatsiberprifung der Blutzellzahlung,
-differenzierung und Retikulozytenzahlung (nur am Sysmex XT-2000iV) bei 4°C
(Kuhlschranktemperatur) und 22°C (Raumtemperatur). Das Blut von 10 Hunden wird
in zwei KsEDTA-Rohrchen (jeweils 8ml) aufgefangen und im Anschluss untersucht
und entsprechend gelagert. Die Messungen erfolgen Uber einen Zeitraum von 72
Stunden (Zeitpunkt der Messungen: 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden).

5.5 Statistik

Die Messergebnisse werden mit dem Statistikprogramm Microsoft Excel mit Analyse-

it® Version 2.2 und GraphPadPrism Version 4.0 ausgewertet.

5.5.1 Korrelations- und Regressionsanalyse

Bei der Auswertung des Methodenvergleichs werden fur alle Parameter der
Blutzellzahlung und —differenzierung beider Hamatologiesysteme Lineare
Regression, Spearman Korrelation (bei normal verteilten Daten) und Passing-Bablok
Regression ( bei nicht normal verteilten Daten) berechnet, sowie eine Bland-Altman-

Analyse durchgefuhrt. Der Korrelationskoeffizient (r) und die Standardabweichung
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der Linearen Regression, der Y-Intercept und Slope mit 95% Konfidenzintervall wird
von Passing-Bablok Regression errechnet und der Bias mit 95% Limits of agreement
ermittelt. Die Darstellung erfolgt mit Hilfe zweier Graphiken:

- Korrelationsdiagramm  mit  Hauptkompenentengerade, @ Angabe von
Regressionsgleichung und Korrelationskoeffizienten (R). Entspricht R = 1
besteht eine vollkommende Ubereinstimmung der Messwertpaare.

- Bland / Altmandiagramm als Punktwolkendiagramm. Es werden die
Differenzen der beiden Messmethoden gegen den Mittelwert der beiden
Methoden aufgetragen. Es erfolgt zusatzlich die Darstellung der horizontalen
Geraden fiir die Grenzen der Ubereinstimmung — (,Limits of agreement®) —
entsprechen dem  Mittelwert der Differenzen + 1,96 facher
Standardabweichung, die 95% aller Paardifferenzen einschlie3t. Der Bias gibt
den Wert an, in dem sich zwei Gerate oder Messmethoden durchschnittlich
unterscheiden. Dies ermdglicht dem Beobachter festzustellen, um wieviel z.B
der pocH-100iV Diff im Durchschnitt hoher oder niedriger misst als die

Referenzmethode und in welchem absoluten Wertebereich dies der Fall ist.

5.5.2 Varianzanalyse

Die Uberprifung der Prazision des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV fir die
Ergebnisse der Wiederholungsmessungen innerhalb der Serie erfolgt mittels
einfaktorieller Varianzanalyse. Die Ermittlung des Einflusses der einzelnen
Antikoagulanzien erfolgt mittels einfaktorieller Varianzanalyse und einem paarweisen
Vergleich anhand des t-Tests fur verbundene Stichproben unter Anwendung des
vergleichsbezogenen Signifikanzniveaus (Bonferroni-Adjustierung). Eine
zweifaktorielle Varianzanalyse wird zur Bewertung der Verlaufsuntersuchung

hinsichtlich Lagerungstemperatur und Blutalterung durchgefihrt.
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5.5.3 Signifikanz
Die Angabe der Signifikanz p erfolgt nach folgender Definition:

p < 0,001 hoch signifikant

p < 0,01 signifikant

p <0,05 schwach signifikant
p > 0,05 nicht signifikant, n.s.

5.5.4 ROC-Kurven-Analyse

Zur Uberpriifung der Richtigkeit des pocH-100iV Diff eine Eosinophilie richtig zu
erkennen, wird eine ROC-Kurven-Analyse (Receiver Operating Characteristic-
Kurven-Analyse) durchgefihrt. Ausgangspunkt zur Erklarung der ROC-Kurven-
Analyse sind die Begriffe Sensitivitat, Spezifitat und Cut-Off-Wert.

Sensitivitat: Die Fahigkeit eines Prufverfahrens, bei einer vorher bestimmten
Grenzsetzung (Cut-Off-Wert) ein vorhandenes Faktum zu erkennen (also richtig-
positiv bezogen auf die ausschlagebende ZielgroRe).

Spezifit4dt: Die Fahigkeit eines diagnostischen Verfahrens, Nicht-Kranke
(Gesunde) zu erkennen: Eine richtige negative Prognose zu stellen (FASSL, 1999).
In der ROC-Kurve sind die Wertepaare von Spezifitdt und Sensitivitat eines
diagnostischen Tests fur alle mdglichen Cut-Off-Punkte innerhalb des Messbereiches
aufgetragen. Der diagnostische Test weist eine Trennscharfe auf, d.h. der pocH-
100iV Diff kann eine Eosinophilie richtig erkennen, wenn sich die Kurve signifikant
von der Diagonalen unterscheidet. Ein Gerat ohne jegliche Trennscharfe wirde eine
Diagonale zeigen. Die Trennscharfe ist umso exakter, je weiter sich die ROC-Kurve
in die linke obere Ecke bewegt (hohe Sensitivitat und Spezifitat).

Die AUC (area under the curve) ist ein zusammenfassendes Mal} fur die Gite des
Gerates und kann Werte zwischen 0,5 und 1 betragen, wobei ein hdherer Wert die
bessere Glte anzeigt (HANLEY JA, MCNEIL BJ. 1982).
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6 ERGEBNISSE

6.1 Prazision

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Prazisionsstudie innerhalb der
Serie dargestellt. Mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse wird bei den
normalverteilten Variablen der arithmetische Mittelwert x, die Standardabweichung S

und der Variationskoeffizient CV (%) berechnet.

6.1.1 Préazision innerhalb der Serie, pocH-100iV Diff und XT-2000iV

Die statistische Auswertung der Parameter fur beide Gerate der Blutzellzahlung, die
Retikulozytenzahlung und die Blutzelldifferenzierung werden im Folgenden getrennt
behandelt.



41

6.1.1.1 Blutzellzahlung

In den Tabellen 1 und 2 sind die Ergebnisse ausgewahlter Parameter der
Blutzellzahlung des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV aufgelistet.

Tabelle 1: Prazision des pocH-100iV Diff innerhalb der Serie fur die Parameter der
Blutzellzahlung bei der Tierart Hund, n=1, 25 fach- Messung, Mittelwert =+
Standardabweichung (x £ S), Variationskoeffizient (CV) in %.

Parameter Einheit Mittelwert + Variationskoeffizient
pocH-100iV Standardabweichung CV (%)
Diff Xxt$S

WBC 10%L 12,7+ 0,16 1,2
RBC 10"/L 7,1+0,06 0,9
HGB mmol/L 17,2+ 0,19 1,1
HKT L/L 0,49 + 0,01 1,1
MCV FI 68,5 + 0,31 0,4
MCH fmol 2,4 £0,04 1,0
MCHC mmol/L 35,2+0,35 1,0
PLT 10%/L 122,6 + 6,02 4,9

Tabelle 2: Prazision des XT-2000iV innerhalb der Serie flir die Parameter der Blutzellzédhlung
bei der Tierart Hund, n=1, 25 fach- Messung, Mittelwert + Standardabweichung (x = S),
Variationskoeffizient (CV) in %.

Parameter Einheit Mittelwert + Variationskoeffizient
XT-2000iV Standardabweichung CV (%)
xtS

WBC 10°/L 12,3+0,15 1,2
RBC 10"/L 7,4 £0,03 0,4
HGB mmo/L 17,3+ 0,11 0,6
HKT L/L 0,51 + 0,002 0,5
MCV FI 68,8 + 0,22 0,3
MCH Fmol 2,3+0,02 0,7
MCHC mmol/L 34,1 0,27 0,8
PLT 10°/L 120,8 + 6,55 5,4
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Wie aus den Tabellen hervorgeht, zeichnen sich bei beiden Hamatologiesystemen

fur die Parameter der Blutzahlung mit Variationskoeffizienten zwischen 0,4 und 1,2

bzw. 0,3 und 1,2 sehr gute Ergebnisse ab. Fur die Thrombozytenzahlung liegen die

Variationskoeffizienten bei 4,9 bzw. 5,4 und sind ebenfalls als sehr gut zu bewerten.

6.1.1.2 Blutzelldifferenzierung

Die Prazisionen innerhalb der Serie fiir die absoluten und relativen Parameter der

Blutzelldifferenzierung der beiden Hamatologiesysteme sind den folgenden Tabellen

3 und 4 zu entnehmen.

Tabelle 3: Prazision des pocH-100iV Diff innerhalb der Serie fir die Parameter der
Blutzelldifferenzierung bei der Tierart Hund, n=1, 25 fach- Messung, Mittelwert =
(x £ S), Variationskoeffizient (CV) in %.

Standardabweichun

Parameter Einheit Mittelwert + Variationskoeffizient
pocH-100iV Standardabweichung CV (%)
Diff xS

Lymphozyten % 26,1 £ 0,56 2,2
OTHER

(Monozyten, % 68,2 £ 0,83 1,2
Neutrophile G.)

Eosinophile G. % 5,7+0,62 10,7
Lymphozyten 10%/L 3,3+0,10 2,9
OTHER 10°/L

(Monozyten, 8,7+0,16 1,8
Neutrophile G.)

Eosinophile G. 10%/L 0,7 £0,09 12,2




43

Tabelle 4: Prazision des XT-2000iV innerhalb der Serie fur die Parameter der Blutzellzahlung
bei der Tierart Hund, n=1, 25 fach- Messung, Mittelwert + Standardabweichung (x = S),

Variationskoeffizient (CV) in %.

Parameter Einheit Mittelwert + Variationskoeffizient
XT-2000iV Standardabweichung CV (%)
xt$S

Neutrophile G. % 55,2+ 0,65 1,2
Lymphozyten % 28,3+ 0,54 1,9
Monozyten % 7,4 +£0,39 5,2
Eosinophile G. % 9,0+0,30 3,4
Neutrophile G. 10%/L 6,8 £ 0,10 1,4
Lymphozyten 10°/L 3,5+0,89 2,6
Monozyten 10%/L 0,9 + 0,04 4,8
Eosinophile G. 10°/L 1,1 + 0,04 3,9

Die Prazisionen flr die absoluten Zellzahlen und prozentualen Angaben verhalten

sich an beiden Hamatologiesystemen kongruent. Fir den pocH-100iV Diff ist die

Prazision der Eosinophilen Granulozyten (CV = 12,2%) nur maRig, wahrenddessen

die Prazision der Lymphozyten mit einem Variationskoeffizienten mit 2,9% als sehr

gut zu bezeichnen ist.

Der XT-2000iV zeigt fur sein gesamtes Differentialblutbild gute bis sehr gute
Prazisionsergebnisse (CV = 1,4% bis CV = 4,8%).
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6.1.1.3 Retikulozytenzdhlung

Fir die Retikulozytenzahlung haben sich folgende Prazisionen am XT-2000iV, der

pocH-100iV Diff unterstutzt diese Funktion nicht, ergeben:

Tabelle 5: Prazision des XT-2000iV innerhalb der Serie fur die Parameter der
Retikulozytenzahlung bei der Tierart Hund, n=1, 25 fach- Messung, Mittelwert =+
Standardabweichung (x £ S), Variationskoeffizient (CV) in %.

Parameter Einheit Mittelwert + Variationskoeffizient
XT-2000iV Standardabweichung CV (%)

xtS
Retikulozyten % 10,6 £ 0,81 7,7
Retikulozyten 10°/L 7,8 £ 0,60 7,8

Die Variationskoeffizienten fur die relative (CV = 7,7%) und absolute (CV = 7,8%)

Retikulozytenzahl sind als sehr gut zu bewerten (siehe Kapitel 7.1.1.3).

6.2 Methodenvergleich

Um die Richtigkeit der Messergebnisse des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV zu
uberprufen, werden diese mit den Messergebnissen der Referenzgerate verglichen.
Zuerst werden die Parameter der Blutzellzdhlung abgehandelt und im Anschluss
folgen die Parameter der Blutzelldifferenzierung. Damit eine Ubersichtlichkeit
gewahrt werden kann, werden hauptsachlich ausgesuchte Diagramme von beiden zu
evaluierenden Geraten dargestellt (die beigefugte CD enthalt alle Graphiken der

Regression- und Bland-Altman-Analyse).

In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse der Linearen Regression, Passing-
Pablock Regression und der Bland-Altmann-Analyse fur die Parameter der

Blutzellzahlung und der Blutzelldifferenzierung zusammengefasst.
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6.2.1 Richtigkeit der Blutzellzdhlung

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse des Methodenvergleichs flr die Parameter
WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC und RET dargestellt. Verglichen wurde
der pocH-100iV Diff und der XT-2000iV mit dem ADVIA2120 und der
Hamatokritzentrifuge als Referenzgerate. Die Prifung der Richtigkeit der Ergebnisse
der Retikulozytenzahlung erfolgte mittels der Supravitalfarbung mit Brillantkresylblau
(1000 gezahlte Zellen). In der Tabelle 6 sind die Ergebnisse des Vergleichs der
Messmethoden fur den pocH-100iV Diff und in der Tabelle 7 die Ergebnisse des
Vergleichs der Messmethoden fur den XT-2000iV ersichtlich.

Tabelle 6: Korrelation der Parameter der Blutzellzahlung flr pocH-100iV Diff mit denen des
ADVIA2120; r = Korrelationskoeffizient; slope = Steigung der Regressionsgleichung; Y-
intercept = Nulldurchgang der Regressionsgleichung; Bias = Systematischer Fehler; 95% CI
= 95% Vertrauensintervall; n = Anzahl der Proben

Spezies Hund; n =150

Parameter R Slope | Y-intercept Bias 95% Limits
pocH-100iV of agreement
Diff

WBC (10°/L) 0,99 | 1,04 -0,04 0,56 -1,54 - 2,67
RBC (10™/L) [0,98 [1,02 [-0,11 0,04 -0,47 - 0,54
HGB (mg/dL) | 0,75 |0,78 0,45 -1,13 -4,8— 2,54
HCT (L/L) 0,98 |0,93 0,00 -0,03 -0,06 — 0,01
MCH (pg) * 0,63 |0,86 0,17 -0,02 -0,27 - 0,24
MCHC (g/dL)* | 0,33 | 0,65 7,60 -0,03 -3,98 — 3,91
MCV (fL) 0,89 |0,97 0,96 -0,55 -4,43 - 3,33
PLT (10°/L) 0,93 |0,97 -24,58 -36,51 -138,29 - 65,28

*Vergleich mit Ergebnissen des ADVIA120, aufgrund unterschiedlicher HGB-Bestimmung siehe Kapitel 7.1.2.1
Wie aus der Tabelle 6 ersichtlich ist, werden fir die Parameter WBC, RBC und HCT

fur den pocH-100iV Diff sehr gute Korrelationen (r = 0,98, Bias = -0,03 bis 0,56)
festgestellt. Gute bis maRige Korrelationen finden sich fur die Parameter PLT (r =
0,93; Bias = -36,51) und MCV (r = 0,89; Bias = -0,55). Fur den Parameter MCHC

ergibt sich eine sehr schlechte Ubereinstimmung.
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Abbildung 18 zeigt ein Beispiel einer sehr guten Ubereinstimmung der mit beiden
Methoden erzielten Ergebnisse, die Daten des pocH-100iV Diff fir den Parameter
WBC im Vergleich zu den Werten des ADVIA2120.
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Abbildung 18: Korrelations- und Blant / Altmandiagramm flur den Vergleich pocH-100iV Diff /
ADVIA2120 fir die Leukozytenzahlung WBC, Tierart: Hund, n= 150

Das Bland / Altmandiagramm der Abbildung 18 verdeutlicht den Vergleich der beiden
Messmethoden in einem Punktdiagramm. Es sind die Differenzen der beiden
Messmethoden gegen den Mittelwert der beiden Messmethoden aufgetragen.
Zusétzlich sind die Grenzen der Ubereinstimmung - (Limits of agreement; hellblaue
Linien) — entsprechen dem Mittelwert der Differenz + 1,96 facher
Standardabweichung, die 95% aller Paardifferenzen einschliel3t — dargestellt.

Wie in dieser Abbildung ersichtlich ist, liegen die Messergebnisse beinahe alle in
dem Bereich der klinisch irrelevanten Abweichung (Limits of agreement), somit erzielt
der pocH-100iV Diff ein sehr gutes Ergebnis fur den Parameter der

Leukozytenzahlung.

Die folgende Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse der Blutzellzahlung des Vergleichs XT-
2000iV mit dem ADVIA2120.
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Tabelle 7: Korrelation der Parameter der Blutzellzahlung fir XT-2000iV mit denen des
ADVIA2120; r = Korrelationskoeffizient; slope = Steigung der Regressionsgleichung; Y-
intercept = Nulldurchgang der Regressionsgleichung; Bias = Systematischer Fehler; 95% CI
= 95% Vertrauensintervall; n = Anzahl der Proben

Spezies Hund; n = 314

Parameter r Slope Y- Bias 95% Limits
XT-2000iV intercept of agreement
WBC (10°/L) 1,00 | 1,01 -0,17 0,01 -1,30-1,33
RBC (10™/L) | 0,98 [1,10 -0,38 0,22 -0,34 - 0,78
HGB (mg/dL) 0,82 | 1,20 -0,02 1,06 -2,01 -4,12
HCT (L/L) 0,98 | 1,03 0,00 0,01 -0,03 - 0,05
MCH (pg)* 0,73 10,92 0,09 -0,03 -0,21-0,16
MCHC (g/dL)* | 0,48 | 0,96 -0,25 -1,04 -4,01 - 1,93
MCV (fL) 0,91 | 1,22 -13,01 2,04 -2,61-6,70
PLT (10°/L) 0,98 |0,83 -3,80 -56,60 -136,40 — 23,28

*Vergleich mit Ergebnissen des ADVIA120, aufgrund unterschiedlicher HGB-Bestimmung siehe Kapitel 7.1.2.1

Wie aus der Tabelle 7 ersichtlich ist, werden fur die Parameter WBC, RBC, HCT und
PLT des XT-2000iV sehr gute Korrelationen (r = 0,98, Bias = -56,56 bis 0,22)
festgestellt. Gute Korrelationen finden sich fur die Parameter HGB (r = 0,82; Bias =
1,06) und MCV (r = 0,91; Bias = 2,04). Fur die Parameter MCH und MCHC ergeben

sich maRige Ubereinstimmungen (siehe Kapitel 7.1.2.1).

Abbildung 19 zeigt ein Beispiel einer sehr guten Ubereinstimmung der mit beiden
Methoden erzielten Ergebnisse, die Daten des XT-2000iV fur den Parameter HCT im
Vergleich zu den Werten der Hamatokritzentrifuge (PCV).
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Abbildung 19: Korrelations- und Bland / Altmandiagramm fiir den Vergleich XT-2000iV /
Hamatokritzentrifuge flr den Parameter PCV, Tierart: Hund, n=314.

In der Abbildung 19 ist im Korrelationsdiagramm der sehr gute Zusammenhang der
beiden Messmethoden anhand der Lage der Hauptkomponentengeraden unter
Angabe der Regressionsgleichung und des Korrelationskoeffizienten (R) ersichtlich.
Bei einer vollkommenen Ubereinstimmung der Messwertpaare entspricht R= 1. Die
Gleichung der Regressionsgeraden lautet y = m x + b, wobei m dem linearen

Regressionskoeffizienten entspricht und b den Y-Achsenabschnitt bezeichnet.

6.2.2 Richtigkeit der Blutzelldifferenzierung

Bei der Blutzelldifferenzierung wurde als Referenzmethode die Panoptische Farbung
nach Pappenheim eingesetzt. Von jedem Ausstrich wurden 200 Zellen manuell
differenziert und den Ergebnissen des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV
gegenubergestellt. Verglichen wurden die prozentualen Anteile der neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und Monozyten mit der
Gesamt-Leukozytenzahl. Der pocH-100iV Diff erstellt ein 3-Zell-Differenzialblutbild,
somit wurden die prozentualen Anteile der Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten
und des Parameter ,OTHR® (enthalt neutrophile Granuloyzten, Monozyten, eventuell
vorhandene basophile Granuloyzten) mit der Gesamt-Leukozytenzahl verglichen. Die
Ergebnisse werden in den folgenden Tabellen 8+9, zunachst fur den pocH-100iV Diff
und im Anschluss fur den XT-2000iV, dargestellit.
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Tabelle 8: Vergleich der Ergebnisse des pocH-100iV Diff mit der manuellen Methode fur die
Blutzelldifferenzierung; r =  Korrelationskoeffizient; slope =  Steigung der
Regressionsgleichung; Y-intercept = Nulldurchgang der Regressionsgleichung; Bias =
Systematischer Fehler; 95% CI = 95% Vertrauensintervall; n = Anzahl der Proben

Spezies Hund; n =107

Parameter r | slope Y-intercept Bias 95% Limits

pocH-100iV of agreement
Diff

OTHR (%) 0,79 | 0,87 12,18 2,02 -13,43-17,47
Lymphozyten 0,85 | 0,85 2,46 0,44 -11,86-12,73
(%)

Eosinophile 0,22 | 0,97 3,33 3,48 -5,86-12,83

Granlulozyten

(%)

Wie aus der Tabelle 8 entnommen werden kann, wurde fur den Parameter OHTR,
der hauptsachlich die neutrophilen Granulozyten (+ Monozyten) reprasentieren soll
und die Lymphozyten eine nur malige Korrelation (r < 0,85; Bias: 0,44-2,02)
festgestellt. Auffallig ist die fehlende Ubereinstimmung der Resultate bei der

Eosinophilendifferenzierung mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,22.

Die folgende Abbildung 20 zeigt die schlechte Ubereinstimmung der Messergebnisse

fur die eosinophilen Granulozyten.
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Abbildung 20: Korrelations- und Bland / Altmandiagramm flir den Vergleich pocH-100iV Diff /
manuelle Differenzierung fir die eosinophilen Granulozyten, Tierart: Hund, n=108.

Zusammengefasst erreicht der pocH-100iV Diff nur ein ausreichendes Ergebnis
hinsichtlich der Blutzelldifferenzierung. Im Vergleich zur Blutzellzahlung sind nur 108
Blutproben von urspringlich 122 Proben des pocH-100iV Diff in die Statistik
eingeflossen, da der pocH-100iV Diff 14x kein Differenzialblutbild erstellt hat.

Im Anschluss werden die Ergebnisse des XT-2000iV zur Richtigkeit der
Blutzelldifferenzierung in Tabelle 9 prasentiert.
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Tabelle 9: Vergleich der Ergebnisse des XT-2000iV mit der manuellen Methode flr die
Blutzelldifferenzierung; r =  Korrelationskoeffizient; slope =  Steigung der
Regressionsgleichung; Y-intercept = Nulldurchgang der Regressionsgleichung; Bias =
Systematischer Fehler; 95% Limits of agreement; n = Anzahl der Proben

Spezies Hund; n = 233

Parameter r slope Y-intercept Bias 95% Limits
XT-2000iV of agreement
Neutrophile 0,93 1,00 -6,07 -6,00 -15,65 - 3,65
Granulozyten
(%)

n =235
Lymphozyten 0,89 0,94 3,04 1,91 -8,24 -12,06
(%)

n =235
Monozyten (%) 0,40 1,55 2,95 5,37 -4,11 -14,85
Eosinophile 0,73 0,90 0,15 0,15 -5,85-6,15
Granulozyten
(%)

Wie aus der Tabelle 9 hervorgeht, erzielt der XT-2000iV im Methodenvergleich der
Blutzelldifferenzierung gute bis sehr gute Korrelationen fur Lymphozyten und
neutrophile Granulozyten (r = 0,89, Bias: -6,00 — 1,91). Eine maRige
Ubereinstimmung der Methodenergebnisse lasst sich fiir die eosinophilen

Granulozyten und die Monozyten feststellen.

Die folgenden Abbildungen zeigen die maRige bzw. die sehr gute Ubereinstimmung
der Messergebnisse fur die eosinophilen Granulozyten und der neutrophilen

Granulozyten.
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Abbildung 21: Korrelations- und Bland / Altmandiagramm fiir den Vergleich XT-2000iV /
manuelle Differenzierung fir die eosinophilen Granulozyten, Tierart: Hund, n=284.
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Abbildung 22: Korrelations- und Bland / Altmandiagramm fiir den Vergleich XT-2000iV /
manuelle Differenzierung fir die Neutrophilen Granulozyten, Tierart: Hund, n=233.

Auch der XT-2000iV hat mehrfach kein Differenzialblutbild erstellt, so daf® die Anzahl

der in die Statistik eingegangenen Proben von 284 auf 233 reduziert wurde. Auf die

Problematik der

Korrelationsanalyse bei

Differenzierung von

Lymphozyten,

Monozyten und neutrophilen Granuloyzten am XT-2000iV wird zu einem spateren

Zeitpunkt eingegangen (siehe Kapitel 7.1.2.2).
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6.2.3 Richtigkeit der Retikulozytenzéahlung

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs flr die automatische Retikulozytenzahlung
des XT-2000iV mit der manuellen Retikulozytenzahlung sind der folgenden Tabelle

10 zu entnehmen. Der pocH-100iV Diff unterstitzt die Retikulozytenzahlung nicht.

Tabelle 10: Vergleich der Ergebnisse des Parameters der Retikulozytenzahlung fir XT-
2000iV mit der Supravitalfarbung; r = Korrelationskoeffizient; slope = Steigung der
Regressionsgleichung; Y-intercept = Nulldurchgang der Regressionsgleichung; Bias =
Systematischer Fehler; 95% Limits of agreement; n = Anzahl der Proben

Spezies Hund; n = 277

Parameter r slope Y-intercept Bias 95% Limits

XT-2000iV of agreement
RET (%) 0,86 | 1,31 0,31 0,74 -2,67 - 4,14
RET (10™/L) 0,85 | 1,54 0,02 0,17 -1,34 - 1,68

Wie die Tabelle 10 zeigt, kann eine gute Korrelation zwischen der manuellen und der

automatisierten Messmethodik festgestellt werden (r = 0,86, Bias = 0,74).

6.3 Linearitdt und Carry over

In den beiden nachsten Kapiteln werden die Ergebnisse der Linearitatsmessung und

des Carry overs von beiden zu evaluierenden Geraten dargestellt.
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6.3.1 Linearitét

Die folgenden Tabelle 11+12 zeigen die Ergebnisse der Linearitatsanalyse unter
Angabe des Korrelationskoeffizienten r , slope (Steigung der Regressionsgleichung)

und dem Y-intercept (Nulldurchgang an der Y-Achse).

Tabelle 11: Ergebnisse der Linearitatsbestimmung des pocH-100iV Diff fir die Parameter
WBC, RBC und HGB bei der Tierart Hund; r = Korrelationskoeffizient, slope = Steigung, Y-
intercept = Y-Nulldurchgang

Parameter Einheit Korrelationskoeffizient slope Y-intercept
poch-100iV Diff r
WBC 10°/L 1 0,99 0,49
RBC 10°L 0,97 0,96 -0,68
HGB g/dL 0,98 0,75 -0,09

Tabelle 12: Ergebnisse der Linearitatsbestimmung des XT-2000iV fir die Parameter WBC,
RBC und HGB bei der Tierart Hund; r = Korrelationskoeffizient, slope = Steigung, Y-intercept
= Y-Nulldurchgang

Parameter Einheit Korrelationskoeffizient slope Y-intercept
XT-2000iV r
WBC 10°/L 0,99 1,00 0,03
RBC 10°/L 0,97 1,02 -0,78
HGB g/dL 0,98 0,77 -0,14

Die Linearitatsstudie der beiden Hamatologiesysteme erreicht hohe Korrelationen mit
Korrelationkoeffizienten bis 1 fir WBC (range 0-80x10°/uL), HGB (range 0-22g/dL)
und RBC (range 0-13x10°%/uL). Die Tabellen zeigen, dass die Hamatologiesysteme
pocH-100iV Diff und XT-2000iV im Bereich der getesteten Konzentrationen linear

messen.
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6.3.2 Carry over

Zur Uberprifung des Carry over erfolgt siebenmal in Folge nach einer doppelten
Messung des 0-Pools eine Messung des 100er-Pools. Die Berechnung der
Verschleppung wird durch Subtraktion der Mittelwerte der zweiten 0-Pool-Messung
von der ersten 0-Pool-Messung vorgenommen. Die Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse

fur den Parameter WBC von beiden zu evaluierenden Hamatologiesystemen.

Tabelle 13: Ergebnisse der Verschleppung (%) des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV flr
den Parameter WBC bei der Tierart Hund

Gerat Parameter (Einheit) Verschleppung %
pocH-100iV Diff WBC (10°/L) 0,00
XT-2000iV WBC (10°/L) 0,03

Wie aus der Tabelle hervorgeht, weist der pocH-100iV Diff fir den Parameter WBC
keine messbare Verschleppung auf. Das Carry over fur den Parameter WBC des XT-
2000iV liegt mit einem Wert von 0,03% deutlich unter dem geforderten Grenzbereich
von < 0,25%.

6.4 Antikoagulanzienvergleich

Der Einfluss der drei gebrauchlichsten Gerinnungshemmer Kz-EDTA, Li- Heparin und
Na- Citrat auf die Messergebnisse der Blutzellzahlung und -differenzierung wird fur
beide zu evaluierenden Gerate (XT-2000iV und pocH-100iV Diff) anhand von 10
Hundeblutproben Uberprift. Die Messergebnisse der Parameter WBC, RBC, HGB,
HCT, PLT und RET werden aufgrund des entstehenden Verdunnungseffektes (1:10)
bei den mit Na- Citrat antikoagulierten Proben mit dem Faktor 1,1 multipliziert. Zur
Ermittlung einer Signifikanz werden die Ergebnisse einer einfaktoriellen
Varianzanalyse unterzogen. Die Signifikanzen der Blutzellzahlung und der
Blutzelldifferenzierung fur die Hamatologiesysteme pocH-100iV Diff und Sysmex XT-
2000iV, sind in den folgenden Tabellen 14 und 15 dargestellt.
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Tabelle 14: Signifikanz der Antikoagulanzien K;-EDTA, Li- Heparin und Na- Citrat auf die
Messergebnisse der Blutzellzahlung des pocH-100iV Diff und Sysmex XT-2000iV, n=10

Parameter Einheit Signifikanz (p) Signifikanz (p)
pocH-100iV Diff XT-2000iV
WBC 10°/L n.s n.s
RBC 10"™/L n.s n.s
HGB mmol/L n.s n.s
PLT 10°/L 0,0022 n.s
MCV fl n.s 0,0004
MCH fmol < 0,0001 < 0,0001
MCHC mmol/L < 0,0001 < 0,0001
HCT L/L < 0,0001 < 0,0001
RET % -- n.s.

Wie aus der Tabelle 14 ersichtlich ist, werden fir die Parameter WBC, RBC, HGB
und MCV des pocH-100iV Diff und fur die Parameter WBC, RBC, HGB, PLT und

RET des XT2000iV keine signifikanten

Antikoagulanzien festgestellt.

Unterschiede zwischen den drei

Die folgende Tabelle enthalt die Signifikanzen der Blutzelldifferenzierung.

Tabelle 15: Signifikanz der Antikoagulanzien K;-EDTA, Li- Heparin und Na- Citrat auf die
Messergebnisse der Blutzelldifferenzierung des pocH-100iV Diff und Sysmex XT-2000iV,

nP:ﬂ(r)ameter Einheit Signifikanz (p) Signifikanz (p)
pocH-100iV Diff pocH-100iV Diff XT-2000iV
Lymphozyten % n.s. n.s.
OTHR % 0,033 --
Eosinophile
Granulozyten % <0,0108 n.s.
Neutrophile
Granulozyten % -- 0,034
Monozyten % -- n.s.
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Fir die Parameter der Blutzelldifferenzierung zeigt der XT-2000iV nur bei den
neutrophilen Granulozyten einen schwach signifikanten Unterschied zwischen den
drei Antikoagulanzien. Der pocH-100iV Diff zeigt schwach signifikante Unterschiede
zwischen den drei Antikoagulanzien fur die Parameter eosinophile Granulozyten und

OTHR (neutrophile Granulozyten und Monozyten).

Zur genaueren Differenzierung der Unterschiede wird paarweise eine
Gegenuberstellung der Antikoagulanzien durchgefuhrt. In die Betrachtung gingen nur
die Parameter ein, deren Abweichung in der einfaktoriellen Varianzanalyse als
signifikant bewertet wurden. Die statistische Auswertung wird mit Hilfe des t-Tests fur
verbundene  Stichproben unter Anwendung eines vergleichsbezogenen
Signifikanzniveaus nach der Bonferroni-Methode  durchgefihrt und der
Mittelwertunterschied sowie die prozentualen Abweichungen berechnet. Welche
Wirkung die einzelnen Antikoagulanzien auf diese Parameter hatten, ist in Tabelle 16
fur den pocH-100iV Diff und in Tabelle 17 fur den XT-2000iV anhand eines

Mittelwertvergleichs dargestellt.
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Tabelle 16:

Vergleichende Darstellung der Antikoagulanzien K;-EDTA, Li- Heparin und Na- Citrat unter
Angabe der Signifikanz nach Bonferroni-Methode, Mittelwertunterschied und prozentualer
Abweichung am pocH-100iV Diff, Tierart: Hund, n=10

Parameter Paarvergleich Mittelwert- Prozentuale Signifikanz p
pocH-100iV Diff Antikoagulanz | unterschied | Abweichung %
PLT EDTA / Heparin 116,8 44,96 <0,01
EDTA / Citrat 37,38 14,39 n.s.
Heparin / Citrat -79,42 55,54 <0,05
MCH EDTA / Heparin -0,10 0,43 n.s.
EDTA / Citrat -2,36 10,19 < 0,001
Heparin / Citrat -2,26 9,72 < 0,001
MCHC EDTA / Heparin -0,32 0,92 n.s.
EDTA/ Citrat -3,61 10,32 < 0,001
Heparin / Citrat -3,29 9,32 < 0,001
HCT EDTA / Heparin -0,29 0,63 n.s.
EDTA/ Citrat -6,14 13,26 < 0,001
Heparin / Citrat -5,85 12,56 < 0,001
Eosinophile G. EDTA / Heparin -3,46 -57,28 <0,05
EDTA / Citrat -2,31 -18,25 n.s.
Heparin / Citrat 1,15 13,79 n.s.
OTHR EDTA / Heparin 6,31 1,35 n.s.
EDTA / Citrat -3,87 5,74 n.s.
Heparin / Citrat -10,18 14,27 < 0,01

Am pocH-100iV Diff kann fur die Parameter MCH, MCHC und HCT eine prozentuale
Abweichung von bis zu 13,26 % zwischen den verschiedenen Antikoagulanzien
festgestellt werden. Die Thrombozytenzahl weicht im Vergleich Li-Heparin/Na-Citrat
sogar bis zu 55,54% ab.

D.h. fur die Messung der Thrombozyten werden in mit Li-Heparin antikoaguliertem
Hundeblut 55,54% hohere Werte ermittelt als mit Na-Citrat, wahrend K3EDTA
gegenuber Li-Heparin mit 14,39% keine statistisch signifikante Abweichung zeigt.
Auffallig am Differentialblutbild
Granulozytenzahl von -57,28% im Ks-EDTA/Heparin Vergleich.

ist eine starke Abweichung der eosinophilen
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Tabelle 17:

Vergleichende Darstellung der Antikoagulanzien K;-EDTA, Li- Heparin und Na- Citrat unter
Angabe der Signifikanz nach Bonferroni-Methode, Mittelwertunterschied und prozentualer
Abweichung am XT-2000iV,

Tierart: Hund, n=10

Parameter Paarvergleich Mittelwert- Prozentuale Signifikanz p
XT-2000iV Antikoagulanz | unterschied | Abweichung %
PLT EDTA / Heparin 38,05 17,02 n.s.
EDTA / Citrat 33,04 14,78 n.s.
Heparin / Citrat -5,02 2,71 n.s.
MCV EDTA / Heparin -0,49 0,72 n.s.
EDTA / Citrat -6,53 9,65 <0,01
Heparin / Citrat -7,01 10,44 < 0,001
MCH EDTA / Heparin 0,05 0,21 n.s.
EDTA / Citrat -2,22 3,54 < 0,001
Heparin / Citrat -2,27 3,78 < 0,001
MCHC EDTA / Heparin -0,17 0,49 n.s.
EDTA/ Citrat -3,38 9,81 < 0,001
Heparin / Citrat -3,21 9,27 < 0,001
HCT EDTA / Heparin -0,03 0,06 n.s.
EDTA/ Citrat -5,14 10,47 < 0,001
Heparin / Citrat -5,11 10,40 < 0,001
Neutrophile G. EDTA / Heparin -0,83 1,65 n.s.
EDTA/ Citrat -6,20 12,29 n.s.
Heparin / Citrat -7,03 12,41 n.s.

Der XT-2000iV zeigt fur die Parameter MCV, MCH, MCHC und HCT eine
10,47%
Antikoagulanzien. Die Thrombozytenzahl weicht anders als beim pocH-100iV Diff im

prozentuale Abweichung von bis zu zwischen den verschiedenen
Vergleich Li-Heparin/Na-Citrat nur um 2,71% ab. Im Differentialblutbild zeigt sich eine
prozentuale Abweichung bei den neutrophilen Granulozyten von 12,41% im Li-
Heparin/Na-Citrat Vergleich.

D.h. fur die Messung der neutrophilen Granulozyten werden in mit Li-Heparin
antikoaguliertem Hundeblut 12,41% hohere Werte ermittelt als mit Na-Citrat,

statistisch gesehen zeigen diese Werte keine signifikante Abweichung.
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6.5 Bilutalterung und Lagerungstemperatur

In diesem Abschnitt wird dargestellt, welchen Einfluss die Lagerungstemperatur und
die Lagerungsdauer auf die Messergebnisse des XT-2000iV und des pocH-100iV Diff
haben. Hierfur werden K;-EDTA Blutproben von 10 Hunden verwendet. Gelagert
werden die Blutproben bei Raumtemperatur (22°C) und im Kuihlschrank (4°C). 72
Stunden dauert die Verlaufsuntersuchung, wobei die Proben 6, 12, 24, 36, 48, 60
und 72 Stunden nach Blutentnahme untersucht werden. Es werden die Ergebnisse
der zweifaktoriellen Parameter der

Varianzanalyse flr die wichtigsten

Blutzellzahlung, -differenzierung und die Retikulozytenzahlung dargestellt.

6.5.1 Blutzellzahlung

Die folgenden Tabellen 18 und 19 zeigen die Signifikanzen der zweifaktoriellen
Varianzanalyse mit den Einflussfaktoren Temperatur und Zeit fir die Parameter der
Blutzellzahlung beim pocH-100iV Diff und beim XT-2000iV.

Tabelle 18: Einfluss von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf die Messergebnisse
des pocH-100iV Diff bei Hundeblutproben; n=10; p= Signifikanz

Parameter Einfluss der Einfluss der Wechselwirkung
pocH-100iV Diff | Lagertemperatur | Lagerdauer | Lagertemperatur und -dauer
WBC n.s. 0,0017 n.s.

RBC n.s. 0,0031 n.s.

HGB n.s. n.s. n.s.

HCT 0,0009 < 0,0001 < 0,0001

MCV 0,0012 < 0,0001 < 0,0001

MCHC < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

MCH n.s. 0,049 0,035

PLT n.s. < 0,0001 0,0007
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Tabelle 19: Einfluss von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf die Messergebnisse
des XT-2000iV bei Hundeblutproben; n=10; p= Signifikanz

Parameter Einfluss der Einfluss der Wechselwirkung
XT-2000iV Lagertemperatur | Lagerdauer | Lagertemperatur und -dauer
WBC n.s. < 0,0001 < 0,0001

RBC n.s. < 0,0001 n.s.

HGB n.s. < 0,0001 n.s.

HCT 0,0043 < 0,0001 < 0,0001

MCV 0,0014 < 0,0001 < 0,0001

MCHC < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

MCH n.s. < 0,0001 n.s.

PLT n.s. < 0,0001 < 0,0001

Wie in Tabelle 18 dargestellt ist, werden sowohl die Leukozytenzahlung als auch die
Erythrozytenzahlung des pocH-100iV Diff signifikant von der Lagerungsdauer
beeinflusst. Im Gegensatz dazu hat die Lagerungstemperatur keinen Einfluss auf
diese Parameter. Auffallig ist, dass die Lagerungsdauer auf fast alle Parameter
(auBer HGB) einen groRBeren Einfluss auf das Messergebnis hat als die
Lagerungstemperatur. Hier werden bezuglich der Lagerungsdauer hochsignifikante
Unterschiede zwischen den Messergebnissen festgestellt. Ahnliches gilt fiir den XT-
2000iV, hier wird der Einfluss der Lagerungsdauer bei allen Parametern besonders
deutlich (Tabelle 19). Es muss beachtet werden, dass bereits geringfugige
Abweichungen der Parameter (Temperatur bzw. Zeit) mit geringen Streuungen um
den Mittelwert statistisch signifikante Unterschiede der Messergebnisse erzeugen
konnen, die klinisch jedoch keine Bedeutung haben missen. Der umgekehrte Fall
kann bei Parametern mit groRen Streuungen um den Mittelwert eintreten und muss

bei der Bewertung der Signifikanzen berucksichtigt werden.

Zur Verdeutlichung der Verlaufsuntersuchung soll eine graphische Darstellung
einiger ausgewahlter Parameter dienen. Es wird der Verlauf der einzelnen Parameter

(prozentuale Abweichung vom Ausgangswert) in Abhangigkeit von der Zeit gezeigt.
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Zunachst soll der Verlauf der Leukozytenergebnisse des pocH-100iV Diff fur die

Tierart Hund betrachtet werden, daraufhin folgen die Messergebnisse des XT-

2000iV.

Abweichung ( %)

Prozentuale Abweichung des WBC
vom Ausgangswert, pocH-100iV Diff, Tierart:Hund
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Abbildung 23: Verlauf der prozentualen Abweichung der absoluten Leukozytenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV

Diff, n=10
Prozentuale Abweichung des WBC
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
30
20 -
E 401
g
K]
Z 410
<
-20
-30 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 3 6 12 24 36 48 60 72
Stunden nach Blutentnahme

Abbildung 24: Verlauf der prozentualen Abweichung der absoluten Leukozytenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungs-temperaturen am XT-2000iV,
n=10

Wie in der Abbildung 23 zu erkennen ist, schwankt die Leukozytenzahl der Hunde

beim pocH-100iV Diff sowohl bei 4°C als auch bei 22°C geringgradig, wobei die

Werte bei 22°C immer hoher sind als bei 4°C. Der EinfluR der Lagerungstemperatur
ist in diesem Fall mit p 0,0017 signifikant. Die Leukozytenzahl am XT-2000iV (Abb.:
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24) fallt nach einer Lagerungsdauer von 24 Stunden bei Raumtemperatur, bleibt bei
Kuhlschranktemperatur aber nahezu konstant. Die Wechselwirkung von

Lagertemperatur und —dauer ist hier mit < 0,0001 hoch signifikant.

In der Abbildung 25 ist der Verlauf der Hamoglobinkonzentrationsbestimmung der
Hunde dargestellt.

Prozentuale Abweichung des HB
vom Ausgangswert, pocH-100iV Diff, Tierart: Hund
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Abbildung 25: Verlauf der prozentualen Abweichung des Hamoglobingehalts HB vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV
Diff, n=10

Die Hamoglobinkonzentrationsbestimmung Uber 72 Stunden ist konstant. Ein
ahnliches Ergebnis kann fur die Erythrozytenzahlung festgestellt werden. Der XT-
2000iV liefert einen gleichen Kurvenverlauf. Der Einfluss von Temperatur oder Zeit

ist fur beide Hamatologiesysteme flr diese Parameter nicht signifikant.
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In den Abbildungen 26 und 27 sind die Verlaufe des Hamatokritwertes und des

Mittleren Erythrozytenvolumens MCV der Hunde am pocH-100iV Diff graphisch

dargestellt.
Prozentuale Abweichung des HCT
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Abbildung 26: Verlauf der prozentualen Abweichung des Hamatokritwertes vom

Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV

Diff, n=10
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Abbildung 27: Verlauf der prozentualen Abweichung des MCV vom Ausgangswert bei
unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV Diff, n=10

Wie aus den Abbildungen 26 und 27 ersichtlich

ist,

steigen sowohl

der

Hamatokritwert der Hunde als auch das Mittlere Erythrozytenvolumen kontinuierlich

mit der Zeit an. Starker ausgepragt ist dies bei einer Lagerungstemperatur von 22°C,



65

wobei gerade nach 24 Stunden die Werte deutlich ansteigen. Da der XT-2000iV die
gleichen Ergebnisse liefert wird auf die Darstellung der Grafiken hier verzichtet
(Siehe Anhang). Berlcksichtigt werden muss fur den MCV Anstieg, dass
Erythrozyten von Hunden wahrend der Blutalterung Wasser aufnehmen und
dadurch anschwellen. Die Einflisse von Temperatur und Zeit sind fur den
Hamatokritwert und den MCV hoch signifikant und damit auch nach einer Lagerung
von 72 Stunden klinisch bedeutsam.

In der folgenden Abbildung 28 ist die Thrombozytenzahl im Verlauf Gber 72 Stunden
gezeigt.

Prozentuale Abweichung des PLT
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 28: Verlauf der prozentualen Abweichung des PLT vom Ausgangswert bei
unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT-2000iV, n=10

In der Abbildung ist zu erkennen, dass bereits nach wenigen Stunden die
Thrombozytenzahl des XT-2000iV fur die Hunde bei beiden Lagerungstemperaturen
(4°C und 22°C) stark abfallt. Nach einer Lagerung von 24 Stunden sind die
Messwerte ca. 15% niedriger als der Ausgangswert. Die Thrombozytenzahl der im
Kihlschrank gelagerten Proben schwankt nach 36 Stunden um ein 10%-ige
Abweichung vom Ausgangswert. Die Abweichungen der Thrombozytenzahl vom
Ausgangswert ist bei Raumtemperatur etwas starker ausgepragt (nach 36h ca. 20%
niedriger). Der pocH-100iV Diff zeigt ebenfalls eine Verminderung der
Thrombzytenzahl, nach 24 Stunden ist der Wert um ca. 25% niedriger als der

Ausgangswert und nach 72 Stunden besteht noch eine Abweichung von ca. 18%.
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Der Einfluss der Temperatur ist statistisch flir beide Hamatologiesysteme nicht
signifikant, der Einfluss der Zeit jedoch ist hoch signifikant. Es ist ersichtlich, dass die
Ergebnisse des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV bereits nach ungefahr 6

Stunden mit Vorsicht zu interpretieren sind.

Die durchgefuhrte Verlaufsuntersuchung zeigt, dass die Leukozytenzahlung am XT-
2000iV und am pocH-100iV Diff bei Raumtemperatur nach 24 Stunden
abgeschlossen sein sollte. Beide Gerate sind aber in der Lage verlassliche
Ergebnisse (mit nur geringgradigen Abweichungen) zu liefern, wenn die Proben

gekuhlt gelagert werden (bis zu 72h).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Blutalterung fur die Blutzelldifferenzierung

beider Hamatologiesysteme dargestellt.
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6.5.2 Blutzelldifferenzierung

Bei der Blutzelldifferenzierung sind vom pocH-100iV Diff nur neun der zehn
untersuchten Hunde in die Beurteilung eingeschlossen, da bei dem Hund Nr. 6
(Balou) das Gerat mehrfach fir beide Lagerungstemperaturen kein 3-
Zelldifferentialblutbild erstellt hat. Der XT-2000iV erstellt bei allen Hunden ein 5-

Zelldifferentialblutbild inklusive der Retikulozytenzahl.

In Tabelle 20 und 21 sind die Signifikanzen der zweifaktoriellen Varianzanalyse zur
Untersuchung des Einflusses ,Lagerungstemperatur® und ,Lagerungsdauer” fur die
Parameter der Blutzelldifferenzierung des pocH-100iV Diff und des XT-2000iV

aufgelistet.

Tabelle 20: Einfluss von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf die Messergebnisse
des pocH-100iV Diff bei Hundeblutproben; n=9; p= Signifikanz

Parameter Einfluss der Einfluss der Wechselwirkung
pocH-100iV Diff | Lagertemperatur Lagerdauer Lagertemperatur und
-dauer
OTHR 0,003 < 0,0001 < 0,0001
Lymphozyten 0,0005 < 0,0001 < 0,0001
Eosinophile G. n.s. < 0,0001 0,041

Tabelle 21: Einfluss von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf die Messergebnisse
des XT-2000iV bei Hundeblutproben; n=10; p= Signifikanz

Parameter Einfluss der Einfluss Wechselwirkung

XT-2000iV Lagertemperatur | der Lagertemperatur und -dauer
Lagerdauer

Neutrophile G. n.s. < 0,0001 < 0,0001

Lymphozyten n.s. < 0,0001 < 0,0001

Monozyten n.s. < 0,0001 < 0,0001

Eosinophile G. n.s. n.s. n.s.
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Aus Tabelle 20 ist zu entnehmen, dass bei allen Parametern des 3-Zell-
Differentialblutbildes des pocH-100iV Diff hoch signifikante Unterschiede sowohl
durch den Einfluss der Lagerungstemperatur als auch durch den der
Lagerungsdauer bestehen. Der Parameter ,OTHR® beinhaltet bei diesem Gerat
Zellen wie neutrophile Granulozyten, Monozyten und eventuell vorhandene basophile
Granulozyten.

Fir den XT-2000iV ist aus der Tabelle 21 zu entnehmen, dass fur Monozyten,
Lymphozyten und neutrophile Granulozyten hochsignifikante Unterschiede bezuglich
des Einflusses des Faktors ,Lagerungsdauer® und der Wechselwirkung
,Lagerungsdauer und -temperatur® bestehen. Die Messung der eosinophilen
Granulozyten wird weder durch die Lagerungstemperatur noch durch die
Lagerungsdauer beeinflusst und zeigt somit keine statistisch signifikanten
Unterschiede.

Wie bei der Blutzellzahlung erlautert, muss bei der Beurteilung der Signifikanzen
berucksichtigt werden, dass geringfugige Abweichungen bei Parametern mit kleinen
Streuungen um den Mittelwert signifikante Unterschiede erzeugen koénnen und

umgekehrt.

Zunachst wird mit Hilfe der Graphiken der Verlauf der Parameter des
Differentialblutbildes des pocH-100iV Diff in Abhangigkeit von der Zeit gezeigt. Im
Anschluss werden die Ergebnisse des XT2000iV prasentiert.

Folgende Abbildung 29 zeigt den Verlauf der Lymphozytenanzahl tUber 72 Stunden
bei 4°C und 22°C des pocH-100iV Diff.
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Prozentuale Abweichung der Lymphozytenzahl
vom Ausgangswert, pocH-100iV Diff, Tierart:Hund
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Abbildung 29: Verlauf der prozentualen Abweichung der Lymphozytenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV Diff,
n=9

Wie aus der Abbildung 29 ersichtlich ist, bleibt die Lymphozytenzahl des pocH-100iV
Diff bei beiden Lagerungstemperaturen 24 Stunden konstant. Die Ergebnisse nach
72 Stunden bei einer Lagerungstemperatur von 22°C sind mit einer Abweichung von
ca. 100% vom Ausgangswert nicht mehr verwertbar. Wird die Probe gekuhlt (4°C)
bleibt die Lymphozytenzahl weitgehend konstant und steigt erst nach 60 Stunden
geringgradig an.

Fir den Parameter OTHR des pocH-100iV Diff (neutrophile Granulozyten und

Monozyten) stellt sich die Verlaufsuntersuchung folgendermafen dar.

Prozentuale Abweichung der Population "OTHER"
vom Ausgangswert, pocH-100iV Diff, Tierart:Hund
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Abbildung 30: Verlauf der prozentualen Abweichung der Population ,OTHR" vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV Diff,
n=9
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Wie aus der Abbildung 30 zu erkennen ist, nimmt die Zahl der Population OTHR
(neutrophile  Granulozyten, Monozyten, eventuell vorhandene basophile
Granulozyten) Uber die Zeit kontinuierlich ab und zwar bei Zimmertemperatur (22°C)
starker als bei Kuhlschranklagerung. Es kann festgehalten werden, dass es bei der
Differenzierung der Population OTHR und der Lymphozyten zu statistisch hoch
signifikanten Veranderungen uUber die Zeit kommt. Vergleicht man die Graphik der
Lymphozyten mit der Graphik fir den Paramater OTHR, so lasst sich vermuten, dass
Zellen aus dem vorgegebenen Messbereich fur die Population OTHR in den
Messbereich fur die Lymphozyten rutschen. Das fuhrt dazu, dass die
Lymphozytenzahlen ansteigen. Da der pocH-100iV Diff unterschiedliche
Zellpopulationen in dem Parameter OTHR (Monozyten, neutrophile Granulozyten
und eventuell vorhandene basophile Granulozyten) zusammenfasst, lasst sich nicht
sagen, welche Zellpopulation in den Messbereich der Lymphozyten rutscht. In der
Literatur ist beschrieben, dass bei Verlaufsuntersuchungen mit Rinderblut am ADVIA
120 es die Monozyten sind, die in das Lymphozytencluster hineinrutschen und dann
als solche differenziert werden (MORITZ, 2000; siehe hierzu Kapitel 7.1.5).

Abweichungen der Eosinophilenzahlen Uber die Zeit kénnen in der folgenden

Abbildung 31 festgestellt werden.

Prozentuale Abweichung der Eosinophilenzahl
vom Ausgangswert, pocH-100iV Diff, Tierart:Hund
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Abbildung 31: Verlauf der prozentualen Abweichung der Eosinophilenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am pocH-100iV Diff,
n=9

In der Abbildung 31 fallen die Eosinophilenzahlen erst geringgradig ab, weichen

dann aber nach 60 Stunden fast 70% vom Ausgangswert ab. Diese Veranderung



71

zeigt sich bei Kiuhlschranktemperatur (4°C). Bei Raumtemperatur gelagerte Proben
zeigen sich nicht so starke Veranderungen, die Messergebnisse schwanken jedoch.
Es lasst sich eine hoch signifikante Veranderung in Abhangigkeit von der Zeit und
eine schwach signifikante in Bezug auf die Wechselwirkung der beiden Faktoren
(Temperatur und Zeit) feststellen. Auf das Problem der Messung der eosinophilen

Granulozyten beim pocH-100iV Diff wird an anderer Stelle eingegangen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei Blutproben von Hunden, die langer
als ca. 24 Stunden bei Zimmertemperatur (ca. 36 Stunden bei
Kdhlschranktemperatur)  gelagert werden  mussen, das  automatische
Differenzierungsergebnis des pocH-100iV Diff nicht mehr verwertbar ist. Werden
solche gelagerten Blutproben analysiert, sollte zum Zeitpunkt der Blutabnahme ein

Blutausstrich angefertigt werden, um die Ergebnisse zu kontrollieren.

Folgende Abbildung zeigt den Verlauf der Lymphozytenanzahl Gber 72 Stunden bei
4°C und 22°C des XT-2000iV.

Prozentuale Abweichung der Lymphozytenzahl
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 32: Verlauf der prozentualen Abweichung der Lymphozytenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT-2000iV,
n=10

Die Lymphozyten des XT-2000iV bleiben bei 4°C-Lagerung mit einer Abweichung

von ca.5% nach 60 Stunden Uber die Zeit relativ konstant, nach 72 Stunden liegt die
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Abweichung bei ca. 10%. Bei Raumtemperatur gelagerte Proben zeigen bereits nach
48 Stunden eine Abweichung von ca. 15% und nach 60 Stunden sogar eine

Erniedrigung des Ausgangswertes von uber 30%.

In Abbildung 33 ist der zeitliche Verlauf der neutrophilen Granulozyten dargestellit.

Prozentuale Abweichung der Neutrophilenzahl
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 33: Verlauf der prozentualen Abweichung der Neutrophilenzahl vom
Ausgangswert bei  unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT-2000iV,
n=10

Die Stabilitat der Neutrophilenzahl ist abhangig von der Lagerungstemperatur. Die
Messwerte der bei Zimmertemperatur aufbewahrten Proben kdnnen die ersten 12 —
24 Stunden mit akzeptabler Konstanz gemessen werden. Danach kommt es zu einer
Zunahme der Werte um maximal 30% des Ausgangswertes. Die Messwerte der
gekuhlten Proben bleiben dagegen 60 Stunden mit einer Abweichung von ca. 5%

konstant.
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In Monozyten verhalten sich in Abhangigkeit von Dauer und Temperatur wie folgt
abgebildet.

Prozentuale Abweichung der Monozytenzahl
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 34: Verlauf der prozentualen Abweichung der Monozytenzahl vom Ausgangswert
bei  unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT-2000iV, n= 10

Die Monozyten zeigen bei 4° C und 22° C nach 12 Stunden einen annahernd
gleichen Verlauf. Im Anschluss kommt es zu unterschiedlich starken Erniedrigungen
der Monozytenzahl. Die ungeklhlten Proben zeigen nach 48 Stunden eine
Abweichung von ca. 65% vom Ausgangswert und nach 72 Stunden sogar von ca.
90%. Im Kuhilschrank gelagerte Proben zeigen dagegen eine Abweichung von
maximal 40% nach 60 Stunden. Vergleicht man die Graphiken der Monozyten,
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten fallt auf, dass nach einer Lagerung von
24 Stunden die Mono- und Lymphozytenzahlen abnehmen und die Neutrophilen
zunehmen. Wie schon beim pocH-100iV Diff beschrieben, Iasst sich vermuten, dass
die Monozyten aus ihrem vorgegebenen Messbereich rutschen und vom XT-2000iV

als Neutrophile detektiert werden.
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Abweichungen der Eosinophilenzahlen uUber die Zeit kdonnen in der folgenden

Abbildung 35 festgestellt werden.

Prozentuale Abweichung der Eosinophilenzahl
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 35: Verlauf der prozentualen Abweichung der Eosinophilenzahl vom
Ausgangswert bei  unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT2000iV,
n=10

Die Stabilitat der Eosinophilenzahl ist nach mehr als 24 Stunden stark Temperatur
abhangig. 36 Stunden bei Raumtemperatur gelagerte Blutproben zeigen eine
Erh6hung der Messergebnisse von ca. 50% und nach 60 Stunden sogar von ca.
90%. Bei im Kuhlschrank gelagerten Blutproben liegt die Abweichung nach 36
Stunden bei ca. 35%, fallt dann aber wieder auf eine Erhéhung der Zellzahl von ca.
20% vom Ausgangswert nach 72 Stunden.

Es kann festgehalten werden, dass bei Hundeblutproben die langer als ca. 24
Stunden bei Zimmertemperatur (ca. 36 Stunden bei Kihlschranktemperatur) gelagert
werden mussen, die Messergebnisse des Differentialblutbildes am XT2000iV nur

noch eingeschrankt verwertbar sind.
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6.5.3 Retikulozytenzéhlung

Die folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse der Blutalterung fur die
Retikulozytenzahlung am XT-2000iV. Der pocH-100iV Diff unterstutzt diesen

Parameter nicht.

Tabelle 22: Einfluss von Lagerungstemperatur und Lagerungsdauer auf die Messergebnisse
des XT-2000iV bei Hundeblutproben; n=10; p= Signifikanz

Parameter Einfluss der Einfluss der Wechselwirkung
XT-2000iV Lagertemperatur | Lagerdauer Lagertemperatur und -dauer
Retikulozyten % n.s. < 0,0001 n.s.

Fur die Retikulozytenzahlung wird bezuglich der Lagerungsdauer ein
hochsignifikanter  Unterschied festgestellt. Die Lagerungsdauer und die
Wechselwirkung Lagerungsdauer und -temperatur haben keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Messergebnisse. Bei der Interpretation der
Signifikanzen ist zu beachten, dass Parameter mit groRen Streuungen um den

Mittelwert nicht signifikante Unterschiede der Messergebnisse erzeugen konnen.

Die folgende Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der Retikulozytenzahl dar.

Prozentuale Abweichung der Retikulozytenzahl
vom Ausgangswert, XT-2000iV, Tierart: Hund
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Abbildung 36: Verlauf der prozentualen Abweichung der Retikulozytenzahl vom
Ausgangswert bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen am XT-2000iV,
n=10
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Wie aus Abbildung 36 ersichtlich ist, zeigen die bei Kuhlschranktemperatur und bei
Zimmertemperatur gelagerten Blutproben einen ahnlichen Verlauf fur 24 Stunden
und eine maximale Abweichung von 10% vom Ausgangswert. Bei einer
Lagerungsdauer von mehr als 48 Stunden steigen die Messergebnisse bei beiden
Temperaturen um maximal 40% vom Ausgangswert an. Hier ist ersichtlich, dass die
Messergebnisse der Retikulozyten des XT-2000iV nach einer Lagerung von mehr als
24 Stunden (4° C und 22° C) nicht mehr verwertbar sind.
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7 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

7.1 Evaluierung von pocH-100iV Diff und XT-2000iV

Werden neue Hamatologiesysteme oder bereits eingefuhrte Gerate mit einer neuen
Software evaluiert, dient dies der Qualitatssicherung. Zum Zeitpunkt der
Markteinfihrung soll sichergestellt sein, dass die Systeme auch die Leistungen
erbringen, die der Hersteller angibt. Die Evaluation der Hamatologiesysteme Sysmex
pocH-100iV Diff und XT-2000iV erfolgte in Anlehnung an die veroffentlichten
Richtlinien zur Evaluierung von Blutanalysegeraten (ENGLAND et al., 1994). Diese
Richtlinien basieren auf dem vom ICSH (International Council for Standardization in
Haematology) erstellten Protokoll zur Evaluierung von automatischen
Blutzellanalysegeraten (1984) und beziehen sich auch auf die automatische
Differenzierung von Leukozyten und Retikulozyten.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Evaluierung in mehreren Schritten fur die
Tierart Hund, eine andere Dissertation der Arbeitsgruppe befasst sich gleichzeitig mit

der Tierart Katze.

7.1.1 Préazision

Mit der Prazision wird die Messgenauigkeit eines Gerates wiedergegeben. lhre
Uberprifung ist notwendig, um die Reproduzierbarkeit von Messergebnissen
darzustellen. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Prazision
innerhalb der Serie von beiden Hamatologiesystemen flr Blutzellzahlung,

-differenzierung und Retikulozytenzahlung (nur vom XT-2000iV) abgehandelt.
DORNER et al. (1993) erwarten von einem modernen Hamatologiesystem in der

Humanmedizin fur alle Zellen Variationskoeffizienten £ 3 %.
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In der Literatur wurden flr die automatische Zellzdhlung in Tierblut mittels
Impedanzmethode beispielsweise folgende Variationskoeffizienten (CV) ermittelt: CV
=1,7% - 11,27% (WBC) sowie 0,9% - 7,67% (RBC) und 0,65% — 10,95% (PLT)
(STEWART und STEEL, 1974; LUMSDEN et al., 1975; SPATH und WEBER, 1992;
MOHR, 1995).

7.1.1.1 Parameter der Blutzellzahlung

In vorliegender Arbeit wurde der ADVIA 2120 als Referenzgerat fur die
Blutzellzahlung eingesetzt. In der Literatur sind keine Ergebnisse einer Evaluierung
zu finden. Da es sich bei diesem Gerat aber um den Nachfolger des ADVIA 120
handelt und die gleiche Messtechnik genutzt wird, werden diese Ergebnisse aus der
Literatur  herangezogen. So erzielte FICKENSCHER 2001 bei der
Softwareadaptation zur Evaluierung des ADVIA 120 far die Tierart Hund CV-Werte
zwischen 0,41% (MCV) und 4,21% (WBC), fur die Thrombozytenzahl liegt der CV-
Wert bei 3,47%. Die Ergebnisse liegen im Vergleich zu den Literaturangaben in
einem sehr guten Bereich. MORITZ verglich 2000 die Prazisionsdaten des ADVIA
120 far mehrere Tierarten mit den Literaturangaben und beurteilt die
Prazisionsresultate der Blutzellzahlung fir den ADVIA 120 als hervorragend.
Beispielsweise werden bei der Prazision des ADVIA 120 innerhalb der Serie fur die
Parameter der Blutzellzahlung CV-Werte von 0,9% (RBC) bis 1,4% (WBC) fur die
Tierart Hund angegeben. Exzellente Prazision erreichte der ADVIA 120 bei der
Tierart Hund fur die Thrombozytenzahlung (CV = 2,9%). (MORITZ, 2000). In einer
Studie von LANGFORDT et al., 2003 wurden am XT-2000i mit Humanblut folgende
Variationskoeffizienten ermittelt: CV = 1,6% (WBC), 0,6% (RBC), 0,7% (HGB), 0,3%
(MCV), 0,7% (HCT) und CV = 0,8% (PLT) (LANGFORD et al.; 2003).

Stellt man nun die Ergebnisse der Prazision der Hamatologiesysteme pocH-100iV
Diff und XT-2000iV innerhalb der Serie (siehe Tabelle 1 bis 4) den Literaturangaben
gegenuber, kann festgehalten werden, dass die Variationskoeffizienten beider
Hamatologiesysteme flur die Leukozytenzahlung (WBC) CV = 1,2% deutlich an der
unteren Grenze der bisher aufgefuhrten Werten liegen. Die Prazision der
Erythrozytenzahlung zeigt mit CV-Werten von 0,4% fir den XT-2000iV und mit 0,9%
fur den pocH-100iV Diff sehr gute Resultate. Somit wird die von DORNER (1993)
geforderte Grenze von CV < 3 % fur die Tierart Hund sowohl vom pocH-100iV Diff
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als auch vom XT-2000iV eingehalten. Die Prazisionsergebnisse der
Thrombozytenzahlung (PLT) erreichen ebenfalls gute CV-Werte von 4,9% fur den
pocH-100iV Diff und 5,4% fur den XT-2000iV.

7.1.1.2 Parameter der Blutzelldifferenzierung

Als Richtlinie flr die zu erwartende Prazision der manuellen Differenzierung dienen
die folgenden von BUTTARELLO (1992) ermittelten Resultate eines 800- Zell-
Differenzialblutbildes beim Menschen: neutrophile Granulozyten CV = 5,67%,
Lymphozyten CV = 8,64%, eosinophile Granulozyten CV = 39,31%, Monozyten CV =
25,90% und basophile Granulozyten CV = 96,29% (BUTARELLO et al., 1992).

Bei der Interpretation der Resultate muf® daran gedacht werden, dass bei manueller
Differenzierung zwischen 100 und 800 Zellen differenziert werden, automatische
Hamatologiesysteme differenzieren dagegen zwischen 5000 und 15000 Zellen.
Dieser Faktor aber auch das Vorkommen der jeweiligen Zellart im peripheren Blut
nimmt Einfluss auf die statistische Genauigkeit, mit der Zahlenwerte im
Differenzialblutbild erfasst werden. Schwankungen bei an sich schon niederiger
Zellzahl fallen sehr viel mehr ins Gewicht (RUMKE, 1960). Die
Variationskoeffizienten der automatischen Zelldifferenzierung sollten somit besser
sein als das manuelle Ergebnis.

Die in eigener Untersuchung ermittelten CV-Werte der Prazision innerhalb der Serie
(25fach-Messung) bei der automatischen Zelldifferenzierung mit dem pocH-100iV
Diff und dem XT-2000iV sind aus Grinden der besseren Ubersicht tabellarisch
aufgeflihrt und den Ergebnissen von FICKENSCHER, 2001 fir die Tierart Hund
gegenuber gestellt. Die Ergebnisse von MORITZ (2000) sind ahnlich und daher nicht
mit aufgefuhrt.
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Tabelle 23: Vergleich der Variationskoeffizienten CV der relativen Zahlen des
Differenzialblutbildes bei der Tierart Hund von pocH-100iV Diff, XT-2000iV und ADVIA120

Eigene Untersuchungen FICKENSCHER
Prazision innerhalb der Serie (2001) ADVIA120
pocH-100iV Diff XT-2000iV CV %
Neutrophile G./ 1,2 1,2 3,2
OTHER
Lymphozyten 2,2 1,9 30,7
Monozyten - 5,2 57
Eosinophile G. 10,72 3,4 24,2

Die Ergebnisse des ADVIA120 werden in der Literatur fur die neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten und Monozyten werden als sehr gut gewertet. Der CV-
Wert von 30,7% fur die Lymphozyten wird als Ausreil’er gesehen (FICKENSCHER,
2001). MORITZ erzielt bei seinen Untersuchungen mit dem ADVIA 120 fur die Tierart
Hund allerdings auch einen CV-Wert von 30,5% fur die Lymphozyten und wertet
dies als ein schlechtes Ergebnis (MORITZ, 2000). Die Ergebnisse des pocH-100iV
Diff fur die Lymphozyten (CV = 2,2%) und den Parameter ,OTHR", der hauptsachlich
neutrophile Granulozyten beinhaltet, sind im Vergleich zu den Literaturangaben als
sehr gut und der CV-Wert der Eosinophilen Granulozyten als gut zu bezeichnen. Der
XT-2000iV zeigt wie in der Tabelle ersichtlich eine sehr gute Prazision innerhalb der
Serie flr das gesamte Differentialblutbild. Besonders erfreulich ist das Ergebnis der
eosinophilen Granulozyten mit einem Variationskoeffizienten von 3,4%, der deutlich
unter den in der Literatur angegeben Werten liegt. Die Ergebnisse des XT-2000iV
gleichen denen in einer Studie von LANGFORD et al. von 2003. Hier wurden CV-
Werte am XT-2000i von 1,6% fur Neutrophile Granulozyten, 1,9% flr Lymphozyten
und von 3,5% fur Monozyten mit Humanblut erreicht (LANGFORD et al., 2003).

7.1.1.3 Retikulozytenzahlung

In veterinarmedizinischen Labors gilt die mikroskopische Auszahlung von 1000
Erythrozyten nach Supravitalfarbung als Standardtechnik der Retikulozytenzahlung
(WEISER, 1981; REAGAN et al., 1992; PERKINS et al., 1995). Fehlermdglichkeiten
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bei dieser Methode sind zum Beispiel ungleichmalige Ausstriche, mathematische
Probleme bei niedriger Anzahl und Interpretationsfehler durch den Untersucher. Je
reifer der Retikulozyt und je weniger anfarbbares Material vorhanden, desto schwerer
ist er zu identifizieren (ABBOTT und MCGRATH, 1991; EVANS und FAGG, 1994).
Die Retikulozyten des Hundes sind fast immer vom aggregierten Typ ( Verklumpung
der RNA-haltigen Ribosomen und Polyribosomen zu Aggregaten), so dass diese
nach Anfarbung einfacher zu =zahlen sind. Jedoch sind die genannten
Fehlermoglichkeiten bezuglich der manuellen Methode und auch Zeitgrinde die
Ursache daflr, heutzutage die automatisierte Zahlung anzustreben. Die
Durchflusszytometrie ist auch bei der Retikulozytenzahlung mittlerweile etabliert und
somit ist die automatisierte Zahlung 10mal praziser als die manuelle Methode
(D’ONOFRIO et al., 1997). Im Humanlabor liegt der Variationskoeffizient fur die
automatisierte Retikulozytenzahlung < 5 %, im Gegensatz dazu liegt er fur die
manuelle Methode > 25 % (PERKINS et al., 1995). FICKENSCHER erzielt 2001
am ADVIA120 far die Tierart Hund fur die relative Retikulozytenzahl einen guten CV-
Wert von 10,38 — 14,37% und fur die absolute Zahl ebenfalls einen guten CV-Wert
von 9,95 — 11,48% (FICKENSCHER, 2001).

Das College of American Pathology empfiehlt in seinem Reticulocyte Project fur die
automatische Retikulozytenzahlung einen Variationskoeffizienten von < 15 %
(SAVAGE et al., 1985). LANGFORD et al. erzielte 2003 mit Humanblut am XT-2000i
fur die absolute Retikulozytenzahl einen Variationskoeffizienten von 4,9%, der als
exzellent bewertet wird (LANGFORD et al.; 2003).

In den eigenen Untersuchungen konnte, wie in Tabelle 5 ersichtlich ist, fur die
relative Retikulozytenzahl des XT-2000iV ein CV-Wert von 7,7 % und fur die absolute
Zahl ein CV- Wert von 7,8 % fur die Tierart Hund errechnet werden. Im Vergleich mit
den Literaturangaben fur Humanblut und dem ADVIA120 fur die Tierart Hund stellt

dies ein sehr gutes Ergebnis dar.
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7.1.2 Methodenvergleich

Der Vergleich der Messergebnisse von Blutproben mit verschiedenen Geraten und
Methoden dient der Einschatzung der Richtigkeit von Resultaten eines zu
evaluierenden Gerates (VON RUCKER et al., 1994). Als Referenzgerat diente in der
vorliegenden Arbeit das Hamatologiesystem ADVIA 2120, die Hamatokritzentrifuge
sowie manuell differenzierte PAN- und supravitalgefarbte Blutausstriche.

Bei der statistischen Auswertung wurde neben der Regressions- und
Korrelationsanalyse zusatzlich die von BLAND und ALTMAN (1986) beschriebene
Darstellung gewanhlt (siehe Kapitel 4.2). Das Ergebnis dieser graphischen Methode
lasst sofort erkennen, wie weit sich die Werte voneinander unterscheiden und ob
diese Differenzen fur die klinische Interpretation von Bedeutung sind (BLAND und
ALTMAN, 1986). Bedeutung erlangen diese Differenzen immer dann, wenn durch sie
die klinische Diagnose geandert werden wirde. Wenn beispielsweise das Gerat die
Lymphozyten einer Blutprobe noch im Referenzbereich misst, dass Ergebnis der
Referenzmethode aber Uber diesem Bereich lage, hatte der Untersucher den Konflikt
zu beurteilen, ob es sich um eine Lymphozytose handelt oder nicht. Somit entsteht
eine klinische Relevanz der Differenz (NEUERER, 2005).

7.1.2.1 Parameter der Blutzellzahlung

Die Auswertung der Korrelationskoeffizienten der Parameter WBC, RBC und HCT
des Vergleichs pocH-100iV Diff mit dem ADVIA 2120 ergibt mit r = 0,98 sehr gute
Resultate (siehe Tab.6). Die Erythrozytenindizes zeigen mit r = 0,63 (MCH) und r =
0,33 (MCHC) fast keine Ubereinstimmung der Messergebnisse. Letzteres erklart sich
unter anderem dadurch, dass die Zahlenwerte in einem ganz engen Bereich liegen
und dadurch bereits schlechtere Korrelationen zu erwarten sind. Zu beachten ist hier
die Tatsache, dass das HGB des ADVIA 2120 zu allen Geraten (auch zum ADVIA
120) eine grol’e Abweichung zeigt, diese Problematik wird spater in diesem Kapitel

erlautert (siehe Tabelle 26).
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Erfreulich ist dagegen eine gute Korrelation zwischen den beiden Geraten bezuglich
der Thrombozytenzahl (r = 0,93) und dem MCV (r = 0,89). Die eigenen Ergebnisse
werden in folgender Tabelle den Resultaten aus der Literatur gegenubergestellt. Es
handelt sich um eine Studie von BECKER (2007), hier wurden verschiedene
Hamatologiesysteme mit dem ADVIA 120, dem Vorgangermodell mit gleicher
Messtechnologie (Ausnahme bei HGB: ADVIA 2120 zyanidfreie Methode, ADVIA
120 Zyanmethode) des ADVIA 2120, verglichen.

Tabelle 24: Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias fur die Parameter WBC, RBC,
HGB, MCV und PLT von verschieden In-Haus-Geraten aus der Studie BECKER, 2007 fir
die Tierart Hund mit den eigenen Untersuchungen

Gerate Prinzip Korrelationskoeffizient (r) und Bias
* WBC RBC HGB MCV PLT
pocH-100iV 1 r=0,99 r=0,98 r=0,75 r=0,89 r=0,93
Diff vs Bias=0,56 | Bias=0,04 Bias=-1,13 | Bias=-0,55 | Bias=
ADVIA2120 -36,50
Scil VetABC 1 r=0,99 r=0,99 r=0,99 r=0,92 r=0,89
VS Bias=1,11 | Bias=0,22 Bias=0,47 | Bias=-3,33 | Bias=
ADVIA120 -47,93
VetScan 1 r=0,99 r=0,99 r=0,99 r=0,85 r=0,80
HMT vs Bias=1,21 | Bias=-0,04 Bias=0,33 Bias=7,76 Bias=
ADVIA120 -8,02
ForCyte vs 2 r=0,99 r=0,97 r=0,98 r=0,88 r=0,79
ADVIA120 Bias=0,81 | Bias=0,41 Bias= Bias=-4,29 | Bias=6,38
-0,21

* Legende Messprinzipen:
1 = Impedanzmethode, 3-Zell-Diff, 2 = Laser- und Impedanzmethode, 5-Zell-Diff
(Impedanzmethode bei Zellz&hlung)

FUr den Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias mit dem pocH-100iV Diff
wurden aus der Studie von BECKER (2007) Hamatologiesysteme herangezogen,
welche die gleichen Messprinzipien nutzen und in ihrer Art wie auch der pocH-100iV
Diff als In-Haus-Gerate bezeichnet werden. Wie man der Tabelle 24 entnehmen
kann, liegen die Ergebnisse aller In-Haus-Gerate nahe beieinander. Der pocH-100iV
Diff fallt durch sein relativ schwaches Ergebnis bei der Hdmoglobinbestimmung auf.

Dies wird im Anschluss zusammen mit den Ergebnissen des XT-2000iV besprochen.
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Die anderen In-Haus-Gerate zeigen hier sehr gute Ubereinstimmungen mit dem
ADVIA 120 als Referenzgerat. Erfreulich dagegen zeigt sich das Gerat in der
Ubereinstimmung der Messergebnisse bei der Thrombozytenzahl.

Fir den pocH-100iV Diff Iasst sich festhalten, dass bei den Parametern Leukozyten,
Erythrozyten und Hamoglobin die positive mittlere Abweichung (Bias) anzeigt, dass
das Gerat eher hohere Werte misst als das Referenzgerat. Weiterhin misst der pocH-
100iV Diff beim Hamatokrit und der Thrombozytenzahl eher niedrigere Werte als die
Referenzmethode, was durch die negative mittlere Differenz zum Ausdruck kommt.
Insgesamt waren die Differenzen aber so gering, dass diesem allgemeinen Trend
keine klinische Signifikanz zugesprochen werden kann und der pocH-100iV Diff im
Vergleich zu anderen In-Haus-Geraten bei der Zellzahlung fur die Tierart Hund gut

bis sehr gut abschneidet.
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Der XT-2000iV stellt im Vergleich zum pocH-100iV Diff kein In-Haus-Gerat dar und
wird daher beim Vergleich der Messergebnisse aus dem Methodenvergleich mit
Angaben aus der Literatur uber den Cell-Dyn 3500 und dem ADVIA 120 bewertet.
LANGFORD et al. (2003) fuhrten in den USA eine Studie mit dem XT-2000i mit
Humanblut durch und erzielten im Methodenvergleich mit dem XE-2100 der Firma
Sysmex sehr gute Ergebnisse. Die eigenen Ergebnisse werden in der folgenden

Tabelle den Resultaten aus der Literatur gegenubergestellt.

Tabelle 25: Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias flir die Parameter WBC, RBC,
HGB, MCV und PLT von verschieden Hamatologiesystemen aus der Studie BECKER
(2007), FICKENSCHER (2001) fur die Tierart Hund und aus der Studie LANGFORD et al.
(2003, Humanblut) mit den eigenen Untersuchungen

Gerate Prinzip Korrelationskoeffizient (r) und Bias
* WBC RBC HGB MCV PLT

XT-2000iV 1 r=1,00 r=0,98 r=0,83 r=0,91 r=0,98
VS Bias=0, | Bias=0,22 Bias=-1,05 | Bias=2,04 Bias=
ADVIA2120 01 -56,56
Cell-Dyn 2 r=0,994 | r=0,985 r=0,995 r=0,938 r=0,82
3500 vs Bias= Bias=0,00 Bias=-0,30 | Bias=1,87 Bias=
ADVIA120 -0,58 -31,65
ADVIA120 3 r=0,999 | r=0,995 r=0,999 r=0,892 r=0,993
vs H*1 Bias=-- | Bias= -- Bias= -- Bias= -- Bias= --
XT-2000i 4 r=1,00 r=1,00 r=1,00 r=0,98 r=0,98
VS (Human- | Bias=-- | Bias= -- Bias= -- Bias= -- Bias= --
XE-2100 blut)

* Legende Messprinzipen:

1 = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie und Impedanzmethode, 5-Zell-Diff (inklusive
Retikulozyten), 2 = Durchflusszytometrie und Laserstreulichtmessystem (mit
Impedanzmethode), 5-Zell-Diff (ohne Retikulozyten) 3 = Durchflusszytometrie,
Laserstreulichtmessmethode, Peroxidaseaktivitdtsbestimmung, 5-Zell-Diff (inklusive
Retikulozyten), 4= Fluoreszenz-Durchflusszytometrie und Impedanzmethode, 5-Zell-
Diff (inklusive Retikulozyten)

Insgesamt Iasst sich fur den XT-2000iV aus den eigenen Untersuchungen festhalten,
dass hervorragende Ubereinstimmungen mit den Messergebnissen des ADVIA 2120
fur die Parameter WBC, RBC, HCT und PLT erzielt wurden.
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Tabelle 26: Vergleich der Korrelationskoeffizienten, slope, Y-intercept und Bias fir den
Parameter Hamoglobin von XT-2000iV, ADVIA2120 und ADVIA120 fiur die Tierart Hund.
Hamoglobin- r slope Y-intercept Bias

Messung
XT-2000iV 0,83 0,84 -0,03 -1,05
VS.
ADVIA2120
XT-2000iV 0,96 1,05 -0,35 0,13
VS.
ADVIA120
pocH-100iV 0,75 0,78 0,45 -1,13
Diff

VS.
ADVIA2120
pocH-100iV 0,94 0,98 0,08 -0,11
Diff

VS.
ADVIA120

Tabelle 26 zeigt die Hamoglobinmessung im Einzelnen. Bei beiden Geraten (pocH-
100iV Diff und XT-2000iV) fallt eine niedrige Steigung (slope = 0,78 bzw.0,84) auf.
Ein optimaler Wert liegt nahezu bei 1, unter 1 bedeutet, dass beide
Hamatologiesysteme den wahren Wert unterschatzen. Die Literatur zeigt eine Studie
von BAUER et al., 2008, in der der ADVIA120 mit dem ADVIA2120, hinsichtlich der
unterschiedlichen Messmethoden (Zyanmethamoglobinmethode vs. Zyanfreie
Hamoglobinmethode) verglichen wird. Die Resultate ergeben dort ebenfalls einen
proportionalen Fehler.

Aufgrund dessen werden die eigenen Resultate beider Gerate mit denen des
ADVIA120 verglichen und ergeben mit Korrelationskoeffizienten von 0,94 bzw. 0,96
und einem slope von 0,98 bzw. 1,05 eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem
ADVIA120.
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Stellt man diese Resultate den Angaben aus der Literatur gegenuber, liegen die
Korrelationskoeffizienten sehr nahe beieinander und alle Gerate erzielen sehr gute
Resultate in der Blutzellzahlung fur die Tierart Hund. Wie aus der Tabelle 25
ersichtlich erzielte der XT-2000iV mit der Humanblutsoftware hervorragende
Ergebnisse (r = 0,98), mit denen sich das gleiche Gerat aus den eigenen

Untersuchungen mit der Software fur die Tierart Hund durchaus messen kann.

7.1.2.2 Parameter der Blutzelldifferenzierung mit Fallbeispielen

Im Methodenvergleich zur Blutzelldifferenzierung diente die manuelle Differenzierung
von panoptisch gefarbten Blutausstrichen als Referenzmethode. Von den 122
Hundeblutproben, die in den Methodenvergleich fur den pocH-100iV Diff
eingeflossen sind konnten nur 107 zur Auswertung der Differentialblutbilder genutzt
werden, da der pocH-100iV Diff bei 15 Hundeblutproben kein Differentialblutbild
erstellt hat (siehe Kap.6.2.2). Als In-Haus-Gerat erstellt dieses Hamatologiegerat ein
3-Zell-Differentialblutbild bestehend aus Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten
und ,OTHER® (Abkurzung ,OTHR"). Die Bezeichnung ,OTHR" steht hauptsachlich fur
die neutrophilen Granulozyten, es zahlen aber auch Monozyten und eventuell
vorhandene basophile Granulozyten dazu. Zunachst werden die Ergebnisse fur den
pocH-100iV Diff des Methodenvergleichs tabellarisch den Resultaten der Literatur

gegenubergestellt.
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Tabelle 27: Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias fur die Parameter des
Differentialblutbildes von verschieden Hamatologiesystemen aus der Studie FICKENSCHER
(2001), NEUERER (2005) und BECKER (2007) fir die Tierart Hund mit den eigenen
Untersuchungen

Parameter (%) | pocH- ADVIA120 Cell-Dyn Scil VetABC | VetScan
100iV Diff | vs 3500 VS HMT
VS manuell VS manuell VS
manuell manuell manuell
OTHER r=0,79
Bias=2,02
Neutrophile r=0,970 r=0,974 r=0,974 r=0,987
Granulozyten Bias= -- Bias= -- Bias=2,14 Bias=0,22
Lymphozyten r=0,85 r=0,799 r=0,701 r=0,676 r=0,451
Bias=0,44 | Bias= -- Bias= -- Bias=-1,04 Bias=0,87
Monozyten r=0,436 r=0,268 r=0,183 r=0,79
Bias= -- Bias= -- Bias=-0,92 Bias=-0,79
Eosinophile r=0,22 r=0,785 r=0,835
Granulozyten Bias=3,48 | Bias= -- Bias= --

Bei der Beurteilung der Korrelationskoeffizienten des pocH-100iV Diff im Vergleich
mit den angegebenen Geraten aus der Literatur muss beachtet werden, dass nur der
VetABC und der
(Impedanzprinzip)

VetScan als In-Haus-Gerate die gleiche Messmethode
Die

Leukozytendifferenzierung des Cell-Dyn 3500 ist Laser gestutzt und der ADVIA120

zur  Differenzierung der  Leukozyten  nutzen.
nutzt die Peroxidaseaktivitat der einzelnen Zellpopulationen (und die Laser gestitzte
Analyse), zudem erstellen beide Gerate ein 5-Zell-Differenzialblutbild (inklusive der
Retikulozyten).

Far die Parameter der Blutzelldifferenzierung kann gesagt werden, dass die
pocH-100iV Diff mit Differentialblutbild

vergleichend mit den Literaturangaben in einem ausreichenden Bereich liegen.

Korrelationen des dem manuellen
Akzeptabel ist der Korrelationskoeffizient der Lymphozyten mit 0,85. Wichtig fur den
Anwender zu wissen ist jedoch, ob das Gerat in der Lage ist, Blutproben mit
deutlichen hamatologischen Veranderungen zu erkennen. Als Beispiel ist an dieser
Stelle das Lymphom Grad V zu nennen, bei dem im Blutausstrich des Patienten

deutlich Lymphoblasten zu erkennen sind. Im Idealfall wirde man erwarten, dass der
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pocH-100iV Diff diese Zellen zu den Lymphozyten zahlt und eine Warnmeldung
anzeigt oder aber kein Differentialblutbild erstellt, um einen Hinweis fur eine
pathologische Veranderung deutlich zu machen. Drei Patienten wiesen ein Lymphom
Grad V auf und der pocH-100iV Diff erstellte immer ein Differentialblutbild, erkannte
die lymphatische Blasten allerdings nicht als solche, sondern zahlte sie zum
Parameter OTHR, der hauptsachlich fur die Neutrophilen steht. Lymphoblasten
haben einen groReren Kern als Lymphozyten, welcher von der Geratetechnologie
des pocH-100iV Diff erkannt wird. Nach der Reagenzienwirkung sorgt der grol3e
Kern flr eine groRere Impulshéhe (Impedanzmethode) und wird somit der Population
von Zellen zugeordnet, die gréRere Impulshohen zeigen als Lymphozyten der
Population OTHR. Technisch gesehen ist diese Zuordnung somit korrekt, jedoch hat

der Anwender keinen Hinweis auf das Vorhandensein von pathologischen Zellen.

In den eigenen Untersuchungen konnte nicht immer eindeutig geklart werden, warum
das Gerat kein Differentialblutbild erstellt hat. Als positiv zu bewerten fur den pocH-
100iV Diff ist, dass bei Vorliegen deutlicher Veranderungen im Blut, wie bei einer
Linksverschiebung mit einer grofien Anzahl von stabkernigen Garnulozyten oder bei
vermehrtem Auftreten von kernhaltigen Erythrozyten bzw. Normoblasten
(regenerative Anamie), kein Differentialblutbild erstellt wurde. Zum Teil betraf es aber
auch Blutproben mit nur geringgradigen Veranderungen, die Proben wurden zweimal

am Gerat analysiert und es lag kein technischer Fehler vor.

Der pocH-100iV Diff unterscheidet sich von anderen Impedanzgeraten dadruch, dass
die eosinophilen Granulozyten separat ausgewiesen werden. Insofern ist die
schlechte Korrelation bei den eosinophilen Granulozyten von 0,22 (sieh Abb.18)
auffallig. Zur weiteren Abklarung, ob der pocH-100iV Diff in der Lage ist eine
Eosinophilie richtig zu erkennen, wurde eine ROC-Kurve (ROC = receiver operating
characteristic) erstellt und die area under the curve (AUC) berechnet. In der

Abbildung 38 ist das Ergebnis der ROC-Kurvenanalyse dargestellt.
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Abbildung 37: ROC-Kurve fur die Richtigkeit der Eosinophilieerkennung des pocH-100iV Diff
bei Hundeblutproben, angegeben sind die ROC-Kurve (durchgezogene Linie), sowie die
Diagonale (gestrichelte Linie).

Der Flachenwert unter der ROC-Kurve in Abbildung 37 betragt 0,63. Dieser Wert
liegt damit an der unteren Grenze (Werte 0,5 bis 1) und bedeutet fir den pocH-100iV
Diff, dass nur eine geringe Trennscharfe zur Erkennung einer Eosinophilie vorliegt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass fur das Differenzialblutbild des
pocH-100iV Diff im Vergleich mit der manuellen Methode nur ein ausreichendes
Ergebnis erzielt werden konnte und eine mikroskopische Untersuchung des

Blutausstriches unerlasslich bleibt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des XT-2000iV aus dem Methodenvergleich

mit dem manuell erstellten Differentialblutbild besprochen.

Bevor diese Ergebnisse mit den Literaturangaben verglichen werden, muss auf die
statistische Auswertung der eigenen Untersuchungen am XT-2000iV eingegangen
werden. Zunachst sind in die Auswertung 284 Differentialblutbilder einbezogen
worden. Das Ergebnis der Korrelationen im Vergleich mit der manuellen Methode
war mit Korrelationskoeffizienten von r= 0,17 (Lymphozyten), r= 0,26 (Neutrophile

G.), r= 0,40 (Monozyten) und r= 0,73 (Eosinophile G.) als ungenugend zu bewerten.



91

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs dieser ersten Korrelationsanalyse sollen fur

die Lymphozyten und die neutrophilen Granulozyten graphisch dargestellt werden.

Neutrophile Granulozyten - Hund (%) |

Lymphoyzten - Hund (%) |

28
o Sol® n
—— Linear fit (21.42 +0.2713x) %&@* —Linear fit (38.75 +0.3028x)

o

°:§%®‘ﬁ .° - Data

o Data

=3
=)

95% Cl
95% CI
95% Prediction interval

XT2000iV
XT2000iV

IS
I=)

o e
95% Prediction interval Linear (Linear fit (38.75

+0.3028x))
—— Linear (Linear fit (21.42
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der 1. Korrelationsanalyse des Methodenvergleich fir
die Parameter der Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten des XT-2000iV bei der
Tierart Hund, n = 284.

In der Abbildung 38 fallt eine groRe Zahl von Ausreil}ern (siehe rote Markierung)
sowohl bei den Lymphozyten (links) als auch bei den neutrophilen Granulozyten
(rechts) auf. Mit Hilfe der Korrelationsanalyse wurden die einzelnen Ausreil3er
(Patienten) herausgesucht und mit dem manuell erstellten Differenzialblutbild
verglichen. Es viel auf, dass es sich bei den Veranderungen der Lymphozyten und
Neutrophilen, wie bei Betrachtung der Graphiken schon zu erahnen, um dieselben
Patienten handelt und der XT-2000iV diese Blutproben mit unterschiedlichen ,Flags”
markierte. Flags sind Warnmeldungen, sogenannte Verdachts- oder
Abnormalmeldungen, die eine Probe POSITIV markieren (siehe Kapitel 3.3.5.2). Das
Gerat markiert jede zu analysierende Probe, sind keine Veranderungen im Blut
vorhanden gilt die Probe als NEGATIV und der Befund kann Gbernommen werden.
Die Flaganalyse der aufgefallenen Ausreiller ergab, dass die meisten
Ausreilerproben mit folgenden Flags markiert sind: positiv fir morph, count, positiv
fur diff, count und positiv fur diff, morph, count. Diese Flags geben dem Anwender
den Hinweis, dass Abweichungen in der Zelldifferenzierung und -zahlung und
morphologisch abnormale Zellen festgestellt worden sind. Das ausgegebene
Differenzialblutbild sollte angezweifelt werden und macht wahrscheinlich eine
mikroskopische Untersuchung des Blutausstriches notwendig. Betroffen sind
Blutproben mit deutlichen hamatologischen Veranderungen, die zu Fehimessungen

bei der automatischen Zahlung fuhren kénnen.
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Im Folgenden sollen die Probenanalysen dargestellt werden, die aufgrund von
Fehlinterpretationen des XT-2000iV aus der Statistik ausgeschlossen wurden.
Insgesamt konnten 51 AusreiRer mit deutlichen Unterschieden zum manuellen
Differenzialblutbild erkannt werden. Als Beispiel ist an dieser Stelle eine
Linksverschiebung zu nennen, bei der es zu einem starken Anstieg von stabkernigen
(unreifen) neutrophilen Granulozyten im Blut kommt. Der XT-2000iV ordnet diese
Zellen den Lymphozyten zu, wahrend sie bei der manuellen Differenzierung als
stabkernige neutrophile  Granulozyten erkannt werden. In den eigenen
Untersuchungen waren unreife Neutrophile die haufigste Ursache fir eine falsch-
hohe Lymphozytenzahl. Diese Tatsache soll anhand eines Fallbeispieles (Abb. 40)
verdeutlicht werden. Zum Vergleich wird das Leukogramm eines gesunden Hundes
prasentiert (Abb. 39).

Mono
{ Lymph

Neut +

Abbildung 39: Leukogramm eines gesunden Hundes als Vergleich zu den Fallbeispielen
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Abbildung 40: Fallbeispiel: Leukogramm und Datenreport (WBC Differential), XT-2000iV,
eines Hundes (Shila) mit Linksverschiebung, Diagnose: Sepsis

Eine weitere Ursache der Fehlinterpretation ist das Vorkommen von Patienten mit
hamatopoetischen Tumoren der lymphozytaren Reihe. Die entarteten Zellen kdnnen
unterschiedliche Gestalt annehmen, so dass eine Trennung von Lymphozyten und
Lymphoblasten haufig schwierig ist. Der XT-2000iV hat bei dem folgenden Beispiel
die Lymphoblasten den Monozyten zugeordent.

Ttem Data \ \ Unit \

WEC 732 10MAL
NELT# 0,15 10434L
LYMPH# 4,76 10434L ee .

EO# 0.03 103/ Lymphozyten:  16%
BASO# 0,01 10434L . 0
I % Monozytgn. 10/0
L'YMPHE g0 % Stabkernlge: 13%
"‘Eg;% 3;3 * ; Segmentkernige: 43%

. _ o

BASO% 01 % Blasten: 27%

Abbildung 41: Fallbeispiel: Leukogramm und Datenreport (WBC Differential), XT-2000iV,
eines Hundes (Sidney) mit Lymphoblasten, Diagnose: Lymphom Grad V
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Ein ahnliches Problem stellen die aktivierten Lymphozyten bei der Zelldifferenzierung
fur den XT-2000iV dar. In der Abbildung 42 ist ein Fallbeispiel gezeigt in dem auch

die aktivierten Lymphozyten als Monozyten deklariert werden.

Ttem Data | | Unit \

WEC 981 10A/AL
NEUT# 4,66 10A3/uL
LYMPH 200 10840 Manuelles Diff:

MONOH# 2,73 + 1003/

EO# 0.33 10434 L}_/mphOZ)/_te_nZ 36%
ﬁf:ﬁ?; 2%02 ;DW“L Einige aktivierte Lymph.
LPHE 05 % Monozyten: 3%
MOND 7.8 + % 0

E0% T4 g Segmentkernige: 57%
BASO% 0.5 %

Abbildung 42: Fallbeispiel: Leukogramm und Datenreport (WBC Differential), XT-2000iV,
eines Hundes (Tinta) mit aktivierten Lymphozyten, Diagnose: purulente Bronchitis

Vergleicht man die Abbildungen 41 und 42 miteinander wird deutlich, dass die
Grenzen der Lymphozyten (pinke Wolke) und Monozyten (grine Wolke) ineinander
ubergehen. Das Problem der Monozytenabgrenzung bei automatischen
Hamatologiesystemen beschreibt auch FICKENSCHER (2001) bei den
Untersuchungen am ADVIA 120. Zur Erinnerung: der ADVIA 120 nutzt zur
Abgrenzung der Monozyten von Lymphozyten bzw. neutrophilen Granulozyten den
Peroxidasegehalt der Zellen (siehe Kapitel 2.7.4). FICKENSCHER (2001) zeigt an
einem Fallbeispiel, dass Neutrophile aufgrund eines Myeloperoxidase-Mangels
falschlicherweise als Monozyten deklariert werden.

Die wichtigste Ursache der Fehlinterpretation von Monozyten liegt wohl in der
Vielgestaltigkeit dieser Zellen. Es gibt keine einheitliche Form, selbst die Zellgrélke
aber auch der Zellinhalt kann stark variieren (JAIN, 1993; WALKER, 1999). Dies
kann zum Teil die Schwierigkeiten der Gerate, diese Zellen zu erkennen, erklaren.
Beim Vergleich der dargestellten Leukogramme besteht die Schwierigkeit der
Zellzuordnung am XT-2000iV wahrscheinlich aufgrund erhohter Zellaktivitat bzw.
Fluoreszenzintensitat. Die Zellen rutschen dann im Leukogramm weiter nach oben in

den Bereich des Monozytenclusters und werden als solche deklariert.
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Am Gerat besteht grundsatzlich die Moglichkeit die Grenzen der einzelnen
Zellpopulationen manuell zu setzen. Nach manueller Differenzierung wurde dies
versucht, jedoch waren aufgrund der Dichte der Zellpopulationen im Leukogramm
keine deutlichen Grenzen sichtbar. Dazu muss bemerkt werden, dass die
Datenreportansicht am Bildschirm zweidimensional erscheint, das System die
einzelnen Zellpopulationen jedoch dreidimensional zuordnet und die manuelle
Zuordnung eventuell mit einer 3-D-Ansicht besser moglich ware.

Weiterhin sind in der angewendeten Softwareversion die spezifisch morphologischen
Flags am XT-2000iV unterdrickt, so dass Untersuchungen und Aussagen uber diese
mdglichen Flags bezuglich stabkerniger (unreifer) Granulozyten, Lymphoblasten oder
Normoblasten nicht gemacht werden konnen. In der Studie von LANGFORD et al.
(2003) mit dem XT-2000i far Humanblut wurden diese spezifisch morphologischen
Flags fur Normoblasten und Lymphoblasten untersucht. Manuell wurden hier bei 9
von 114 Patienten Lymphoblasten im peripheren Blut erkannt. Der XT-2000iV
kennzeichnete 6 dieser Proben mit entsprechendem Flag. Die 3 nicht erkannten
Proben hatten bei manueller Kontrolle eine Blastenanzahl von < 1,0%, das Gerat
generierte jedoch andere Flags, die ein manuelles Differentialblutbild erforderten.
Hinsichtlich dieser separaten Analyse von Normoblasten- und Lymphoblasten-Flags
ergab die Studie von LANGFORD fur den XT-2000i mit Humanblut eine gute
Effizienz (94,7 % fur Lymphoblasten, 91,2% fur Normoblasten) (LANGFORD et al.,
2003).

Sind die Veranderungen in der zu analysierenden Probe so gravierend, dass keine
Differenzierung moglich ist, wird im Leukogramm die entsprechende Zellpopulation
grau markiert und im Datenreport kein Wert ausgegeben (---). Die folgende
Abbildung 43 zeigt ein solches Beispiel von einem Hund mit einer hochgradigen

Leukozytose.



96

Ttem | Data | Unit |

WEC Fh.40 + 1043 UL

MEUTR -—— 1043 Aul
L mPr - owal - Manuelles Diff:

MONO# 1.74 + 1043 uL

EO# 0,20 1043/l Lymphozyten: 9%
BEASOR 0.03 1043 /ul . 0,
it B e Monozytgn. 6%
L'fMPH % Stabkernige: 1%
Ho AL Segmentkernige: 83%
BASO% 0.0 ES

Abbildung 43: Fallbeispiel: Leukogramm und Datenreport (WBC Differential), XT-2000iV,
eines Hundes (Kira) mit hochgradiger Leukozytose

Die dargestellten Falle sind Beispiele fur die aufgetretenen Ausreiler bei der ersten
Korrelationsanalyse. Nach Ausschluss dieser Falle aufgrund von Fehlinterpretationen
und  unvollstandigen  Differentialblutbildern des  XT-2000iV  wird  die
Korrelationsanalyse wiederholt und ergibt wesentlich bessere Ergebnisse (siehe Abb.
44).
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80
———Linear fit (5.061 +0.8197x)
80 4 o ——Linear fit (1.556 +0.8959x)
o Data

60 o Data

1 95% Cl
60 95% Cl

95% Prediction interval

40 - 95% Prediction interval

XT2000iV
XT2000iV

—— Linear (Linear fit (5.061
+0.8197x))

—— Linear (95% CI)
20 4

y=0,82x + 5,06 y=0,90x + 1,56
R=0,89 R=0,93

20 40 60 80
Manuell Manuell

Abbildung 44: Graphische Darstellung der 2. Korrelationsanalyse des Methodenvergleichs
fur die Parameter Neutrophile G. und Lymphozyten des XT-2000iV nach der Analyse der
AusreilRer bei der Tierart Hund, n = 235.

Nach der Analyse der Ausrei3er sollen die Ergebnisse aus dem Methodenvergleich

nun den Angaben aus der Literatur gegenubergestellt werden.
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Tabelle 28: Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias fur die Parameter des
Differentialblutbildes von verschieden Hamatologiesystemen aus der Studie FICKENSCHER

(2001) und BECKER (2007) fur die Tierart Hund mit den eigenen Untersuchungen

Parameter XT-2000iV ADVIA120 Cell-Dyn 3500 | ADVIA120
VS VS VS VS
manuell manuell manuell manuell
(eigene U.) (FICKENSCHER) | (BECKER) (BECKER)
Neutrophile G. | r=0,93 r=0,970 r=0,987 r=0,992
Bias= -6,00 Bias= -- Bias=0,63 Bias=-0,48
Lymphozyten r=0,89 r=0,799 r=0,787 r=0,667
Bias=1,91 Bias= -- Bias=-0,33 Bias= 0,28
Monozyten r=0,40 r=0,436 r=0,731 r=0,786
Bias=5,37 Bias= -- Bias=-0,03 Bias=-0,03
Eosinophile G. | r=0,73 r=0,785 r=0,792 r=0,816
Bias=0,15 Bias= -- Bias=-0,22 Bias= 0,10

Die Ergebnisse der

Korrelationen

im Methodenvergleich aus den eigenen

Untersuchungen stimmen mit denen aus der Literatur Uberein. Ein Grund flir die
relative grolRe Spanne der Korrelationskoeffinzienten bei den Monozyten ist
wahrscheinlich wie bereits beschrieben die Vielgestaltigkeit dieser Zellen, aber
naturlich kann es auch bei der manuellen Identifizierung der Monozyten zu
GOOSENS et al. (1991) halten die

Referenzmethode  (100-200

Interpretationsfehler

Fehlinterpretationen kommen. in der

Routinediagnostik  angewendete differenzierte

Leukozyten panoptisch gefarbt) zusammen mit durch

unterschiedliche Untersucher und der ungleichmaBigen Verteilung der Monozyten

auf dem Objekttrager fur ungeeignet. Sie schlagen dafur die Verwendung von

monoklonalen Antikérpern vor (RUMKE, 1960; GOOSENS et al, 1991;
FICKENSCHER, 2001).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die erreichten

Korrelationskoeffizienten des XT-2000iV fur die Parameter der Blutzelldifferenzierung
sich im Rahmen der in der Literatur angegebenen Bereiche befinden. Die Ursache
fur eine anfangs schlechte Korrelation bei

den Lymphozyten, neutrophilen

Granulozyten und Monozyten wurde anhand von Fallbeispielen naher erlautert.
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7.1.2.3 Retikulozytenzahlung

Der Methodenvergleich bezuglich der relativen und absoluten Retikulozytenzahl fand
zwischen XT-2000iV und der manuellen Zahlung von Blutausstrichen, die mittels
Brilliantkresylblau gefarbt wurden, statt. Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,86
(relativ) und 0,85 (absolut) konnte eine akzeptable Korrelation zwischen der
manuellen und der automatisierten Messmethodik festgestellt werden (siehe Tab.
10). Das College of American Pathology empfiehlt in seinem Reticulocyte Project fur
die automatische Retikulozytenzahlung mittels Durchflusszytometrie einen
Korrelationskoeffizienten von mindestens 0,95 (SAVAGE et al., 1985).

Bei der Beurteilung der Korrelation muss aber daran gedacht werden, dass hier zwei
sehr unterschiedliche Methoden im Vergleich stehen. Die automatische
Retikulozytenzahlung untersucht Uber 50 000 Zellen, die manuelle Methode jedoch
nur 1000 Zellen. Aufgrund dessen wurden die eigenen Untersuchungen erweitert und
beinhalten den Vergleich der automatischen Retikulozytenzahlung des XT-2000iV
mit denen der Hamatologiesysteme ADVIA120 und ADVIA2120, bei einer
Probenzahl von 251 bzw 279. Die Messmethoden dieser Hamatologiesysteme sind
vergleichbar und somit erzielt der XT-2000iV Korrelationskoeffizienten von > 0,98
(Bias -0,01 — 0,01) im Vergleich mit der automatisierten Zahltechnik (siehe Tab. 29).

Vergleicht man die Resultate der eigenen Untersuchungen mit den Ergebnissen aus
der Studie von BECKER (2007), bei der die automatische Retikulozytenzahlung
verschiedener Hamatologiesysteme im Vergleich stand, zeigt der XT-2000iV bei der
Tierart Hund sehr gute Ergebnisse (siehe Tab. 29). LANGFORD et al. erzielten 2003
fur den XT-2000i mit Humanblut die Forderung des College of American Pathology

mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,99 (siehe Tab. 29).
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Tabelle 29: Vergleich der Korrelationskoeffizienten und Bias fir die automatische
Retikulozytenzahlung von verschieden Hamatologiesystemen aus der Studie BECKER
(2007) fur die Tierart Hund und aus der Studie LANGFORD et al. (2003) fir Humanblut mit
den eigenen Untersuchungen.

Gerate Prinzip Korrelationskoeffizient (r)
* und Bias
Retikulozyten (absolut)

XT-2000iV 1

VS r=0,86

manueller Bias = 0,74

Zahlung

LaserCyte 2

VS r=0,79

ADVIA120 Bias = -36,20

ForCyte 3

VS r=0,66

ADVIA120 Bias = -62,10

XT-2000i 4

VS (Human- r=0,99

XE-2100 blut) Bias = --

XT-2000iV 1 r=0,98

VS Bias = 0,01

ADVIA2120

ADVIA120 2 r=0,98

Vs Bias = 0,01

XT-2000iV

ADVIA120 2 r=0,99

VS Bias = -0,01

ADVIA2120

* Legende Messprinzipen:

1 = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie und Impedanzmethode, 5-Zell-Diff (inklusive
Retikulozyten), 2 = Durchflusszytometrie und Laserstreulichtmessystem, 5-Zell-Diff (inklusive
Retikulozyten), 3 = Laser- und Impedanzmethode, 5-Zell-Diff (inklusive Retikulozyten), 4 =
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie und Impedanzmethode, 5-Zell-Diff (inklusive
Retikulozyten)

7.1.3 Linearitdt und Carry over

Die gemal dem Protokoll der Richtlinien zur Evaluierung von Blutzellanalysegeraten
(ENGLAND et al., 1994) durchgefihrten Untersuchungen zur Linearitat des pocH-
100iV Diff und des XT-2000iV lieferten fur beide Hamatologiesysteme hervorragende
Ergebnisse fur die Parameter WBC, RBC und HGB. Die Ergebnisse sind in Tabelle
11 und 12 aufgelistet. Mit den Korrelationskoeffizienten von r = 0,97 bis r = 1 kann

uber den Messbereich eine stabile Bestimmung prasentiert werden.
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Bezlglich des Carry overs konnten LANGFORD et al., 2003 in den Untersuchungen
mit dem XT-2000i bei Humanblut fur den Parameter WBC eine minimale
Verschleppung von 0,83% und  fir die Parameter RBC und HGB keine
Verschleppung beobachten. FICKENSCHER konnte 2001 in ihren Untersuchungen
mit dem ADVIA120 bei Hundeblut fur die Parameter WBC, RBC und HB ein Carry
over zwischen 0,00% (HB) und 0,17% (RBC) feststellen.

Die eigenen Untersuchungen mit dem XT-2000iV und dem pocH-100iV Diff mit
Hundeblut zeigen Carry over Werte flir den Parameter WBC, die den geforderten
Grenzbereich von < 0,25% deutlich unterschreiten (pocH-100iV Diff: Verschleppung
= 0,00%; XT-2000iV: Verschleppung = 0,03%).

7.1.4 Antikoagulanzienvergleich

Der Antikoagulanzienvergleich hat ergeben, dass die Gerinnungshemmer zum Teil
einen hoch signifikanten Einfluss auf die Messergebnisse der beiden
Hamatologiesysteme haben. Der Einfluss betrifft die Thrombozytenzahl und die
Erythrozytenindizes (siehe Tab. 16 und 17). Ein Gerinnungshemmer kann ein
Schrumpfen oder ein Schwellen der Erythrozyten verursachen. Als Ursache werden
in der Literatur inadaquat gefullte Probenrohrchen diskutiert. Hohe Konzentrationen
an EDTA fihren zum Schrumpfen von Erythrozyten und damit zu erniedrigten
Werten von HKT und MCV (GOOSENS et al., 1991; TVEDTEN, 1981). Ein
verlangerter Kontakt der Erythrozyten mit EDTA zum Beispiel wahrend des
Probentransports 16st wiederum ein Schwellen der Zellen aus (TVEDTEN, 1981).
Antikoagulanzien haben ebenfalls einen Einfluss auf die Entstehung von
Thrombozytenagglutinaten (LOMBARTS und DEKIEVIET, 1988; SAVAGE, 1984;
THOMPSON et al., 1983). EDTA fuhrt unmittelbar nach Kontakt zur
isovolumetrischen Aufkugelung und somit zur Schwellung der Thrombozyten, auch
eine Agglomeration kann ausgelost werden (MACEY et al., 2002). Citrat hat eher
einen stabilisierenden Effekt auf die Thrombozyten (THOMPSON et al., 1983).

In den eigenen Untersuchungen konnte der Einfluss der verschiedenen
Gerinnungshemmer  auf die  Thrombozyten  durch  den  paarweisen

Antikoagulanzienvergleich nach der Bonferroni-Methode dargestellt werden. Hier
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fallen vor allem am pocH-100iV Diff beim Vergleich Heparin/Citrat hochsignifikante
Unterschiede von bis zu 55% auf (siehe Tab.: 16). In der Literatur vermutet
FICKENSCHER (2001), dass durch die Verwendung von Li-Heparin als
Antikoagulanz bei Hundeblut es zu einer Abnahme der Plattchenzahl aufgrund der
Bildung von Thrombozytenagglutinaten kommt. Da der Versuch mit denselben
Hundeblutproben auch am XT-2000iV durchgefuhrt wurde, ist hier mit ahnlichen
Ergebnissen zu rechnen. Tatsachlich aber betragt die prozentuale Abweichung fur
den Parameter PLT im Vergleich Heparin/Citrat nur 2,71% (siehe Tab.: 17). Eine
Erklarung ist die Moglichkeit des XT-2000iV die Thrombozytenzahl auch optisch zu
bestimmen. Ist keine genaue Trennung in der Impedanzmessung zwischen
Erythrozyten und Thrombozyten zum Beispiel aufgrund von Agglutinaten moglich,
zeigt die optische Methode mittels Fluoreszenz ein genaueres PLT-Ergebnis. Somit
wird die Vermutung von FICKENSCHER (2001), dass auch beim Hund Li-Heparin

Thrombozytenagglutinate verursacht, bestatigt.
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Als Beispiel wird in den folgenden Abbildungen der Einfluss von K3;-EDTA und Li-
Heparin auf die Thrombozytenzahl anhand des Ergebnisreports des pocH-100iV Diff
und des XT-2000iV dargestellt.
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Abbildung 45: Ergebnisreport pocH-100iV Diff des Hundes ,Shila“ mit verschiedenen
Antikoagulanzien (links: K3;-EDTA, rechts: Li-Heparin)

Im Ergebnisreport des pocH-100iV Diff zeigt sich deutlich die Verminderung der
Thrombozytenzahl von 266x10%/uL auf 144x10°/uL bei Verwendung des Li-Heparin
gegenuber dem K3-EDTA als Gerinnungshemmer. Im dazugehdrigen Histogramm ist
die Aggregation der Thrombozyten anhand einer Verbreiterung der PLT-Kurve
graphisch gut zu erkennen. Zusatzlich erfolgt ein Flagging beim Li-Heparin des WBC
Wertes (und somit auch Diffs; Flag: WL*) aufgrund einer Interferenz der

Thrombozytenaggregate mit der WBC Zahlung.
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Im Anschluss wird der Ergebnisreport des XT-2000iV derselben Hundeblutprobe
dargestellt.

K4EDTA Li-Heparin
PLT-O
WBC 832 [10uL] hoy S8 motsL) g
RBC 674 [10'6/ul] noc G620tk
HGB 156 [gidL] ES? ;82 [%’/d”
HCT 517 [%) MV 764 Eﬂf]]
mgv 767 [ MCH 233 [og]
T
b el PLT LT & 202 [10"3Al) PLT

Abbildung: 46: Ergebnisreport XT-2000iV des Hundes ,Shila“ mit verschiedenen
Antikoagulanzien (links: Ks- EDTA, rechts: Li-Heparin)

Aus der Abbildung 46 ist ersichtlich, dass der XT-2000iV aufgrund seiner Moglichkeit
der optischen Bestimmung der Thrombozyten ein besseres Ergebnis der
Thrombozytenzahl bei Verwendung von Li-Heparin liefert. Die ungenaue Trennung in
der Impedanzmessung zwischen Erythrozyten und Thrombozyten wird durch die
abnorme Verteilungskurve sichtbar (roter Pfeil). Die turkis-farbene Punktwolke zeigt
die Thrombozytenzahl nach der optischen Bestimmung mittels Fluoreszenz. Die

Verminderung von 241x10%/uL auf 202x10%/uL wird als geringgradig bewertet.

Schlussfolgernd aus den Untersuchungen und der Literatur (LOMBARTS und
DEKIEVIET, 1988; SAVAGE, 1984; THOMPSON et al.,, 1983, FICKENSCHER,
2001) ist fur die Thrombozytenzahlung am pocH-100iV Diff Heparin aufgrund des
negativen Einfluss auf die Thrombozytenzahl durch Agglutinatbildung nicht zu
empfehlen. Der XT-2000iV liefert aufgrund seiner erweiterten Messtechnologie auch

bei Vorkommen von Thrombozytenagglutinaten verlassliche Ergebnisse.
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7.1.5 Verlaufsuntersuchungen (Blutalterung und Lagerungstemperatur)

Bezuglich der  Beurteilung der  Verlaufsuntersuchungen an beiden
Hamatologiesystemen sollte berucksichtigt werden, dass es sich bei dem pocH-
100iV Diff um ein Gerat handelt, welches im alltaglichen Praxisbedarf eingesetzt wird
— ein sogenanntes ,In Haus Gerat“. Das heil’t, die zu analysierenden Blutproben
werden in der Regel umgehend oder innerhalb weniger Stunden nach Blutentnahme
gemessen. Der XT-2000iV dagegen kann in Kliniken oder Laboratorien eingesetzt
werden. Hier spielt die Tatsache, dass immer mehr Tierarzte Einsendelaboratorien
nutzen eine grollere Rolle. Kenntnisse uUber lagerungsbedingte Veranderungen der
Blutproben sind somit notwendig und in der vorliegenden Arbeit fur den XT-2000iV
aufgrund der Einsetzbarkeit wahrscheinlich interessanter als flr den pocH-100iV Diff.
Aber auch bei einem ,In Haus Gerat® sollte man wissen, in welchem Zeitrahmen
Blutproben gemessen werden mussen, um ein aussagekraftiges Ergebnis erhalten
zu kénnen.

Die eigenen Untersuchungen zeigen den Einfluss von Lagerungstemperatur und —
dauer auf die Messung von Hundeblutproben durch den XT-2000iV und den pocH-
100iV Diff. Betrachtet man die Ergebnisse des XT-2000iV (siehe Tab. 20) fallt auf,
dass bei der Blutzellzahlung die Lagerungsdauer einen hochsignifikanten Einfluss
hatte. Bezlglich der Blutzelldifferenzierung betrifft dies die Lymphozyten, Monozyten,
neutrophilen Granulozyten und die Retikulozyten. Zusatzlich zeigte sich ein hoch
signifikanter Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Messungen der Parameter
Hamatokrit und MCV.

Wie aus der Literatur bekannt ist, nehmen Erythroyzten wahrend der Blutalterung
Wasser auf und schwellen an (VON RUCKER et al., 1994). Als Folge beobachtet
man einen deutlichen Anstieg des MCV-Wertes und auch des Hamatokritwertes. Bei
Ratten- und Mauseblut wird diese Imprazision bereits nach 16 Stunden beschrieben
(KIEFFER, 1995; THOMAS, 1992) gibt als Stabilitatsgrenze fur MCV und Hamatokrit
bei automatischer Blutanalyse 24 Stunden an (NEUERER, 2005). MORITZ
beschreibt, dass bei Zimmertemperatur (22°C) das Volumen caniner Erythrozyten
deutlich schneller und starker ansteigt als bei Aufbewahrung im Kuhischrank (4°C).
In seinen Untersuchungen betrug die Veranderung des MCV und auch des
Hamatokritwertes nach 72 Stunden ca. 17%, dies ist somit nicht nur hochsignifikant,
sondern auch klinisch bedeutsam (MORITZ, 2000). In den vorliegenden
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Untersuchungen beider Hamatologiesysteme wird durch das Anschwellen der
Erythrozyten ein deutlicher Anstieg des MCV-Wertes bei 22°C ab der 8. Stunde
beobachtet. Die Abweichung vom Ausgangswert liegt fur beide Gerate nach 72
Stunden bei ca. 30%. Wie in der Literatur beschrieben folgt auch hier durch den
Anstieg des MCV- Wertes nach 12 Stunden ein gleichzeitiger MCHC-Abfall und ein
Anstieg des Hamatokritwertes (MORITZ, 2000; FICKENSCHER, 2001; NEUERER,
2005). MORITZ erlautert, dass im Gegensatz zu den Hunde-Erythrozyten die
bovinen Erythrozyten nur in geringem MalRe anschwellen und der Einfluss der
Lagerungsdauer Uber 72 Stunden zwar statistisch signifikant, jedoch klinisch ohne
Bedeutung ist (MORITZ, 2000).

Vergleichbar mit den Resultaten von FICKENSCHER (2001) stellt sich der Verlauf
der Leukozyten am XT-2000iV dar. Es kann ein steter Abfall bei Raumtemperatur
(22°C) beobachtet werden. Am pocH-100iV Diff kommt es zu einem geringgradigen
Anstieg der Leukozytenzahl sowohl bei 4°C als auch bei 22°C und die Abweichung
vom Ausgangswert betragt nach 72 Stunden akzeptable 8%.

Die Thrombozytenzahl (siche Abb. 29) sinkt Uber die gemessene Zeit an beiden
Hamatologiesystemen und weicht nach 24-stiindiger Lagerung maximal 30% (pocH-
100iV Diff) vom Ausgangswert ab. Am XT-2000iV kann nach 48 Stunden wieder ein
Anstieg der Werte zum Ausgangswert beobachtet werden, starker bei
Zimmertemperatur als bei Kuhlschranktemperatur. In der Literatur werden diese
Beobachtungen mit einer Thrombozytenagglomeration erklart; allerdings ist dies
tierartspezifisch fur die Katze und wird in der Literatur nicht fur Hundeblut
beschrieben (SUCHFORT, 1998). SUCHFORT ermittelt unabhangig von der
Aufbewahrungstemperatur eine Abnahme der Plattchenzahl nach 2 Stunden um ca.
50%. Da die Thrombozyten nur bei den ungekihlten Proben nach einiger Zeit wieder
ansteigen, vermutet SUCHFORT (1998) eine reversible Thrombozytenagglomeration
bei den ungekuhlten und eine irreversible Thrombozytenagglomeration bei den
gekuhlten Proben.

Demgegenlber zeigt bei Raumtemperatur gelagertes Hundeblut signifikante
Abweichungen. Zusatzlich zu den bereits erwahnten Parametern zeigen sich auch
Unterschiede bei der Differenzierung der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten am XT-2000iV. MADE und WUJANZ beschrieben 1995 bereits, dass

es schon nach wenigen Stunden zu deutlichen Veranderungen des Blutes durch die
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metabolische Aktivitat der Erythrozyten, durch den Zerfall der Leukozyten und den
Metabolismus der Plasmaproteine kommt. Diese Veranderungen scheinen grof3eren
Einfluss auf die optischen Eigenschaften der Zellen zu nehmen als auf deren
elektrische Leitfahigkeit (NEUERER, 2005). Betrachtet man die Kurvenverlaufe der
Verlaufsuntersuchung des Differenzialblutbildes des XT-2000iV (siehe Abb. 33 - 36),
fallt auf, dass die Zahl der Monozyten und Lymphozyten nach 24 Stunden
kontinuierlich  abnimmt, und zwar bei Zimmertemperatur starker als bei
Kuhlschranklagerung. Gleichzeitig steigt die Zahl der neutrophilen Granulozyten. Zur
Klarung dieses Phanomens sind in der Abbildung 47 die Leukogramme einer
Hundeblutprobe direkt nach der Blutentnahme sowie nach 24, 36 und 48 Stunden

gezeigt.
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Abbildung 47: Leukogramme Hund: 1 = direkt nach Blutenthahme, 2 = nach 24 h,
3 =nach 36 h, 4 = nach 48 Stunden.

In der Abbildung 47 ist verdeutlicht, dass die Zahl der Zellen im Monozytencluster
(grine Punktwolke) uUber die Zeit kontinuierlich abnimmt. Dieser Umstand konnte
dadurch erklart werden, dass zum einen die Fluoreszenzintesitat abnimmt (y-Achse)
und zum anderen die Zellen kleiner werden. Die beschriebenen ,Umbauprozesse®,
die bereits wenige Stunden nach der Lagerung ablaufen, kdnnen ein Grund dafur
sein, dass sich die Zellen nach der Perforation der Zellmembranen schlechter mit
dem Fluoreszenzfarbstoff anfarben lassen. Eine gleiche Veranderung ist bei den
Lymphozyten zu erkennen. Die Zahl der Zellen im Lymphozytencluster (pinke

Punktwolke) nimmt ebenfalls kontinuierlich ab und wirkt ,aufgelockerter’. Somit
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rutschen die Monozyten und Lymphozyten mit der Zeit in das Cluster der
Neutrophilen Granulozyten und werden als solche differenziert. Das fuhrt dazu, dass
die Neutrophilenzahlen ansteigen. Es ist im Neutrophilencluster (turkise Punktwolke)
anhand der Farbdichte und WolkengroRe zu erkennen, dass auch hier sich die Zellen
verandern. Die Wolke wird langlicher und zieht auf der x-Achse, welche
Informationen Uber die innere Struktur der Zelle wiedergibt (Granularitat), nach
rechts,. Beobachetet man den zeitlichen Verlauf weiter fallt auf, dass das gesamte
Differenzialblutbild des XT-2000iV betroffen ist, auch die eosinophilen Granulozyten
zeigen gerade nach 60 Stunden einen Anstieg von fast 100% vom Ausgangswert.
Verdeutlicht wird dies auch hier durch ein Leukogramm (siehe Abb. 48), die
Punktwolken verdichten sich immer mehr zu einer Wolke, so dal} keine

Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen mehr maoglich ist.
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Abbildung 48: Leukogramme Hund: 5 = 60 nach Blutentnahme, 6 = nach 72 Stunden.

In der Literatur beschreibt MORITZ (2000) ein ahnliches Phanomen bei seinen
Studien mit dem ADVIA 120. Mit Rinderblut konnte eine kontinuierliche Abnahme der
Zellen im Monozytencluster und eine gleichzeitige Lymphozytenzunahme Uber die
Zeit beobachtet werden. Man mufd dabei beachten, dass der ADVIA 120 ein anderes
Messprinzip als der XT-2000iV zur Differenzierung der Zellpopulationen nutzt
(Peroxidaseaktivitat siehe Kapitel 2.7.4). Lymphozyten stellen sich dort als kleine
peroxidasenegative und Monozyten als gréliere peroxidasenegative Zellen dar. Die
Abnahme der Zellen im Monozytencluster liegt hier an der Abnahme der

temperaturabhangigen endogenen Peroxidaseaktivitat und an den kleiner werdenden
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Zellen. Somit rutschen die Monozyten in das Lymphozytencluster und werden als
solche deklariert (MORITZ, 2000).

Der pocH-100iV Diff erstellt im Gegensatz zum XT-2000iV ein 3-Zell-
Differenzialblutbild  (Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und ,OTHR®:
hauptsachlich neutrophile G.). In der Verlaufsuntersuchung konnte eine Stabilitat der
Lymphozytenzahl Uber 24 Stunden festgestellt werden, im Anschluss steigt die Zahl
kontinuierlich an und zwar bei Raumtemperatur starker als bei Kuhlschranklagerung.
Die Population ,OTHR® stellt hauptsachlich die Neutrophilen dar, beinhaltet aber
auch die Monozyten und eventuell vorhandenen basophile Granulozyten. Ob hier ein
ahnliches Phanomen der Zellveranderung und damit Verschiebung der Zellen in
andere Zellcluster vorhanden ist, lasst sich anhand der Histogramme des Gerates
nicht nachvollziehen.

FiUr die automatische Retikulozytenzahlung ist in der Literatur bereits nach wenigen
Stunden ein Abfall der Retikulozyten beschrieben und es wird eine umgehende
Messung empfohlen, sofern die Blutprobe nicht bei 4°C gelagert werden kann
(BRUGANARA, 1997; KLINGER, 1997, FICKENSCHER, 2001). In den eigenen
Untersuchungen konnte dies nicht bestatigt werden (siehe Abb. 37), der XT-2000iV
zeigt nach 6 Stunden einen Anstieg sowohl bei Zimmer- als auch bei
Klhlschranktemperatur. 24 Stunden nach Blutentnahme weichen die Werte ca. 10%
vom Ausgangswert ab. BUTTARELLO gibt als Ursache fur die ungenugende
Stabilitat der Retikulozytenmessung die fortschreitende Reifung der Retikulozyten
wahrend der Lagerung an und erklaren somit den Abfall der Zellzahl (BUTTARELLO
et al.,, 2001). MEYER (2005) beschreibt einen Anstieg der Retikulozytenzahl mit
Untersuchungen von Katzenblut am ADVIA 120. Es sind ebenfalls ungekuhlte und
gekuhlte Proben betroffen und das Phanomen wird nach mikroskopischer
Untersuchung der Blutausstriche und Auswertung des Ergebnisreportes des ADVIA
120 als Lagerungsartefakt gewertet. Als Ursache fur die vom ADVIA 120
ausgewiesenen erhohten Retikulozytenzahlen werden Koinzidenzen von Ghosts im
niedrigen Absorptionsbereich und Koinzidenzen von WBC und PLT diskutiert
(MEYER, 2005). Untersuchungen mit Hundeblut am ADVIA 120 =zeigten
entsprechend den Literaturangaben einen Abfall der Retikulozyten (FICKSCHER,
2001).

Nach dem Messprinzip des XT-2000iV im RET-Kanal werden die Retikulozyten mit

Fluoreszenzfarbstoff angefarbt. Je unreifer eine Retikulozyt ist, desto starker ist die
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Fluoreszenzfarbung. Daraus lasst sich schlieBen, dass sich mit l|angerer
Lagerungsdauer die Anzahl der Retikulozyten aufgrund ihres Reifungsprozesses
vermindern sollte. In den eigenen Untersuchungen handelt es sich wahrscheinlich
nicht um eine reale Retikulozytenerhéhung, sondern um ein Lagerungsartefakt und
damit sollte, falls keine umgehende Messung der Probe maoglich ist, die Bestimmung
innerhalb von 24 Stunden aus der gekuhlten Probe erfolgen.

Zusammenfassend kann fir die Zellzdhlung in Ubereinstimmung mit SUCHFORT
(1998), MORITZ (2000) und FICKENSCHER (2001) festgehalten werden, dass
unabhangig von der Lagerungstemperatur die Parameter WBC, RBC und HGB im
Hundeblut Gber 72 Stunden stabil am XT-2000iV und am pocH-100iV Diff gemessen
werden konnen. Fur verlassliche Messergebnisse von HCT, MCV und MCHC sollte
die Messung innerhalb von 24 Stunden abgeschlossen sein. Fir die
Thrombozytenzahlung wie auch die Retikulozytenzahlung ist die umgehende
Messung nach Probenentnahme optional. Bei Blutproben, die langer als ca. 24
Stunden bei Raumtemperatur (ca. 36 Stunden bei Kuhlschranktemperatur) gelagert
werden mussen, ist das automatische Differenzierungsergebnis des XT-2000iV nur
noch eingeschrankt verwertbar, das des pocH-100iV Diff nicht mehr anwendbar. Bei
Versendung der Blutproben in Laboratorien sollte zum Zeitpunkt der Blutentnahme

ein Blutausstrich angefertigt und beigefugt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluierung zweier verschiedener Hamatologiesysteme
Sysmex pocH-100iV Diff und XT-2000iV fur die Tierart Hund. lhre Einsetzbarkeit
hinsichtlich der hamatologischen Untersuchung beim Hund wird im Vergleich zum
ADVIA 2120 in Anlehnung an die veréffentlichten Richtlinien fur die Evaluierung von
Blutzellanalysegeraten (ENGLAND et al., 1994) und den Richtlinien der ICSH
(International Committee for Standardization in Haematology, ICSH, 1994 ) Uberpruft.

Der pocH-100iV Diff und der XT-2000iV weisen fir die Prazision innerhalb der
Serie fur die Parameter der Blutzahlung (WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCHC,
MCH) mit Variationskoeffizienten zwischen 0,4% und 1,2% bzw. 0,3% und 1,2% sehr
gute Ergebnisse auf. Fur die Thrombozytenzahlung liegen die Variationskoeffizienten
bei 4,9% bzw. 5,4% und sind ebenfalls als sehr gut zu bewerten. Fur die Parameter
der Blutzelldifferenzierung des pocH-100iV Diff ist die Prazision der eosinophilen
Granulozyten (CV = 12,2%) nur malig, wahrenddessen die Prazision der
Lymphozyten mit einem Variationskoeffizienten von 2,9% als sehr gut zu bezeichnen
ist.

Der XT-2000iV zeigt fur sein gesamtes Differenzialblutbild mit CV-Werten von 1,4%
bis 4,8% sehr gute Prazisionsergebnisse. Der Variationskoeffizient fur die absolute

Retikulozytenzahlung betragt 7,8%.

Der Methodenvergleich zur Beurteilung der Richtigkeit ergibt fur die Parameter
WBC, RBC und HCT fur den pocH-100iV Diff sehr gute Korrelationen (r = 0,98, Bias
= -0,03 bis 0,56). Gute bis maRige Korrelationen finden sich fur die Parameter PLT (r
= 0,93; Bias = -36,51) und MCV (r = 0,89; Bias = -0,55). FUr den Parameter MCHC
ergibt sich eine sehr schlechte Ubereinstimmung (r = 0,33; Bias = -0,03). Der pocH-
100iV  Diff erreicht nur ein ausreichendes Ergebnis hinsichtlich der
Blutzelldifferenzierung. Im Vergleich zur Blutzellzéhlung sind nur 108 Blutproben von
ursprunglich 122 Proben in die Statistik eingeflossen, da das Gerat fur die
verbleibenden Proben kein Differenzialblutbild erstellen konnte. Am auffalligsten ist

die fehlende Ubereinstimmung der Resultate bei der Eosinophilendifferenzierung mit



111

einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,22. Fir den Anwender heif3t dies, dass eine
mikroskopische Untersuchung des Blutausstriches unerlasslich bleibt.

Der XT-2000iV zeigt dagegen fur die Parameter WBC, RBC, HCT und PLT sehr gute
Korrelationen (r =2 0,98, Bias = -56,56 bis 0,22). Gute Korrelationen finden sich fur die
Parameter HGB (r = 0,82; Bias = 1,06) und MCV (r = 0,91; Bias = 2,04). Fur die

Parameter MCH und MCHC ergeben sich maRige bis schlechte Ubereinstimmungen.

Die Literatur zeigt eine Studie von BAUER et al., 2008, in der der ADVIA 120 mit
dem ADVIA 2120,  hinsichtlich der unterschiedlichen = Messmethoden
(Zyanmethamoglobinmethode vs. Zyanfreie Hamoglobinmethode) verglichen wird.
Die Resultate ergeben einen proportionalen Fehler, der in den eigenen
Untersuchungen ebenfalls dargestellt werden kann. Aufgrund dessen werden die
Resultate des XT-2000iV und des pocH-100iV Diff mit denen des ADVIA 120
verglichen. Daraufhin ergeben sich fir den Parameter HGB beider Gerate sehr gute
Ubereinstimmungen mit dem ADVIA 120 (Korrelationskoeffizienten von 0,94 bzw
0,96).

Fur die Retikulozytenzahlung ist eine gute Korrelation zwischen der manuellen und
der automatisierten Messmethodik festgestellt worden (r = 0,87, Bias = 0,74). Im
Methodenvergleich der Blutzelldifferenzierung sind gute bis sehr gute Korrelationen
fur Lymphozyten und neutrophile Granulozyten (r = 0,89, Bias: -6,00 — 1,91) erzielt
worden. Eine maRige Ubereinstimmung der Methodenergebnisse lasst sich fur die

eosinophilen Granulozyten und die Monozyten feststellen.

Die Linearitatsstudie der beiden Hamatologiesysteme erreicht hohe Korrelationen
mit Korrelationkoeffizienten bis 1 fiir WBC (range 0-80x10°/uL), HGB (range O-
22g/dL) und RBC (range 0-13x10%uL). Somit messen die Hamatologiesysteme
pocH-100iV Diff und XT-2000iV im Bereich der getesteten Konzentrationen linear.

Das Ergebnis des Carry overs fur den Parameter WBC des XT-2000iV liegt mit
einem Wert von 0,03% deutlich unter dem geforderten Grenzbereich von < 0,25%.
Der pocH-100iV Diff weist fur den Parameter WBC keine messbare Verschleppung

auf.
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Bei der Uberpriifung des Einflusses der Antikoagulanzien (Ks-EDTA, Li-Heparin
und Citrat) auf die Messergebnisse der beiden Hamatologiesysteme konnen fur die
Parameter WBC, RBC, HGB, und MCV des pocH-100iV Diff und fur die Parameter
WBC, RBC, HGB, PLT, und RET des XT-2000iV keine signifikanten Unterschiede

der Messwerte festgestellt werden.

Am pocH-100iV Diff kann fur die Parameter MCH, MCHC und HCT eine prozentuale
Abweichung von bis zu 13,26 % zwischen den verschiedenen Antikoagulanzien
festgestellt werden. Die Thrombozytenzahl weicht im Vergleich Li-Heparin/Na-Citrat
sogar bis zu 55,54% ab. Auffallig am Differentialblutbild ist eine starke Abweichung
der eosinophilen Granulozytenzahl von 57,28% im Ks-EDTA/Heparin Vergleich. Der
XT-2000iV zeigt fur die Parameter MCV, MCH, MCHC und HCT eine prozentuale
Abweichung von bis zu 10,47% zwischen den verschiedenen Antikoagulanzien. Die
Thrombozytenzahl weicht anders als beim pocH-100iV Diff im Vergleich Li-
Heparin/Na-Citrat nur um 2,71% ab. Im Differentialblutbild zeigt sich eine prozentuale
Abweichung bei den neutrophilen Granulozyten von 12,41% im Li-Heparin/Na-Citrat
Vergleich.

Fir beide Hamatologiesysteme ist der Gerinnungshemmer K3;-EDTA zur Analyse von

Hundeblutproben am besten geeignet.

Die Untersuchungen des Einflusses der Lagerungstemperatur (4°C, 22°C) und
der Lagerungsdauer (72 Stunden) ergeben, dass der Einfluss der Temperatur
statistisch fur beide Hamatologiesysteme nicht signifikant ist, der Einfluss der Zeit
jedoch ist hoch signifikant. Die Messergebnisse fur den Parameter PLT des pocH-
100iV Diff und des XT-2000iV sind bereits nach ungefahr 6 Stunden mit Vorsicht zu
interpretieren. Die durchgefihrte Verlaufsuntersuchung zeigt weiterhin, dass sowohl
die Blutzellzahlung als auch die -differenzierung am XT-2000iV und am pocH-100iV

Diff nach 24 Stunden abgeschlossen sein sollte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der pocH-100iV Diff als Gerat zur
Zellzahlung sehr gut fur den alltaglichen Praxisbedarf geeignet ist und sehr gute (fur
einige Parameter befriedigende) Informationen liefert. Jedoch kann auf die

mikroskopische Untersuchung des Blutausstriches nicht verzichtet werden.
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Das Hamatologiesystem Sysmex XT-2000iV ermittelt verlassliche Ergebnisse bei
Zellzahlung und —differenzierung fur die Tierart Hund. Besonders bei Proben mit
pathologischen Veranderungen ermdglicht die graphische Darstellung in Form von
Histo- und Scattergrammen das Erkennen von abnormem Zellaufkommen oder

abweichender Zellmorphologie zur sicheren Diagnosestellung.
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SUMMARY

The objective of this study is the evaluation of two different haematology systems
Sysmex pocH-100iV Diff and XT-2000iV for the species dog. The applicability of
these systems for haematological analysis of dogs was checked along the public
guidelines for the evaluation of blood cell analyzers (ENGLAND et al., 1994) and the
guideline of ICSH (International Committee for Standardization in Haematology,
ICSH, 1994).

PocH-100iV Diff and XT-2000iV reflect very good results within single batches for
the parameters of blood cell count (WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCHC, MCH) with
coefficients of variation ranging from 0.4% to 1.2% and 0.3% to 1.2%. The
coefficients of variation for the thrombocyte count are 4.9% and 5.4% indicate a very
good result as well. While the blood cell differentiation parameters for pocH-100iV
Diff with regard to the precision of eosinophils (CV = 12.2%) are just moderate, they
are very good for lymphocytes with 2.9%.

The XT-2000iV achieves for the entire blood cell differentiation excellent results with
CV’s of 1.4% to 4.8%. The coefficient of variation for the absolute reticulocyte count
is 7.8%.

Very good correlations were achieved for the parameters WBC, RBC and HCT (r =
0.98; bias = -0.03 to 0.56) for the determination of the accuracy for comparing the
measurement results for the pocH-100iV Diff. For the parameters PLT (r = 0.93; bias
=-36.51) and MCV (r = 0.89; bias = -0.55) correlation was good to moderate while for
MCHC results were very poor (r = 0.33; bias = -0.03). Overall, the pocH100iV Diff
can only reach an adequate result for the blood cell differentiation. In comparison to
the blood cell count, only 108 blood samples from initial 122 samples have been
included in the statistic, since the system could not generate for the remainder a
blood cell differentiation. Noticeable is the missing compliance of the results of the
eosinophil differentiation with a correlation coefficient of r = 0.22. This means as a
consequence for the users that a microscopic examination of the blood smear is
required.

The XT-2000iV reflects in contrast to the above an excellent correlation for the
parameters WBC, RBC, HCT and PLT (r 2 0.98, bias = -56.56 to 0.22) and good
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correlation for HGB (r = 0.82; bias = 1.06) and MCV (r = 0.91; bias = 2.04). The
parameters MCH and MCHC reflect only moderate to poor consistency.

A study from Bauer et al., 2008 reflects the comparison of different measurement
methods (Cyanmethaemoglobin- vs. cyanfree-haemoglobinmethod of ADVIA120
and ADVIA 2120. The outcome reflects a proportional error, which can also be found
in this evaluations results. This is the reason, why the results of XT-2000iV and
pocH-100iV are compared with the results of ADVIA 120. As a result, very good
correlations can be recorded for the parameter HGB for both systems (r = 0.94 and
0.96).

A good correlation was found between the manual and the automatic reticulocyte
count (r = 0.87, bias = 0.74). For the comparison of the measurement results of the
blood cell differential of this system with the reference analyzer and methods good to
excellent correlation for lymphocytes and neutrophils (r = 0.89, bias: -6.00 — 1.91)
have been achieved while the results for eosinophils and monocytes were just

moderate.

The assessment of the linearity of both systems reaches excellent results for the
correlation coefficient up to 1 for WBC (range 0-80x10%uL), HGB (range 0-22g/dL)
and RBC (range 0-13x10%/uL). Consequently, both haematology systems pocH-
100iV Diff and XT-2000iV are measuring linear within the scope of tested
concentrations. The results of the carry over for the parameter WBC from the XT-
2000iV remains with 0.03% substantially below the required minimum level of <

0.25%. The pocH-100iV Diff does not reflect any carry over in this regard.

A study of the influence of the anticoagulants (Ks;-EDTA, Li-heparin and citrate)
on the measurement results of the parameters WBC, RBC, HGB and MCV of pocH-
100iV Diff and of the parameters WBC, RBC, HGB, PLT and RET of XT-2000iV

showed no significant measurement differences.

A deviation between the different anticoagulants of up to 13.26% can be recorded for
the parameters MCH, MCHC and HCT for pocH-100iV Diff. The thrombocyte count

can even deviate in comparison to Li-heparin/Na-citrate up to 55.54%. A strong



116

deviation of the eosinophile granulocytes count of 57.28% is noticeable for the blood
cell differentiation within the Ks-EDTA/heparin comparison. The XT-2000iV reflects
for the parameter MCV, MCH, MCHC and HCT a deviation of up to 10.47% between
different anticoagulants. The thrombocyte count in comparison to Li-heparin/Na-
citrate deviates just 2.71% in contrast to the pocH-100iV Diff. The blood cell
differentiation shows a deviation related to the neutrophils of 12.41% in the Li-
heparin/Na-citrate comparison.

The anticoagulant K3-EDTA is best suited to analyze blood samples of dogs with both

haematology systems.

An analysis of the influence of storage temperature (4°C, 22°C) and duration (72
hours) reveals that temperature changes do not show significant impact for both
haematology systems while the factor time is highly significant. Therefore, the
measurement results for the parameter PLT for pocH-100iV Diff and XT-2000iV
should be evaluated cautiously after 6 hours. The blood cell differentiation as well as

blood cell counts should in any case be completed after 24 hours for both systems.

In conclusion, the pocH-100iV Diff is a very good hematology system if used for
blood cell counts for the daily use in small private clinics as it achieves very good (for
some parameters satisfactory) results. However, a microscopic examination of the
blood smear is required.

The Sysmex XT-2000iV achieves reliable results for blood cell counts and
differentiation for the species dog. Features like the graphical histograms and
scattergrams enable the user to detect especially samples with pathological changes
such as abnormal cell appearances or alternative cell morphology more easily in

order to achieve a profound diagnosis.
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