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1. Einleitung

1 Einleitung

Blutbilder stellen auch heute einen wichtigen Pfeiler in der medizinischen Diagnostik
dar. Verfahren, die Leukozyten nicht nur quantitativ erfassen, sondern auch zwischen
verschiedenen Typen von Leukozyten zu differenzieren vermogen, geben Aufschluf iiber
infektidse Prozesse und allergische Reaktionen sowie Erkrankungen des blutbildenden
Systems. Bei Differentialblutbildern von Kindern, die den Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit bilden, kommt der Erkennung schwerer entziindlicher Reaktionen wie z.B. der
Neugeborenensepsis besondere Bedeutung zu.

Die Erstellung eines mikroskopischen Differentialblutbildes ist jedoch eine zeitrau-
bende und arbeitsintensive Mafnahme im hdmatologischen Labor. Bei einer grofsen Pro-
benanzahl und somit erheblich personellem Einsatz und Kostenaufwand, ist die Durch-
fiihrung eines mikroskopischen Differentialblutbildes bei jedem Patienten kaum mehr
moglich.'® Wihrend die Quantifizierung von Erythrozyten, Leukozyten und Throm-
bozyten mittels hochtechnisierter Geréte inzwischen in der Regel unproblematisch und
Standardmethode ist, hat die Differenzierung des gefirbten Blutausstriches den Auto-
matisationsbemiihungen am lingsten widerstanden. Inzwischen sind mehrere Differen-
zierungsgerite von verschiedenen Firmen (Coulter Counter, Coulter STKS, Technicon
H*1, Technicon H*2, Sysmex NE8000 und Sysmex E 4000**, Cell Dyn) entwickelt und
verfeinert worden, haben aber die mikroskopische Technik bislang nicht vollstindig er-
setzen konnen.

Zur Differenzierung von Blutbildern erwachsener Patienten sind mittlerweile ver-
schiedene mechanisierte Analyseverfahren im Einsatz, welche sich im Routinebetrieb als
zuverlissig und leistungsfihig erweisen.>®

Ein ganz ,spezielles* Problem fiir die mechanisierte Differenzierung bringt Kinder-
blut mit sich, da das weifte Blutbild wihrend der ersten Lebensjahre Verdnderungen
erfahrt. So sind im S#uglings- und Kinderblut bis zu einem Jahr Erythroblasten (kern-
haltige Vorstufen der Erythropoese) physiologischerweise nachweisbar, die dhnlich wie
Erythrozyten von Neugeborenen eine erhéhte Resistenz gegeniiber den eingesetzten Ly-
sereagenzien besitzen und somit als kernhaltige Zellen félschlicherweise den Leukozyten
zugerechnet werden.% !0

Die Doméne der mechanisierten Analysesysteme besteht darin, daft Leukozytenpopu-
lationen mit relativ homogenen Merkmalen mit einem extrem hohen Maf an Genauigkeit
erfafst werden. Dabei bleiben graduelle Unterschiede verschiedener Zellen innerhalb einer
Population allerdings hiufig unerkannt.!! Neben einer exakten Differenzierung der fiinf
verschiedenen Leukozytenpopulationen in neutrophile, eosinophile und basophile Granu-
lozyten sowie Lymphozyten und Monozyten ist zu fordern, dafs die Analysesysteme mit
einer befriedigenden Sensitivitdt und Spezifitit das Vorhandensein von pathologischen
Blutzellen beziehungsweise nicht eindeutig zuzuordnenden Zellen zuverlissig signalisie-
ren.® 213 Proben, bei denen ein oder mehrere solcher Signale angezeigt werden, miissen
einer mikroskopischen Nachdifferenzierung unterworfen werden.'4 16

Unter Verwendung der verschiedenen Differenzierungsverfahren wurden unterschied-
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liche Analysesysteme entwickelt. Um einen moglichst 6konomischen Arbeitsablauf bei
einem Hochstmak an Sicherheit und Prézision der erhobenen Befunde zu gewihrleisten,
ist es notwendig, die von den einzelnen Gerite angewandten Methoden, deren Grenzen
und Fehlermoglichkeiten genau zu kennen.

Ziel dieser Arbeit war es, festzustellen, ob Blutbildanalysatoren auch zur mecha-
nisierten Differenzierung von Blutproben von Kindern geeignet und einsetzbar sind.
Verglichen wurden drei verschiedene Analysegerite von unterschiedlichen Firmen, wel-
che auf unterschiedliche Weise Differentialblutbilder erstellen. Es erfolgten vergleichen-
de Messungen von Kinderblutproben durch die Streulicht-konduktometrische Methode
am Coulter VCS (Coulter Electronics Hialeah, FL) sowie mittels Streulicht-zytochemi-
schen Verfahrens am Technicon H*1 (Technicon Instrument Corp., Kobe, Japan) und
der Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiven Methode am Sysmex NE8000 (TOA
Medical Corp. Tarrytown, NY). Die Ergebnisse der maschinellen Differenzierung aller
drei Differenzierungsautomaten wurden der mikroskopischen Differenzierung, die die Re-
ferenzmethode darstellte, gegeniibergestellt.
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2 Material und Methoden

Fiir die Untersuchung standen 1989 folgende drei verschiedene Blutzelldifferenzierungs-
gerdte zur Verfliigung:

e Coulter VCS (Coulter Electronics Hialeah, FL)
e Technicon H*1 (Technicon Instrument Corp., Tarrytown, NY)
e Sysmex NE8000 (TOA Medical Corp., Kobe, Japan)

Es ist zu erwidhnen, daf nicht alle drei Differenzierungsautomaten gleichzeitig aufge-
stellt waren. Der Coulter VCS stand uns wéihrend der gesamten sechswochigen Phase der
Messungen zur Verfiigung, so daf hier die grofite Zahl von Blutbild-Differenzierungen
vorliegt. Der Differenzierungsautomat Technicon H*1 war drei Wochen gleichzeitig zum
Coulter VCS installiert; wiahrend das Differenzierungsgerit Sysmex NES000 zwei Wo-
chen parallel zu Coulter VCS genutzt werden konnte.

Als Probenmaterial dienten unselektionierte Blutproben aus der Kinderklinik des
Uniklinikum Giessen aus dem téglichen Routineaufkommen. Untersucht wurden insge-
samt 646 Blutbilder. Die zu messenden Kinderblutproben wurden in vier Kollektive
unterteilt:

e Proben von Neugeborenen: 0. — 4. Woche
e Proben von Sauglingen: 5. Woche — 1 Jahr
e Proben von Kindern: 1. Jahr — 5 Jahre

e Proben von Kindern: ab 5 Jahre

Als Probenmaterial wurde bei Neugeborenen Kapillarblut verwendet; bei den weite-
ren Blutproben wurde wie bei Erwachsenen Venenblut untersucht, beide Proben wurden
durch Zusatz von K2-EDTA (Kabe, Niimbrecht) ungerinnbar gemacht.

Die Differentialblutbestimmungen durch die Gerite erfolgte in der Regel zwischen
drei und sechs Stunden nach der Blutentnahme. Die Proben wurden bis zur Bestimmung
bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Von jeder Blutprobe wurde ein Blutausstrich angefertigt. Die Erstellung des mi-
kroskopischen Differentialblutbildes erfolgte durch hamatologisch geschulte medizinisch-
technische Assistentinnen der Kinderklinik. Den jeweils Untersuchenden war das FEr-
gebnis der mechanisierten Analyse an den verschiedenen Differenzierungsgeriaten nicht
bekannt.

Wegen der relativ geringen Menge an Probenmaterial konnten nicht immer von allen
Kinderblutproben an zwei verschiedenen Gerdten Messungen durchgefiihrt werden.
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2.1 Mikroskopische Differenzierung

Jeder Blutausstrich wurde manuell auf einem Objekttriager 76 x 26 x 0.8 mm mit geschlif-
fenem Deckglas angefertigt. Ein kleiner Blutstropfen wurde hierzu am Ende des Objekt-
tragers aufgesetzt, sofort hinter der angewinkelten Kante des aufgesetzten Deckgléschens
zum seitlichen Verlauf gebracht und dann hinter dem Deckglédschen her iiber den Objekt-
tréager gefithrt. Der doppelseitige randfreie Ausstrich sollte dabei diinner werdend mit
Fransenbildung auslaufen. Hierbei wurde eine Ausstrichqualitét erreicht, bei der die Ery-
throzyten dicht nebeneinander zu liegen kamen. Nach Lufttrocknen der Ausstrichpripa-
rate erfolgt die Farbung. Mittels konzentrierter MAY-GRUNWALD-Stammlosung (Merck,
Darmstadt) wurde zunéchst fiir drei Minuten {iberschichtet und damit der Ausstrich fi-
xiert. Danach wurde aqua bidest. zugegeben und behutsam vermischt und schlieflich die
Losung abgekippt. Sofort wurde anschliefend mit GIEMSA-Gebrauchslosung (Merck,
Darmstadt) iiberschichtet und nach 15-30 Minuten Einwirkung mit reichlich Wasser der
Blutbildausstrich abgespiilt und wieder luftgetrocknet. Die gefiarbten Ausstriche wurden
dann bei einer 100-fachen Vergroferung unter Verwendung von Immersionsél maander-
formig durchgemustert. Mittels einer mechanisierten Zahlhilfe wurden 100 kernhaltige
Zellen ausgezahlt; in wenigen Blutausstrichen mit ausgesprochen wenigen kernhaltigen
Zellen, z.B. bei akuten Leukdmien oder nach Chemotherapie, wurden nur 50 Blutzellen
differenziert.

Da es bei Blutausstrichen mittels Deckglas auf den Objekttrager dazu kommen kann,
daf die kleineren Zellen schliefslich iiberwiegend in der Mitte des Feldes, die gréferen
dagegen am Rande liegen, ist die Auszdhlung des Blutbildes in Mdanderform notwendig,
was Inhomogenititen des Ausstrichs ausgleichen soll.'”

Richtlinien der mikroskopischen Auswertung

Als mikroskopisch ,nicht gesichert pathologisch“ nach BEGEMANN'® wurden Blutbilder
eingestuft, wenn folgende Grenzen iiberschritten wurden:

Stabkernige Granulozyten > 7%
Pro-, Meta-, Myelozyten > 1%
Blasten > 1%
Plasmazellen > 1%
Atypische Zellen > 2%

Als mikroskopisch pathologisch nach ROUMKE!'®2Y wurden Blutbilder eingestuft, wenn
sich differenzieren liefsen:
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Stabkernige Granulozyten > 10%
Pro-, Meta-, Myelozyten > 2%

Blasten > 1%
Plasmazellen > 2%
Atypische Zellen > 3%

Das Auftreten von Normoblasten sollte generell erkannt werden.

10



2. Material und Methoden

2.2 Analyse am Coulter VCS

Das Coulter VCS-System ist ein Durchflufzytometer zur automatischen Erstellung von
Differentialblutbildern.?! Nach Verdiinnen und Hadmolyse der Erythrozyten (Erythro-
lyse, Coulter VCS-PAK) und Zugabe eines Reagens zur Unterbrechung des lytischen
Prozesses (Quenching, Coulter VCS-PAK) wird das Reagenz Leukostat (Coulter VCS—
PAK) in die Leukozytensuspension zugegeben. Dieses bewirkt eine Stabilisierung der
Leukozyten, erhilt diese nach Herstellerangabe nahezu in ihrer ,nativen Morphologie®
und hebt so deren Dreidimensionalitit hervor. Die urspriingliche Grofe der Leukozyten,
die internen physikalischen und chemischen Eigenschaften sowie die charakteristische
Oberflichenstruktur jeder Zelle bleiben somit erhalten.?!

Der Differenzierungsanalysator ist ein mit drei Mefprinzipien ausgestattetes Gerét,
das in dieser Form ausschlieflich zur Klassifizierung der normalerweise im peripheren
Blut vorkommenden weifen Blutzellen herangezogen werden kann. Die Leukozytenzéh-
lung selbst muf an einem anderen Gerit durchgefiihrt werden.??

Die Zelltypisierung einzelner Leukozyten beruht auf einer synchronen Erfassung des
Zellvolumens, der inneren Zellstruktur und der Zelloberflache. Zur Klassifizierung in fiinf
typische Leukozytenpopulationen werden in der Regel iiber 8000 Zellen herangezogen;
pro Differentialblutbild wird ein Volumen von 100l benotigt. Werden bei einer leuko-
zytopenischen Probe innerhalb von 90 Sekunden nicht mindestens 8000 Zellen differen-
ziert, so wird die Analyse beendet. Die Anzahl der erkannten Zellen wird grundsétzlich
im Ausdruck angegeben.!42

Zur Messung wird ein hydrodynamisch fokussierter Leukozytenstrom durch eine
Flowzelle geleitet.

Die Mefsprinzipien des Coulter VCS sind:

Messung der Zellvolumina nach dem Impedanzprinzip: Das Coulter-System be-
nutzt einen niederfrequenten Strom durch eine Mefkapillare. Beim Durchtritt einer
Zelle erhoht sich kurzfristig der Widerstand, was zu einer dem Zellvolumen pro-
portionalen Widerstandsdnderung fiihrt.

Messung der Leitfdhigkeit mittels Hochfrequenz: Die Messung der intrazelluldren
Leitfahigkeit erfolgt durch hochfrequenten Wechselstrom im Radiofrequenzbereich.
Hochfrequente elektromagnetische Wellen ,tasten damit das Innere der Zelle wie
Kernstruktur, Plasma, Granula ab, und geben zusétzliche Informationen iiber die
physikalische und chemische Zusammensetzung der Zelle.

Messung der Streuung von Laserlicht an der Zelloberfliche: Die Beurteilung der
Oberflichenstruktur jeder Zelle erfolgt durch Laserlichtstreuung. Verwendet wird
ein Neon—Helium—Laser. Die Intensitit des Streulichtes jeder Zelle, die durch einen
monochromatischen Laserstrahl fliefst, liefert Informationen {iber Zellgréfe und
Zelloberflichenstruktur.2:2524

11



2. Material und Methoden

Das Coulter—Differenzierungsgerit mifst die Verteilungwerte fiir Normalzelltypen und
nimmt eine Einteilung in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten sowie
Lymphozyten und Monozyten vor. Stabkernige Granulozyten werden nicht gesondert
erfalt, sondern der Gruppe der Neutrophilen zugeordnet. Die klassifizierten Zellen wer-
den in Punktwolken in einem Scattergramm dargestellt und numerisch als %-Werte
ausgedruckt. Als Option konnen nach Eingabe der Leukozytengesamtzahl auch die Ab-
solutwerte von dem Gerét bestimmt werden.

Durch die unterschiedliche Beschaffenheit der Zellen werden typischerweise fiinf Punkt-
wolken sichtbar. Die optische Analyse des Scattergramms wird durch mehrere Bild-
schirmfunktionen und Darstellungen der Punktwolken aus verschiedenen Blickrichtun-
gen unterstiitzt.'42%2

Der Scatterplot (DF1) zeigt die graphische Darstellung der Lymphozyten, Monozyten
sowie der neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten. Beispielhaft ist ein
solcher Plot in Abb. 1 dargestellt.

Der Scatterplot (DF2) zeigt die separate Darstellung der Konduktivitétsanalyse, wel-
che von besonderem Interesse zur Differenzierung der Gruppe der Basophilen und der
atypischen Zellen ist.2!:%*21 Einen solchen Plot zeigt Abb. 2.

Mit einer dreidimensionalen Graphik konnen alle Zellpopulationen — einschlieflich
abnormaler Zellen — dreidimensional links- oder rechtsdrehend dargestellt werden.

1. Lymphozyten 2. Monozyten
. Neutrophile 4. Eosinophile
5. Debris der Erythrozyten 6. Basophile
und Thrombozyten

Abbildung 1: VCS Scatterplot DF1

1. Lymphozyten
2. Basophile
3. Neutrophile, Monozyten und Eosinophile

Abbildung 2: VCS Scatterplot DF2

12



2. Material und Methoden

Diese Scatterplots konnen sowohl in schwarz—weifs als auch farbig ausgedruckt wer-
den. Bei schwarz-weifser Dokumentation der Ergebnisse bedeutet die dunkelste Stelle
der Abbildung, daf sich hier die grofte Zelldichte befindet. Bei farbiger Dokumenta-
tion der Ergebnisse gibt gelb die grofite, rot die zweitgrofite und griin die drittgrofte
Zellpopulation an; werden die Punkte blau gezeichnet, handelt es sich um die kleinste
Zellzahl.

Bei Zellpopulationen, die keine homogene Punktwolke im Scattergramm ergeben oder
welche zwischen den Punktwolken der normalen Blutzellen zu liegen kommen, wird ein
Signal gesetzt. !4 23,25.26

Der Coulter VCS kennt folgende Signale:

POSITIVE: Das Signal ,POSITIVE® wird dann gegeben, wenn sich Proben mit mor-
phologisch abnormen Zelltypen finden, welche von dem Gerét nicht identifiziert
werden konnen.

NEGATIVE: Das Signal ,NEGATIVE" wird dann ausgedruckt, wenn das Gerét keine
auffélligen pathologischen Zellen finden konnte.

INCOMPLETE: Das Signal ,INCOMPLETE" zeigt das Gerit bei Proben, die nicht
korrekt angesaugt wurden oder bei Proben mit niedriger Leukozytenzahl. Dieses
Signal sagt generell aus, daft zu wenige Daten fiir eine zuverlissige Analyse des
Differentialblutbildes vorliegen.2!:%3

Auferdem setzt das Gerét zusitzliche Flags, die eine genauere Angabe iiber das
pathologische Differentialblutbild geben:?3 24

X1: betrifft die Leukozytenbasislinie (trennt Normoblasten und Thrombozytenaggrega-
te ab)

X2: betrifft den beweglichen Diskriminator zwischen der Lymphozyten- und Monozy-
tenpopulation (atypische Lymphozyten, Pfeifferzellen)

X3: betrifft den beweglichen Diskriminator zwischen der Monozyten- und Neutrophi-
lenpopulation (atypische Monozyten, toxische Granulation)

X4: betrifft den beweglichen Diskriminator zwischen der Lymphozyten- und Neutrophi-
lenpopulation (atypische Lymphozyten, altes Blut)

X5: in einen hoheren Bereich verschobene Neutrophilenpopulation (Linksverschiebung,
Vorstufen der myeloischen Reihe)

X6: dieser Alarm weist auf moglicherweise vorhandene Blasten hin; er kann in drei
Bereichen auftreten, sieche Abb. 3

X7: in einen unteren Bereich verschobene Lymphozytenpopulation z.B. Plasmazellen

13



2. Material und Methoden

XT: Temperatur im Gerét iiber 29.5°C

Abb. 3 gibt eine Ubersicht iiber die Lokalisierung der verschiedenen Signale im Scat-
terplot.

SCATTER

Abbildung 3: VCS Flags

Diese Markierungen sind lediglich richtungsweisend. Jede markierte Blutprobe muf
einer mikroskopischen Nachdifferenzierung unterzogen werden.

Die Abb. 4 zeigt ein normales und ein pathologisches Differentialblutbild aus dieser
Arbeit.

ID
CYCLE 0003 CYCLE D005
26/07/89 0607/ 89
10:41 13:28
NEGATIVE E. NANALAKEXS
v v o[
0 °
v 0 —
M M
E E
DF 1 DF 1
WBC
WBC e
10.85 LY¥Y% L
52.40  LY% LY# 1.9% MO% MOE
6.36 MO% MO# T5. 3D 2 NEs#
37.78 NE% NE# 1,30 EC% B
3.10 EO% EO# 10.60 BL% Ba#
0.36 BA% BA#

Cells 7843/8192 Secs, 05
Cells 7980/8192 Secs. 16

Abbildung 4: Normales und pathologisches Differentialblut am VCS
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2.3 Analyse am Technicon H*1

Der Technicon H*1 ist ein mechanisiertes vollautomatisches Himatologie—Analysesy-
stem, das aus 100ul Vollblut wahlweise das kleine oder das grofe Blutbild durchfiihrt.
Von einer Probennehmernadel wird das Blut angesaugt und auf die drei Kanile ver-
teilt. Im Normalfall werden 10.000 Zellen ausgezahlt; bei Proben mit weniger als 4.000
Leukozyten /ul werden 1.000 Zellen pro Kanal ausgezihlt.?”-?® Das Geriit arbeitet nach
dem Prinzip der optischen Zytometrie gekoppelt mit zytochemischer Differenzierung der
Leukozyten. Hierbei wird die Peroxidaseanfarbbarkeit der Zelle (zytochemisch) mit der
Streulichtmessung an Leukozyten (Grofe der Zelle) und der zytometrischen Streulicht-
messung an Leukozytenkernen kombiniert.!®2

Peroxidase— und Streulichtmessung der Leukozyten im Peroxidasekanal

Die Peroxidasereaktion dient vor allem zur Differenzierung der bei akuten Leukosen auf-
tretenden Zellarten. Myeloblasten, Lymphoblasten, Lymphozyten und der grofere Teil
der Monozyten (iiber 75%) sind peroxidase-negativ. Promyelozyten, Myelozyten und
reife Granulozyten (mit Ausnahme der Basophilen) sowie ein kleiner Teil der Monozy-
ten (unter 25%) reagieren peroxidase—positiv. Bei einem Teil der akuten Leukosen zeigen
jedoch auch Blasten Peroxidaseaktivitit. Dieser Befund weist darauf hin, daf es sich um
Myeloblasten handelt, die sich in einem bestimmten Reifungsstadium zum Promyelo-
zyten hin befinden. In diesen Zellen sind bereits enzymhaltige Organellen vorhanden,
die sich jedoch mit der Farbung nach PAPPENHEIM nicht als Granula darstellen. Ein
negativer Befund schliefit eine akute Myelose nicht aus und erlaubt keine Abgrenzung
gegeniiber einer chronischen oder akuten Lymphadenose.?°

Zur Messung der Peroxidaseaktivitdt werden zunéchst die Leukozyten fixiert und die
Erythrozyten zerstort, dann erfolgt die Anfirbung der Leukozyten entsprechend ihrer
Peroxidaseaktivitit. Die so behandelte Zellsuspension wird dann von einem Mantelstrom
umhiillt in einer Flufkiivette analysiert.

In dieser Kiivette wird gleichzeitig die Streuung des Lichtes eines Lasers an den zu
differenzierenden Zellen gemessen.

Von jeder einzelnen Zelle erhélt man also zwei Signale: ein Streulichtsignal (propor-
tional zur Groke der Zelle) und ein Absorptionssignal (proportional zur Enzymaktivi-
tat). Das Leukogramm wird erstellt, indem beide Signale fiir alle Zellen einer Probe (ca.
10.000 differenzierte Zellen) in einem x-y-Koordinatensystem gegeneinander auftragen
werden. 527

Das Leukogramm (siehe Abb. 5) einer jeden Probe kann in sechs verschiedene Felder
eingeteilt werden, in denen sich von Fall zu Fall unterschiedlich grofte Zellpopulationen
befinden. Die Bedeutung des Leukogramms einer Patientenprobe besteht darin, daf seine
Betrachtung eine schnelle Unterscheidung normaler und pathologischer Proben zulift;
dabei ist bei pathologischen Proben eine Abschitzung des Ausmafes der Verdnderungen
moglich.
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Neutrophile und eosinophile Granulozyten, Lymphozyten und atypische Zellen kén-
nen hierdurch getrennt quantifiziert werden; Monozyten und basophile Granulozyten er-
scheinen als gemeinsame Zellpopulation. Die Population der Neutrophilen umfaft hierbei
sowohl die reifen segmentkernigen Granulozyten als auch Vorstufen der Granulopoese
vom Stabkernigen bis zum Promyelozyt. Eine Unterscheidung von reifen und unreifen
Zellen ist hier nicht moglich. Weiterhin existiert ein Feld (LUC: large unstained cells),
das grofe, peroxidasenegative Zellen enthilt. Hierunter fallen im wesentlichen reaktiv
verinderte Lymphozyten, Blasten, Pfeifferzellen und Plasmazellen.!5 2731

1. Erythrozyten (lysiert), Thrombozyten, Storsignale durch Elektronik

und Reagenzien (=Rauschen)

Eosinophile

Lymphozyten

Monozyten und Basophile

LUC (large unstained cells, z.B. groke lymphatische Reizformen,

Blasten, Pfeifferzellen)

6. Neutrophile (Segment—und Stabkernige, Metamyelo-, Myelo-,
Promyelozyten)

AN

Abbildung 5: Leukogramm

Von Bedeutung ist auch der Anteil der peroxidase-positiven Zellen an der Gesamtzahl
der untersuchten Zellen, die mittlere Peroxidaseaktivitit der Probe. Unter Verwendung
der mittleren Peroxidaseaktivitit der Probe berechnet das Gerit einen mittleren Per-
oxidaseaktivitatsindex MPXI.
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MPX, - MPX,
MPX,

MPX, ist die mittlere Peroxidaseaktivitit der untersuchten Probe, M PX,, die im
Gerit gespeicherte mittlere Peroxidaseaktivitéit eines Normalkollektivs. Der Normalbe-
reich des M PX]I reicht von -10% bis +10%.%7

Mit dem zytochemischen Peroxidasenachweis werden nicht alle fiir das Leukozyten—
Differentialblutbild nétigen Informationen gewonnen. Es fehlen noch die Basophilen und
Aussagen iiber die reaktive beziehungsweise pathologische Linksverschiebung; diese In-
formation liefert der Basophilen—, auch Kernsegmentierungskanal genannt.!5:27:32

MPXI =100

Basophilen- oder Kernsegmentierungskanal; Laser—Streulichtmessung der
Leukozytenkerne (zytometrisch) in zwei Winkelbereichen

Vor der Messung werden hier in stark saurem detergenzhaltigem Milieu alle Zellen mit
Ausnahme der Basophilen von Threm Zytoplasma befreit (Zell-Stripping). Die verblei-
benden Zellkerne werden dann im Laserstreulicht in zwei verschiedenen Winkelbereichen
(Klein- und Grofwinkelstreuung) als rund oder segmentiert erfakt. Dabei wird die In-
tensitit der Kleinwinkelstreuung auf die Y-Achse und die der Grofwinkelstreuung auf
die X-Achse aufgetragen. Auf diese Weise erhiilt man das Nukleogramm.* %2732 Ein
beispielhaftes Nukleogramm enthélt Abb. 6.

Das Nukleogramm einer jeden Probe kann in vier Felder eingeteilt werden, in denen
sich folgende Zellpopulationen befinden: mononukleédre Zellen, polymorphnukleire Zel-
len (segmentkernige Neutrophile und Eosinophile), Basophile und sonstige Zellen ohne
medizinische Bedeutung (Rauschen).33:34

Zu den rundkernigen, ,mononukleir‘ genannten Zellen (MN) zihlen die Lympho-
zyten und Monozyten, aber auch die rundkernigen Vorstufen der Granulopoese (vom
Metamyelozyten bis zum Blasten). Die ,polymorphnukleér” bezeichneten Zellen (PMN)
umfassen die segmentkernigen neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Die MN und
PMN-Populationen werden durch eine senkrechte Schwelle voneinander getrennt. Im
Normalfall hat die MN—Population eine runde, die PMN—Population ein langgestreckte
Form.

Der Kernsegmentierungsindex LI, auch Lobularitdtsindex genannt, wird durch die
folgende Beziehung definiert:

I Lage des Maximums der PMN‘s auf der X—Achse
~ Lage des Maximums der MN‘s auf der X-Achse

Aus dem Kernsegmentierungsindex sowie aus der Auspragung und Lage der senk-
rechten PMN/MN-Schwelle resultiert die Beurteilung der reaktiven Linksverschiebung.
Im Ubergangsbereich zwischen mononuklediren und polymorphnuklediren Zellen fin-
den sich die stabkernigen Granulozyten. Das Feld 1 wird — allerdings unsichtbar —
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esesfracccssan
]

0 EXxxxl

XYY EXT XYY

Jqocuooool.oo.-

Mononukledre Zellen

Polymorphnukledre Zellen

Basophile

Zellen ohne bzw. mit unbekannter medizinischer Bedeutung (Rauschen)

==

Abbildung 6: Nukleogramm

durch eine zusitzliche Schwelle bei 8 Skalenteilen der waagerechten Achse in zwei Felder
unterteilt. Die links davon liegenden Zellen werden als Blasten zugeordnet.

Einzig die basophilen Granulozyten sollen im Milieu des Basophilen-Kanals intakt
bleiben. Durch ihre Streulichteigenschaften unter diesen Bedingungen setzen sich die
Basophilen deutlich von den iibrigen Populationen ab und werden an dieser Stelle des
Analysevorgangs quantifiziert.? !5

Kombinierte Auswertung beider Kanile

Die kombinierte Information aus beiden Mefskanélen, dem Peroxidase— und dem Baso-
philen-Kanal, erlaubt die Unterteilung der Leukozyten in fiinf Populationen. Neutro-
phile, eosinophile Granulozyten und Lymphozyten konnen allein aus ihren Signalen im
Peroxidase-Kanal quantifiziert werden. Hier werden zusétzlich auch die LUCs bestimmt.
Monozyten und basophile Granulozyten werden durch Kombination von Informationen
aus dem Peroxidase— und Basophilen-Kanal identifiziert.!®27%3!

Durch einen Zahlvergleich beider Mefkanile schliefst das Gerédt auf die Plausibilitat
der ermittelten Gesamtleukozytenzahl. Dariiber hinaus werden aus einer Gegeniiberstel-
lung bestimmter Zellpopulationen aus beiden Mefkanélen einige Hinweise auf Blutbild-
verdnderungen abgeleitet und durch morphologische Warnsignale charakterisiert:'®
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e Eine vermehrte Zellzahl im Ubergangsbereich zwischen ,mononukleiren® und ,po-
lymorphkernigen” Zellen im Basophilen-Kanal deutet das Gerét als reaktive Links-
verschiebung der Granulopoese; d.h. eine Erh6hung der Stabkernigen, deren Kerne
nicht mehr ganz rund, aber noch nicht segmentiert sind. Je nach Ausprigung wird
in der Rubrik Linksverschiebung das Signal ,,+* oder ,+-+ angegeben.

e Wird fiir den Kernsegmentierungsindex ein Wert LI < 1.9 gefunden, so wird unter
Linksverschiebung das Signal , 4 gesetzt.

e Uberwiegen die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, gezihlt im Peroxidase—
Kanal, gegeniiber den polymorphkernigen Zellen aus dem Basophilen—Kanal
[Neut(Perox) + Eos(Perox) — PMN(Baso) > 10 %], wird der Verdacht auf das
Vorliegen unreifer Vorstufen der Granulopoese signalisiert. Im Ausdruck erscheint
unter Sonstige das Signal ,JG* (immature granulocytes). Zusétzlich wird unter
Linksverschiebung das Signal .+ gesetzt. Dahinter steht der Gedanke, dafs derar-
tige Vorstufen (ab Metamyelozyten) im Basophilen—Kanal als ,rundkernige* Zellen
klassifiziert werden und damit unter die ,mononukleiren Zellen fallen. Die ver-
bleibende Population der PMN aus dem Basophilen-Kanal wird damit kleiner als
die der Granulozyten aus dem Peroxidase-Kanal.'%%7

e Treten im Basophilen-Kanal Zellkerne auf, welche ein geringes Grofiwinkelstreu-
licht erzeugen (im Ausdruck finden sich diese im linken Bereich im Feld der ,mo-
nonuklediren” Zellen), erscheint in der Rubrik Blasten das Signal ,+.

e Werden mehr als 4% der Zellen dem Feld ,LUC* zugeordnet, so gibt das Gerit je
nach Volumen der hier eingeordneten Zellen in den Rubriken ,Blasten* und/oder
LAtyp“ das Signal 4

e Unter Sonstige werden verschiedene zusitzliche Signale gegeben, die auf Storeffekte
(etwa durch Luftblasen) oder Schwierigkeiten bei der Differenzierung in einem
bestimmten Kanal zuriickgehen kénnen.

Zur Beurteilung mancher morphologischer Warnsignale wird zusétzlich die mittlere
Peroxidaseaktivitat M P X[ herangezogen.

Bei starker Normalwertiiberschreitung, z.B. Leukozytose, Neutrophilie, Lymphozyto-
se sowie bei Kennzeichnung einer Blutprobe durch Flags mit Hinweis auf Abnormititen
in der Leukozyten—Morphologie ist eine mikroskopische Nachdifferenzierung erforderlich.
Um einen schnellen Uberblick zu gewiihrleisten, codiert das Technicon H*1 die morpho-
logischen Signale zu einer vierstelligen Zahl, dem Leukosignal. Jede Stelle dieser Zahl
gibt Hinweise auf ein bestimmtes pathologisches Merkmal:5:33

1. Stelle | 2. Stelle | 3. Stelle | 4. Stelle
Linksver- | Atypische | Blasten | Sonstige
schiebung | Zellen
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Abbildung 7: Pathologisches Differentialblutbild des Technicon H*1

Abb. 7 stellt einen typischen Ausdruck des Technicon H*1 dar.
Auch ohne morphologische Warnsignale ist in den folgenden Féillen eine mikrosko-
pische Nachuntersuchung unerlasslich:

e Peroxidasemangel (falls Neutrophile ins Monozytenfeld und Monozyten ins LUC-
Feld hineinstreuen)

e Auffillige Verdnderungen im Leukogramm (z.B: iiberlappende diffuse, zusétzliche
oder anomal positionierte Punktwolken)

e Auffillige Verdnderungen im Nukleogramm (z.B. Streuen von MN-Population in
das Basophilenfeld)

e Extreme Verinderung in den Verteilungskurven (z.B. Doppelgipfeligkeit, starke
Asymmetrie)'?
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2.4 Analyse am Sysmex NE-8000

Der Sysmex NE-8000 ist ein Himatologie-Analysator, der neben den iiblichen Parame-
tern des kleinen Blutbildes eine zusétzliche Leukozytendifferenzierung auf physikalischem
Wege erlaubt.?

Das Differenzierungsgerit basiert auf dem Widerstands—Mefsprinzip, der hydrodyna-
mischen Fokussierung und der Verwendung methodenspezifischer Lysemittel. In diesem
Konzept wird die Kombination der direkten Strommessung (Impedanzmethode) und
der Radiofrequenzmessung zunutze gemacht, um respektive Zellvolumen, Kerngrofe und
Kerncharakter zu bestimmen.!6:35

Zur Erstellung des grofen Blutbildes sind 200 ul Vollblut erforderlich; das angesaugte
Blut wird iiber das Scherventil auf die fiinf analytischen Kanéle des Gerétes verteilt.

Fiir die Leukozytendifferenzierung am Sysmex NE8000 werden 12ul Vollblut im
Scherventil abgetrennt. Mit einer spezifischen Verdiinnungslésung und einem Lyse- Mit-
tel wird dieses im Verhéltnis 1:250 gemischt. 250 ul dieses temperierten Ansatzes ge-
langen danach durch die 100 pum- Kapillare eines Mefswandlers (Widerstands- Mefprin-
zip). In diesem Kanal wird eine Simultanmessung mit Gleichstrom (DC) und einem
tiberlagerten Wechselstrom (HF, MHz-Bereich) durchgefiihrt. Das iibliche Widerstands-
Mefsprinzip ist durch eine iiberlagerte Hochfrequenz-Spannung erweitert: Beim Durch-
tritt der Zellen durch die Mek6ffnung werden der durch die Mekoffnung fliefsende Gleich-
strom und die iiberlagerte Hochfrequenz in charakteristischer Weise beeinflufst. Der im
Gleichstromkreis erhaltene Impuls ist dem Volumen der Zelle proportional; das Hochfre-
quenzspannungssignal wird in Abhéngigkeit von der Kerngréfe und -struktur verdndert
Der Lyseprozeft beeinflufst die Leukozyten in charakteristischer Weise; nicht nur die ein-
zelnen Leukozyten—Klassen, sondern auch unreife Vorstufen zeigen jetzt gegeniiber DC
und HF ein unterschiedliches und reproduzierbares Verhalten.

Jedem Leukozyt 14£t sich in dieser Weise ein DC— und ein HF-Signal zuordnen. Beide
Kenngrofen sind gegeneinander darstellbar und aufzutragen: Abszisse = DC-Signal,
Ordinate = HF-Signal. Aus der Gesamtzahl der gemessenen Leukozyten entsteht so das
charakteristische Scattergramm, das am Bildschirm und im Ergebnisausdruck erscheint.
Es zeigt die in einem Mikroliter Blut erfakten Leukozyten.

Wihrend im Leuko-Kanal das DC-Signal im wesentlichen von der Zellgréfte und der
(durch die Beweglichkeit der Ionen gegebenen) Leitfihigkeit des Zellplasmas abhéngt,
haben Grofe und Dichte des Zellkerns sowie Zahl und Art der Zellorganellen bestim-
menden Einflufs auf das HF-Signal.

Die einzelnen Zellstrukturen im Inneren des Leukozyten mit ihrer unterschiedlichen
Leitfahigkeit wirken wie ein System von Kondensatoren, die innerhalb des Zellplasmas
parallel und in Reihe geschaltet sind. Mit der Hochfrequenz wird daher der von vielen
physiologischen Faktoren beeinflufste kapazitive Widerstand des einzelnen Leukozyten
erfafst.

Im HF-Kanal wird neben den wesentlichen Parametern des Differentialblutbildes
auch die Gesamtleukozytenzahl bestimmt. Bewegliche Schwellen unterteilen die Leuko-
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zytenpopulation in Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und unreife Vorstufen aller
Leukozyten. Ausserdem werden teillysierte Erythrozyten sowie kernhaltige Vorstufen
und Blutplittchenaggregate abgetrennt.5 1,16:3536

Die Leukozytenzihlung wird daher wenig von typischen himatologischen Storgrofsen
beeinflufst.?® 3

Das Scattergramm zeigt fiir Normal-Blutproben deutlich getrennte Populationen (so-
genannte Dot-Plots), die den teillysierten Erythrozyten, den Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten zugeordnet werden kénnen (Abb. 8).

WRC
RF

DC
E  Erythrozyten—Fragmente und Pléttchen
L. Lymphozyten
M  Monozyten
G

Granulozyten und unreife Vorstufen aller Leukozyten
Abbildung 8: Scattergramm des NE8000

Hier setzen automatisch arbeitende Diskriminatoren — insgesamt acht — Grenzen
in jeweils typischer Position (siehe Abb. 8). In den Feldern werden die Einzelimpulse
gezdhlt und somit die Konzentration der Lymphozyten, der Monozyten und Granulozy-
ten ermittelt. Werden atypische Dot-Plots oder andere Anomalitédten im Scattergramm
bemerkt, werden Warnhinweise oder Hinweise in Richtung einer Ergebnis-Interpretation
gegeben. Die drei Populationen des Scattergramms werden auch in Histogramm-Form
ausgedruckt. Hierbei enthélt der rechte Peak die neutrophilen, eosinophilen und die ba-
sophilen Fraktion. Der mittlere Peak zeigt nur die Monozyten, wihrend der linke Peak
durch die Lymphozyten gebildet wird'® (Abb. 9).

Durch das Histogramm besteht eine zusétzliche Beurteilung der Blutzelldifferenzie-
rung und stellt eine sinnvolle Ergdnzung zum Scattergramm dar. Der unterlegte gepunk-
tete Bezirk gibt den Normalbereich an.
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Abbildung 9: Leukozyten—Histogramm des NE8000

Fiir die Zahlung der Eosinophilen und der Basophilen stehen zwei weitere, voneinan-
der unabhéngige Kanile zur Verfiigung, die ebenfalls nach dem Widerstands—Mefprinzip
arbeiten, allerdings ohne iiberlagerte Hochfrequenz.

Beide Kanile besitzen Mefwandler mit 100 gm Offnung. In jedem dieser Kanile
wird ein Aliquot der Blutprobe mit einem spezifischen Lysemittel inkubiert, das alle
iibrigen Leukozyten bis auf die Eosinophilen beziehungsweise die Basophilen lysiert und
nur die zu bestimmenden Zellen intakt 1af5t. Die bei der Messung erhaltenen Signale las-
sen eine deutliche Unterscheidung zwischen Debris der lysierten Zellen und Eosinophilen
beziehungsweise Basophilen zu. Automatische Schwellen legen die Grenze fest, ab der
die Eosinophile und Basophile gezidhlt werden. Sowohl von dem Eosinophilen- als auch
von dem Basophilen-Kanal erscheint ein Histogramm und wird im Ergebnisausdruck
mit erstellt; anhand dieser Histogramme kann die Funktion beider Kanéle beurteilt wer-
den.”16:3537 Typische Histogramme stellen Abb. 10 dar.

Normalbereich

Eosinophilerti-
Vertsilungskurve

‘Basophilen- '
Verteilungskutve

i BEESEER 5 S i

“Baso.-Histogramm

250f1 300F1

Eo.-Histog:-rlm;n' o
Abbildung 10: Eosinophilen- und Basophilen-Histogramme

Das iibersichtlich gegliederte Ergebnisformular liefert mit den Zahlenwerten zunéchst
die bekannten Daten des kleinen und des groften Blutbildes. Alle Zahlenwerte werden
beim Uber- oder Unterschreiten von anwenderprogrammierbaren Grenzwerten mit 4+
oder ,-“ gekennzeichnet. Ergebnisse, die das Programm nicht akzeptiert, werden nicht
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ausgedruckt und mit einem ,*“ markiert. Neben den numerischen Daten werden fiinf
Histogramme und das Scattergramm dargestellt (Abb. 11); diese konnen bei entspre-
chender apparativer Ausstattung auch farbig ausgedruckt werden.!®

DATE 2%/ Tr/8% ML 184 17:54
FOSITIVE Diff.

+HED {1;93 Exig-asull

WEE REC B85 LXI0 & ul]
[ HBR iR.E Lgsdld
HCT 2.5 [41
MOV SB.E L[FL11
MOH BG4 rpgd
MCHEC Z%.1 Fosdid
FLT 187 Exi0 2/utsl

ROl-50 42,4 D132
ROW-CY 14 .4 W]
F ok 12.3 LFi7
P 1003 £F1]
=L CFt Ai.8 tHl

w1l CWio8/ui]

CNELT B3.7 7.6l
LyMeh  23.6 2.81
MONG . 1olh+
; = 1.8 o.21
W BASD 1.2 .14+
WRC] IFLT]
Monocvicsis

Abbildung 11: Ausgabe eines Differentialblutbildes am NE8000

Aus den Zahlenwerten, dem Scattergramm und den Histogrammen werden vom
NE8000 Warn- und Interpretationshinweise abgeleitet, die am Unterrand des Bildschirms
beziehungsweise des Graphikausdrucks ausgegeben werden. Dazu werden zwei Arten von
Meldungen benutzt, mit denen die Ergebnisse erginzt werden:

e numerisch differenzierte Meldungen
e morphologische Meldungen

Numerisch differenzierte Meldungen sind meist aus den Zahlenwerten abgeleitet;
z.B. Lymhopenie, Neutrophilie, etc. Morphologische Markierungen sollen beim Erkennen
auffélliger Proben helfen. Sie umfassen folgende Angaben :

e Blasten?

e Unreife Granulo?
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e Linksverschiebung?
e Atypische Lymphozyten?

e Erythroblasten?

Abb. 12 zeigt eine schematische Darstellung der Lokalisation der verschiedenen Leu-
kozytenpopulationen in der Ausgabe des NES000.

R

GRANULOCYTES

- IMMATURE
GRANULOCYTES

BLASTS

bC

Abbildung 12: Lage einzelner Leukozytenpopulationen im Scattergramm des NE8000

Auffillige Befunde miissen stets abgekldrt werden. Markierte (,geflaggte) Proben,
welche die Morphologiekriterien betreffen, erfordern eine mikroskopischer Nachdifferen-
zierung. Gekennzeichnete Proben, welche die Zahlenwerte betreffen, sind im Zusammen-
hang mit den anwenderspezifischen Referenzbereichen zu bewerten.

Die Abb. 13 zeigt ein pathologisches Differentialblutbild am NES8000.
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CATE 19/ 7/89 . NOT . 2 11:48
FOSITIVE Diff. Morph.Count H§-
+WEC 19.32 [X10°3/ull
WEC REC 2.54 [X10°E/ull
HGE 11.8 [g/d13
HCT 38.7 [%]
MoV 95,2 [41]
MCH 8%.% Lpgl
MCHG 35,0 [g/dll
REC 0 +FLT 844 [X10°8/ull
S : : : - ROW-SO 0.9 [£11
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3 : FIW 10.0 [§11
D ~MEY 8.8 [£13
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BEGFL
FLT L% [X10°3/ull
: i NEUT #xx .% KER FE¥
f LYMFH %%% 0% %%% %%
; MOND 4.7 0.1+
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WEBC ABN Distrib. Thrombocytosis
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Blasts 7
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Atypical LYMPH ?

Abbildung 13: Ausgabe eines pathologischen Differentialblutbildes am NE8000
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2.5 Zusatzliche Anmerkungen

Unabhéngig vom verwendeten Gerit sollte eine mikroskopische Nachdifferenzierung er-
folgen, wenn eine Leukozytose (>18.000/ul) oder eine Leukopenie (< 3.000/ul) vorliegt;
aukerdem bei starken quantitativen Verschiebungen der fiinf Zellpopulationen.

Wie schon erwdhnt, kann mit den Differenzierungsautomaten Technicon H*1 und
Sysmex NE8000 auch eine Bestimmung des roten Blutbildes erfolgen. Erythrozyten so-
wie das Himoglobin werden mittels Zentralstrahlprinzips erfaftt; auerdem wird das
Hamoglobin durch Photometrie bestimmt. Aus diesen Daten werden in iiblicher Weise
die Erythrozytenquotienten errechnet, die einen hohen Aussagewert besitzen. Aus den
Grofkenverteilungskurven der Erythrozyten und der Plattchen werden zuséitzliche Para-
meter abgeleitet, die Aussagen iiber die Kurvenform (Verteilungsbreite) zulassen. Da
eine visuelle Beurteilung der Kurvenform iibersichtlicher ist als ein abgeleiteter Zahlen-
wert (z.B. Doppelpopulationen), werden diese Kurven mit angezeigt und im Ergebnis mit
ausgedruckt. Auch hier werden sowohl bei morphologischen als auch bei quantitativen
Auffilligkeiten der Blutprobe unterschiedliche Markierungen gesetzt.

Auf die Erstellung des roten Blutbildes und ihrer Schwierigkeiten durch die Gerite
wurde nicht nidher eingegangen.

Mit dem Coulter VCS war lediglich die Erstellung des Differentialblutbildes mé&glich.
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2.6 Statistische Auswertung

Die prozentualen Verteilungen der Zellpopulationen bei mikroskopischer und automa-
tisierter Differenzierung am Coulter VCS, am Technicon H*1 und am Sysmex NE8000
wurden durch lineare Regression ausgewertet. Hierzu kam das Programm ,Plotlt“ zum
Einsatz. Dariiberhinaus wurden die 95% Vertrauensbereiche des PEARSON-Korrelations-
koeffizienten und die Regressionsgerade ermittelt.
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3 Ergebnisse

Im ersten Teil der Untersuchung wurden die an den verschiedenen Analysatoren ermit-
telten Anteile der neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten
und Monozyten an der Zahl der Leukozyten mit den mikroskopisch ermittelten Antei-
len verglichen. In der Darstellung der Ergebnisse aus 646 Blutproben wurden die von
den Analysegeriten ermittelten Anteile auf der Abszisse gegen die durch mikroskopi-
sche Differenzierung ermittelten Werte auf der Ordinate aufgetragen und durch lineare
Regressionanalyse ausgewertet; ferner wurde der PEARSON-Korrelationskoeffizient er-
mittelt. Die Regressionsgerade wurde in der Form y = mx + b angegeben. Allgemein
konnte fiir alle Zelltypen festgestellt werden, daft bei Vorliegen kleiner Zellpopulationen
von den Mefgerdten eher zu hohe, bei grofer Zellpopulation eher zu niedrige Werte
ermittelt wurden.

Auf eine direkte Korrelation der basophilen Granulozyten sowohl zwischen den ver-
schiedenen Blutzelldifferenzierungssystemen und der mikroskopischen Methode als auch
zwischen den Analysegerite untereinander, wurde wegen der geringen absoluten und re-
lativen Zellzahlen verzichtet. Bei allen Blutproben lag der durchschnittliche Anteil der
basophilen Granulozyten bei den Differenzierungssystemen bei 1.2%, wihrend er mittels
mikroskopischer Differenzierung mit 0.8% etwas niedriger bestimmt wurde.

Blutproben, die eine fragliche qualitative oder quantitative Abnormitéit aufwiesen
(geflaggte Proben) sollten von den Differenzierungsanalysatoren als kontrollbediirftig
gekennzeichnet werden.

3.1 Quantifizierung von Leukozytenpopulationen

Die vollstdndige numerische Auswertung der Quantifizierungsergebnisse findet sich im
Tabellenanhang.

3.1.1 Neutrophile Granulozyten

Die Bestimmung der neutrophilen Granulozyten ergab in den verschiedenen Altersgrup-
pen keine wesentlichen Unterschiede zwischen den mechanisierten Differenzierungssyste-
men untereinander sowie im Vergleich zur mikroskopischen Analyse.

Der Vergleich zwischen mikroskopischer Differenzierung und den unterschiedlichen
Analysesystemen zeigte fiir die Gruppe ,geflaggte und ungeflaggte Proben“ an allen
Systemen eine befriedigende bis gute Ubereinstimmung.

Hierbei konnten durch die zytochemischen Methode am Technicon H*1 PEARSON-
Korrelationskoeffizienten von R = 0.90 in der Gruppe ,,Neugeborene, 0. — 4. Woche“, R =
0.94 in der Altersgruppe ,,Séuglinge, 5. Woche — 1 Jahr* und R = 0.95 in den beiden ande-
ren Altersgruppen ermittelt werden (Abb. 14 links). Der Vergleich zwischen der Streu-
licht-konduktometrischen Bestimmung am Coulter VCS und der mikroskopischen Be-
stimmung ergab Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.90 und R = 0.93 (Abb. 14 mit-
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te), wihrend bei der Bestimmung durch die Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektive
Methode am Sysmex NE8000 im Vergleich zur mikroskopischen Differenzierung nur
Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.86 und R = 0.91 gefunden werden konnten
(Abb. 14 rechts).

Wurden die ,ungeflaggten Blutproben gesondert betrachtet, so konnte vor allem
zwischen dem Analysegerdt Sysmex NE800O und den mikroskopisch ermittelten Ergeb-
nissen eine bessere Ubereinstimmung erzielt werden; die Korrelationskoeffizienten lagen
zwischen R = 0.91 und R = 0.94 (Abb. 15).

Zwischen den verschiedenen durchfluftzytometrischen Analysesystemen konnten sehr
gute Ubereinstimmungen in allen Altersstufen gefunden werden mit Korrelationskoeffi-
zienten zwischen R = 0.92 und R = 0.96 bei den ,geflaggten und ungeflaggten* Blutpro-
ben; besonders gute Ubereinstimmungen zeigten sich, wenn nur die unmarkierten Proben
miteinander verglichen wurden. Zwischen der Streulicht-konduktometrischen und der
Streulicht-zytochemischen Methode wurden in jeder der Altersgruppen Korrelationsko-
effizienten von R = 0.99 ermittelt. Beim Vergleich zwischen Coulter VCS und Sysmex
NE8000 konnten in den unterschiedlichen Altersgruppen Korrelationskoeffizienten zwi-
schen R = 0.96 und R = 0.98 gefunden werden; die entsprechenden Diagramme sind in
Abb. 16 dargestellt.

Der Anteil gemessener neutrophiler Granulozyten lag bei den mechanisierten Ana-
lysesystemen im Vergleich zur mikroskopischen Messung in den Bereichen mit geringe-
rem Neutrophilenanteil insgesamt etwas hoher, in den Bereichen mit hohem Neutrophi-
lenanteil niedriger. Dies zeigte sich in den durchweg positiven y-Achsenabschnitten im
Vergleich zwischen mikroskopischer und mechanisierter Differenzierung; die y-Achsen-
abschnitte lagen zwischen b = 1.42 und b = 8.13, die Steigungen fanden sich zwischen
m = 0.85 und m = 0.94. Zwischen den verschiedenen Altersstufen konnten dabei keine
wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Eine Abweichung hiervon zeigte sich in
der Gruppe ,,Kinder ab 5 Jahren“ im Vergleich zwischen der mikroskopischen Differenzie-
rung und der Analyse am Sysmex NE8000 mit einem y-Achsenabschnitt von b = 13.56
und einer Steigung von m = 0.75 bei den ,geflaggten und ungeflaggten Blutproben.
Die ausschliefsliche Betrachtung unmarkierter Proben brachte keine wesentliche Verbes-
serung, es konnte ein y-Achsenabschitt von b = 11.42 und eine Steigung von m = 0.80
festgestellt werden.

Vergleicht man die Analysegerite untereinander, so lag am Coulter VCS mit der
Streulicht-konduktometrischen Mefimethode die Bestimmung der Neutrophilenzahl in
der niedrigsten Altersstufe ,Sauglinge, 0. — 4. Woche“ leicht {iber den mit der Streulicht-
zytometrischen Mefmethode ermittelten Werten am Technicon H*1 mit b = —1.21,m =
1.01 bei den ,geflaggten und ungeflaggten Proben®. Dies trifft ebenso fiir den Vergleich
des Technicon H*1 mit der Gleichspannungs-Radiohochfrequenz-lyseselektive Methode
am Sysmex NE8000 zu (b = —0.30,m = 1.05). In den anderen Altersstufen lagen die
Zahlergebnisse fiir Neutrophile am Coulter VCS leicht unter den Messungen am Sysmex
NE8000 und dem Technicon H*1 (Abb. 16).

Wie zu erwarten, fanden sich in den verschiedenen Altersstufen unterschiedliche Neu-

30



3. Ergebnisse

100
i 1007\ — - Y=5.8821+0827802* X
/ 4
80* % // 80* " /9/%,
| %**i/fﬁ ] sf///
J60 8 60- C o
-):<|: i ’ Q@ ] * 4%(1 *
4 i K7
* % g o7 K %
20— [T R=0.90 20~ M
" | — Y=7.35627+0.806996 * X | 17 * R=0.89
O\‘\‘\‘\‘\‘ O+——— 7177 717
0O 20 40 60 80 100 0O 20 40 60 80 100
Mikroskop Mikroskop
100+
80— x5
o 60 e
S.o] e
40- Lo T
| Y
et
20 @ R=0.93
’ | - - Y=6.11255+0.852217 * X
0 T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘
0O 20 40 60 80 100

Mikroskop

Abbildung 14: Neutrophile Granulozyten

Neugeborene, 0. — 4. Woche, , geflaggte und ungeflaggte” Proben. Auf Abszis-
se und Ordinate sind die relativen Anteile der Granulozyten in % aufgetragen.
Die Analyseverfahren sind durch die Geridtebezeichnungen bzw. ,Mikroskop*

gekennzeichnet.

trophilenpopulationen. In der jiingsten Altersgruppe ,Neugeborene (0. — 4. Woche)
wurden bei der mikroskopischen Bestimmung im Mittel 42% neutrophile Granulozyten
gezahlt. In der Altersgruppe ,Sauglinge (5. Woche — 1. Jahr)“ lag der Mittelwert der
neutrophilen Granulozyten bei 34%. Bei den ,Kindern (1. — 5. Lebensjahr)“ konnte ein
Mittelwert von 52% festgestellt werden, wihrend sich in der Altersstufe ,Kinder ab 5

Jahren“ ein Mittelwert von 53% fand.
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Abbildung 15: Neutrophile Granulozyten; Kinder, 1. — 5. Jahr, ,,geflaggte und ungeflagg-
te“ Proben

Auf Abszisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Granulozyten in %
aufgetragen. Die Analyseverfahren sind durch die Geritebezeichnungen bzw.
,Mikroskop* gekennzeichnet.
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Abbildung 16: Neutrophile Granulozyten; Kinder ab 5 Jahren, ,ungeflaggte Proben

Auf Abszisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Granulozyten in
% aufgetragen. Die Analyseverfahren sind durch die Gerédtebezeichnungen
gekennzeichnet.
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Wurden die arithmetischen Mittel aus den Mefwerten der Analysegeréite berechnet,
so wichen sie in den verschiedenen Altersstufen und fiir die untersuchten Gerdte nur
unwesentlich von den mikroskopisch differenzierten mittleren Neutrophilenzahlen ab.

3.1.2 Lymphozyten

Bei der Bestimmung der Lymphozytenpopulation bestanden in den verschiedenen Al-
tersgruppen zwischen apparativer und visueller Differenzierung insgesamt gute Korrela-
tionen.

Im Gegensatz zur Neutrophilendifferenzierung, bei der sich kein wesentlicher Unter-
schied zwischen den Analysesystemen innerhalb der verschiedenen Altersstufen nachwei-
sen lieft, ergaben sich bei der Lymphozytenbestimmung geritespezifische Abweichungen.

Bei der Streulicht-zytochemischen Methode am Technicon H*1 konnte im Vergleich
zur mikroskopischen Analyse in der Alterstufe ,Neugeborene, 0. — 4. Woche “ bei den
sgeflaggten und ungeflaggten® Blutproben nur ein Korrelationskoeffizient von R = 0.80
festgestellt werden (Abb. 17 links). Dieser verbesserte sich auch bei Vergleich der ,unge-
flaggten Blutproben nicht und lag hier nur bei R = 0.77. In den anderen Altersstufen
fanden sich bei Vergleich Technicon H*1/Mikroskop durchweg zufriedenstellende Korre-
lationskoeffizienten zwischen R = 0.86 und R = 0.93 fiir die ,geflaggten und ungeflagg-
ten“ Blutproben. Bei Betrachtung lediglich der ,jungeflaggten Blutproben verbesserten
sich die Korrelationskoeffizienten und lagen zwischen R = 0.91 und R = 0.94 (Abb. 18
links).

Die beste Ubereinstimmung zwischen mechanisierter und mikroskopischer Bestim-
mung der Lymphozytenpopulation konnte fiir die Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyse-
selektiven Methode am Sysmex NE8000 gefunden werden. Hier lagen die Korrelations-
koeffizienten in den unterschiedlichen Altersgruppen zwischen R = 0.91 und R = 0.93
bei den ,geflaggten und ungeflaggten* Blutproben (Abb. 17 rechts); wurden nur die ,un-
geflaggten Proben isoliert betrachtet, verbesserten sich die Korrelationskoeffizienten ge-
ringfiigig und lagen zwischen R = 0.92 und R = 0.96 (Abb. 18 rechts). Erwihnenswert
ist allerdings, dak trotz dieser guten Ubereinstimmung die Lymphozytenbestimmung
durch den Sysmex NE8000 in der jiingsten Altersstufe ,Neugeborene (0. — 4. Woche)*
schwierig war, da bei 60% der gemessenen Blutproben kein Wert fiir die Lymphozyten
ausgegeben wurde: von 91 gemessenen Blutproben in der Altersgruppe ,Neugeborene
wurde nur bei 38 Blutproben ein Ergebnis fiir Lymphozyten angegeben. Dies tritt auf,
wenn das Analysegerit keine zuverldssige Diskrimination einzelner Leukozytenpopula-
tionen erreicht. In den anderen Altersstufen kam dieses Phinomen nur sehr vereinzelt
VOr.

Vergleicht man die Streulicht-konduktometrische Analyse am Coulter VCS mit der
mikroskopischen Untersuchung, so konnten befriedigende Ubereinstimmungen nachge-
wiesen werden, die bei den ,geflaggten und ungeflaggten* Blutproben mit Korrelations-
koeffizienten zwischen R = 0.86 und R = 0.93 lagen (Abb. 17 mitte). Bei den ,unge-
flaggten” Blutproben konnte der Korrelationskoeffizient zwischen R = 0.90 und R = 0.95
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Abbildung 17: Lymphozyten

Neugeborene, 0. — 4. Woche, ,geflaggte und ungeflaggte Proben. Auf Ab-
szisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Lymphozyten in % auf-
getragen. Die Analyseverfahren sind durch die Gerdtebezeichnungen bzw.
,Mikroskop* gekennzeichnet.

gefunden werden, wobei sich in den verschiedenen Altersstufen keine wesentliche Unter-
schiede ergaben (Abb. 18 mitte).

Auch bei der Quantifizierung der Lymphozyten konnte festgestellt werden, daf mit
allen drei mechanisierten Mefsmethoden im Vergleich zur mikroskopischen Untersuchung
bei niedrigen Zellzahlen eine hohere Lymphozytenzahl bestimmt wurde, wiahrend bei
héheren Zellzahlen im Vergleich zum Mikroskop eher zu niedrige Werte ermittelt wurden.
Wie bei der Neutrophilenbestimmung konnten auch bei der Lymphozytenzdhlung im
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Abbildung 18: Lymphozyten

Kinder, 1. — 5. Jahr, ,ungeflaggte” Proben. Auf Abszisse und Ordinate sind
die relativen Anteile der Lymphozyten in % aufgetragen. Die Analyseverfah-
ren sind durch die Gerédtebezeichnungen bzw. ,Mikroskop“ gekennzeichnet.

Vergleich zwischen der mikroskopischen Differenzierung und den drei mechanisierten
Analyseverfahren in allen Altersstufen nur positive y-Achsenabschnitte gefunden werden.
Diese lagen im Mittel zwischen b = 4.45 und b = 8.09. Allerdings fanden sich auch hier
zwei Abweichungen in der Altersstufe ,Neugeborene (0. — 4. Woche)* sowohl fiir den
Technicon H*1 mit einem y-Achsenabschnitt von b = 15.67 und einer Steigung von
m = 0.61 als auch fiir den Coulter VCS mit einem y-Achsenabschnitt von b = 11.49
und einer Steigung von m = 0.78 bei Betrachtung der ,geflaggten und ungeflaggten*
Proben. Dies énderte sich bei alleiniger Betrachtung nur der ,,ungeflaggten” Proben nicht
wesentlich.

Wurden die Analysesysteme untereinander verglichen, fanden sich ausgesprochen gu-
te Korrelationen, die bei isolierter Betrachtung der von jeweils beiden Gerdten nicht
markierten Blutproben noch besser waren. Beim Vergleich ,geflaggte und ungeflaggte
Proben“ zwischen Coulter VCS und der Bestimmung am Sysmex NE8000 ergaben sich
Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.90 (Neugeborene) und R = 0.98 (Kinder ab 5
Jahren). Wurden zum Vergleich dieser beiden Mefmethoden lediglich die ungeflaggten
Blutproben herangezogen, so konnten hervorragende Ubereinstimmungen mit Korrelati-
onskoeffizienten von R = 0.96 (Kinder, 1. — 5. Jahr) beziehungsweise R = 0.98 (Kinder
ab 5 Jahren) festgestellt werden (Abb. 19 rechts). Im Vergleich Technicon H*1/Coulter
VCS waren die Ergebnisse dhnlich gut (Abb. 19 links); eine Abweichung hiervon fand
sich allerdings in der Altersgruppe ,Sduglinge ,,geflaggte und ungeflaggte Blutproben
mit R = 0.84.
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Abbildung 19: Lymphozyten

Kinder ab 5 Jahren, ,ungeflaggte Proben. Auf Abszisse und Ordinate sind
die relativen Anteile der Lymphozyten in % aufgetragen. Die Analyseverfah-
ren sind durch die Gerédtebezeichnungen bzw. ,Mikroskop“ gekennzeichnet.

Vergleicht man die Lymphozytenbestimmung an den Analysegerite miteinander,
so konnte festgestellt werden, dafs mit der Streulicht-konduktometrischen Methode am
Coulter VCS generell etwas hohere Werte ermittelt wurden als mit den beiden ande-
ren Methoden am Technicon H*1 und Sysmex NE8000. Dies ist in allen Altersgrup-
pen bei den nicht markierten Blutproben am deutlichsten zu erkennen. Hier lag der
y-Achsenabschnitt zwischen b = 0.05 und b = —7.34. Eine Ausnahme findet sich jedoch
in der Altersgruppe ,,Sduglinge und Kinder, 5. Woche — 1 Jahr; hier lag die Lymphozy-
tenpopulation bei der Bestimmung am Coulter VCS mit 15% in den unteren Bereichen
niedriger (b = 15.09); in den oberen Bereichen jedoch etwas hoher (m = 0.70).

Generell konnte auch hier festgestellt werden, daf die in den verschiedenen Alters-
gruppen unterschiedlichen Lymphozytenkonzentrationen durch die mikroskopischen Me-
thode im Mittel {ibereinstimmend gut von den verschiedenen Differenzierungsgeriten
erkannt wurden. So lagen die Werte bei der mikroskopischen Bestimmung in der Gruppe
xNeugeborene“ bei 37%; in der Gruppe ,Siuglinge* bei 54%. Bei den ,Kindern, (1. -
5. Lebensjahr)“, konnte ein Lymphozytenanteil von 38% ermittelt werden; in der Alters-
gruppe ,.Kinder ab 5 Jahren“ wurden 34% Lymphozyten gefunden.

3.1.3 Monozyten

Fiir die Vergleiche mikroskopisch erhaltener Ergebnisse mit den an den Analysegeriten
gewonnenen Monozytenanteilen fanden sich unterschiedliche Korrelationskoeffizienten.
Der deutlichste Unterschied fand sich im Vergleich zwischen der mikroskopischen Be-
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stimmung und der Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiven Methode am Sysmex
NE8000. Hier konnte in der Gruppe ,Neugeborene®, ,geflagete und ungeflaggte” Blut-
proben, keine Ubereinstimmung bei R = 0.29 gefunden werden (Abb. 20 rechts); wurden
die ,ungeflaggten* Blutproben in dieser Altersgruppe isoliert betrachtet, konnte iiberra-
schenderweise sogar nur ein Korrelationskoeffizient von R = 0.08 ermittelt werden.
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Abbildung 20: Monozyten

Neugeborene, 0. — 4. Woche, ,.geflaggte und ungeflaggte Proben. Auf Abszis-
se und Ordinate sind die relativen Anteile der Monozyten in % aufgetragen.
Die Analyseverfahren sind durch die Geridtebezeichnungen bzw. ,Mikroskop*

gekennzeichnet.

In den iibrigen Altersgruppen fand sich fiir den Sysmex NE8000 im Vergleich mit
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der mikroskopischen Differenzierung eine mifige Ubereinstimmung mit Korrelationsko-
effizienten zwischen R = 0.61 und R = 0.66, wobei sich zwischen den ,geflaggten und
ungeflaggten Blutproben und nur ,jungeflaggten® Blutproben kein wesentlicher Unter-
schied ergab (Abb. 21 rechts).

Von allen Analysegeriten konnte bei der Monozytenbestimmung die beste Korrela-
tion zur mikroskopischen Zahlung fiir die Streulicht-konduktometrischen Methode am
Coulter VCS festgestellt werden. Hier konnten bei den ,ungeflaggten Blutproben fast
durchweg Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.82 und R = 0.88 nachgewiesen wer-
den, so dak hier eine befriedigende Ubereinstimmung zu verzeichnen war (Abb. 21 mit-
te). Eine Ausnahme hiervon fand sich in der Gruppe ,Kinder, 1. — 5. Jahr, ungeflaggte
Proben*; hier konnte fiir den Vergleich Coulter VCS/Mikroskop nur ein Korrelationskoef-
fizient von R = 0.71 gefunden werden. Bei den ,,geflaggten und ungeflaggten* Blutproben
lagen die Korrelationen zwischen R = 0.64 und R = 0.87 und waren somit bestenfalls
befriedigend (Abb. 20 mitte).

Zwischen der Bestimmung am Technicon H*1 und der mikroskopischen Differen-
zierung fand sich eine méfige bis befriedigende Korrelation mit Koeffizienten zwischen
R = 0.52 und R = 0.86, wobei sich in den Altersgruppen ,Neugeborene und ,,Sduglinge*
schlechtere Ubereinstimmungen fanden (Abb. 20 links); geringfiigig verbesserte sich der
Korrelationskoeffizient, wenn nur die ,,ungeflaggten” Blutproben miteinander verglichen
wurden (Abb. 21 links).

Wurden die Ergebnisse der Gerdte untereinander in Beziehung gesetzt, so konnten
teilweise sehr gute Ubereinstimmungen erzielt werden. Zwischen den Differenzierungs-
geriten Coulter VCS und Technicon H*1 lagen die Korrelationskoeffizienten bei den
szungeflaggten Blutproben zwischen R = 0.84 und R = 0.98 (Abb. 22 links). Durch
Einbeziehen ,geflaggten Blutproben wurde die Ubereinstimmung schlechter, mit Kor-
relationskoeffizienten zwischen R = 0.61 und R = 0.89. Beim Vergleich des Coulter VCS
mit dem Sysmex NE8000 zeigte sich fiir die beiden Altersgruppen ,Kinder, 1. — 5. Jahr*
sowie ,Kinder ab 5 Jahren* sowohl fiir die ,,geflaggten und ungeflaggten“ als auch fiir die
sungeflaggten® Blutproben eine befriedigende Ubereinstimmung mit Korrelationskoeffi-
zienten zwischen R = 0.70 und R = 0.84 (Abb. 22 rechts). In der Altersgruppe ,Saug-
linge* konnte nur eine mikige Ubereinstimmung zwischen diesen beiden Analysegeriiten
festgestellt werden (R = 0.61 und R = 0.68), wihrend sich bei den ,Neugeborenen*
nur unbefriedigende Korrelationskoeffizienten mit R = 0.41 beziehungsweise R = 0.39
nachweisen liefsen.

Vergleicht man den Coulter VCS mit dem Technicon H*1, so lagen die am VCS-
System ermittelten Monozytenwerte leicht unter denen mittels Streulicht-zytochemi-
schem Verfahren am Technicon H*1 mit einem y-Achsenabschnitt zwischen b = 0.73
und b = 4.30. Allerdings fanden sich hierbei lediglich Steigungen mit m = 0.59, so dafs
in den oberen Bereichen die Monozytenzahl durch den Coulter VCS héher als durch
den Technicon H*1 festgestellt wurden. Eine Ausnahme fand sich in der Altersgruppe
,Kinder, 1.— 5. Jahr“, nur ,ungeflaggte” Blutproben. Hier lag die Monozytenbestimmung
am Coulter VCS mit einem y-Achsenabschnitt von 6 = —0.09 und einer Steigung von
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Abbildung 21: Monozyten

Kinder ab 5 Jahren, ,ungeflaggte Proben. Auf Abszisse und Ordinate sind
die relativen Anteile der Monozyten in % aufgetragen. Die Analyseverfahren
sind durch die Geridtebezeichnungen bzw. ,Mikroskop“ gekennzeichnet.

m = 1.06 in guter Ubereinstimmung zum H*1.

Wie bereits bei den Neutrophilen- und Lymphozytenbestimmungen konnte auch hier
ein leicht erhchtes Ergebnis der mechanisierten gegeniiber der mikroskopischen Monozy-
tenbestimmung in den unteren Bereichen sowie leicht erniedrigte Befunde in den oberen
Bereichen durch die drei Analysegeriite im Vergleich mit der mikroskopischen Methode
festgestellt werden. Generell fanden sich auch hier im Vergleich zwischen mikroskopi-
scher Monozytenbestimmung und den verschiedenen Analysesystemen nur positive y-
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Abbildung 22: Monozyten; Kinder ab 5 Jahren, ,ungeflaggte* Proben

Auf Abszisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Monozyten in %
aufgetragen. Die Analyseverfahren sind durch die Gerétebezeichnungen ge-
kennzeichnet.

Achsenabschnitte und Steigungen m < 1.

Erwartungsgemaf zeigten sich bei der Monozytenbestimmung in der jiingsten Alters-
gruppe im Vergleich zu den anderen Altersstufen héhere Monozytenzahlen mit durch-
schnittlich 10%. In den anderen Altersgruppen lag die Anzahl der Monozyten zwischen
6% und 7%. Tendenziell wurde dies von allen drei Analysegeriten erkannt, wobei festzu-
stellen ist, dak die vom Technicon H*1 und Coulter VCS ermittelten Werte leicht unter,
die durch den Sysmex NE8000 gefundenen Monozytenzahlen leicht iiber den mikrosko-
pisch differenzierten Werten lagen.

3.1.4 Eosinophile Granulozyten

Bei der Bestimmung der eosinophilen Granulozyten konnten durchweg bei allen drei
Analysegeriten befriedigende bis gute Korrelationen zur mikroskopischen Differenzie-
rung gefunden werden. Zwischen den verschiedenen Altersstufen gab es keine wesentli-
chen Unterschiede.

Die Korrelationskoeffizienten lagen fiir den Technicon H*1 im Vergleich mit der mi-
kroskopischen Bestimmung zwischen R = 0.82 und R = 0.85 bei den ,geflaggten und
ungeflaggten” Blutproben (Abb. 23 links). Im gleichen Bereich lagen die Korrelationsko-
effizienten bei isoliertem Vergleich lediglich der ,ungeflaggten* Blutproben bei R = (0.84
und R = 0.85. Bei der Bestimmung am Sysmex NE8000 ergaben sich bei den ,geflagg-
ten und ungeflaggten” Blutproben Korrelationskoeffizienten zur Mikroskopie zwischen
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R = 0.71 und R = 0.95 (Abb. 23 rechts). Fiir die ,ungeflaggten“ Blutproben lagen
die Korrelationskoeffizienten sogar etwas schlechter, ndmlich zwischen R = 0.71 und
R = 0.85. Wurde der Coulter VCS mit der mikroskopischen Differenzierung verglichen,
konnten Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.72 und R = 0.87 fiir die ,,geflaggten
und ungeflaggten“ Blutproben ermittelt werden (Abb. 23 mitte). Bei den ,ungeflaggten®
Blutproben fanden sich Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.79 und R = 0.92.
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Abbildung 23: Eosinophile

Sauglinge, 5. Woche — 1 Jahr, ,geflaggte und ungeflaggte Proben. Auf Ab-
szisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Granulozyten in % auf-
getragen. Die Analyseverfahren sind durch die Gerdtebezeichnungen bzw.
,Mikroskop® gekennzeichnet.
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Unter den Differenzierungsgerdaten konnten bei den ,geflaggten und ungeflaggten®
Blutproben gute Ubereinstimmungen erzielt werden. So konnten zwischen Coulter VCS
und Technicon H*1 bei den ,,geflaggten und ungeflaggten” Blutproben Korrelationskoef-
fizienten zwischen R = 0.79 und R = 0.98 nachgewiesen werden. Wurde die Streulicht-
konduktometrische Verfahren am Coulter VCS mit der Gleichspannungs-Radiofrequenz-
lyseselektive Methode am Sysmex NE8000 verglichen, so lagen die Korrelationskoef-
fizienten bei den ,geflaggten und ungeflaggten Blutproben zwischen R = 0.82 und
R = 0.98. Wurden bei den Analysegeriten nur die Blutproben miteinander verglichen,
die von beiden Analysesystemen nicht signalisiert wurden, konnten fiir die Bestimmung
der Eosinophilenzahl hervorragende Ubereinstimmungen festgestellt werden mit Korre-
lationskoeffizienten von R = 0.98 und R = 0.99 (Abb. 24).
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Abbildung 24: Eosinophile; Kinder ab 5 Jahren, ,ungeflaggte” Proben

Auf Abszisse und Ordinate sind die relativen Anteile der Granulozyten in
% aufgetragen. Die Analyseverfahren sind durch die Geritebezeichnungen
gekennzeichnet.

Beim Vergleich der Analysegerite untereinander lagen die gemessenen Eosinophilen-
zahlen am Technicon H*1 und am Sysmex NE8000 fast durchweg geringfiigig unter den
am Coulter VCS ermittelten Werten.

Wiederum kann auch bei der Eosinophilenbestimmung festgestellt werden, dafs in
den Bereichen mit niedriger Eosinophilenzahl durch die verschiedenen durchfluffzytome-
trische Analysegeréite leicht hohere Werte gemessen wurden als bei der mikroskopischen
Bestimmung. Der y-Achsenabschnitt lag im Vergleich der mikroskopischen Differenzie-
rung mit den verschiedenen Analysegeriten zwischen b = 0.58 und b = 1.68; die Stei-
gungen zwischen m = 0.58 und m = 0.87. Die niedrigste Eosinophilenzahl wurde in der
Altersgruppe ,Kinder, 1. — 5. Jahr* mit durchschnittlich 2% bei der mikroskopischen Dif-
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ferenzierung gefunden und von allen drei Analysegeriten gut iibereinstimmend ermittelt.
In den anderen Altersgruppen lag die Eosinophilenanteil zwischen 3% und 4%.

3.1.5 Basophile Granulozyten

Wie eingangs erwidhnt, wurden fiir die Basophilenbestimmung wegen der geringen re-
lativen und absoluten Zahlen keine direkten Vergleiche durch Ermittlung von Korrela-
tionskoeffizienten vorgenommen. Generell kann gesagt werden, daf die Basophilenzahl
bei der mikroskopischen Bestimmung zwischen 0% und 3% lag und mittels durchflufs-
zytometrischer Verfahren an den verschiedenen Analysesystemen leicht hoher ermittelt
wurde. Dies lag wohl daran, dafl insgesamt bei allen drei Analysegeréiten ca. 10000 Zel-
len differenziert wurden, so daf selbst bei nur 0.5% Basophilenanteil noch 50 basophile
Granulozyten gefunden wurde. Von den verschiedenen Analysegerite wurden fast nie
0% Basophile angegeben. In 32 Fillen von insgesamt 646 gemessenen Blutproben fan-
den sich mikroskopisch erhohte Basophilenanteile zwischen 3% — 5%. Bei diesen Proben
lieferte der Coulter VCS die geringsten Abweichungen, wihrend der Sysmex NE8000
und der Technicon H*1 diese Basophilenanteile niedriger feststellten.

Hohere Basophilenzahlen als mikroskopisch ermittelt, wurden vom Coulter VCS vor
allem dann angegeben, wenn sich in den Blutproben pathologische Blutzellen nachwei-
sen lieflen. So wurden Blasten teilweise mit in die Gruppe der Basophilen eingeordnet;
die Blutproben waren allerdings dann auch als pathologisch markiert. Beim Technicon
H*1 fand sich in Féllen mit nachweisbaren Blasten ein erhohter LUC-Parameter (large
unstained cells).

Falsch erh6hte Basophilenanteile konnten beim Coulter VCS-System auch bei iiber-
alterten Blutproben, welche dlter als 20 Stunden waren, gefunden werden.

Echte Basophilien fanden sich in den untersuchten Blutproben nicht. Insgesamt kann
bei der Bestimmung der basophilen Granulozyten zwischen der mikroskopischen Bestim-
mung und den verschiedenen Analysesystemen von einer orientierenden Ubereinstim-
mung ausgegangen werden.

3.2 Signalisierung von Abnormalitaten

Bei der Leukozytendifferenzierung reicht es nicht aus, die fiinf verschiedenen Zellpopu-
lationen in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten sowie Monozyten und
Lymphozyten zu unterteilen. Wichtig und entscheidend fiir die Qualitét eines Differen-
tialblutbildes ist auch die Aussage iiber das Vorkommen von abnormen beziehungsweise
pathologischen Blutzellen.

Von den verschiedenen mechanisierten Analysegeriten wurden unterschiedliche Si-
gnale zur Erkennung von auffélligen Differentialblutbildern gesetzt. Die geréte-internen
Spezifikationen der Markierungen bei den unterschiedlichen Analysesystemen wurden je-
doch nicht beriicksichtigt; wurde ein Flag durch das Analysegerdt angegeben, so wurde
die Blutprobe als kontrollbediirftig angesehen. Um eine Aussage iiber die Treffsicherheit
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von Warnsignalen machen zu konnen, ist es notwendig zu wissen, wie zuverldssig qua-
litative pathologische Verdnderungen der Leukozyten von den durchflufszytometrischen
Analysegeriten signalisiert werden. Die Empfindlichkeit dieser Signalisierung wird durch
die Sensitivitit beschrieben.

e Anzahl der richtig-positiven
Sensitivitiat =

Anzahl der falsch-negativen + Anzahl der richtig-positiven
Weiterhin stellt sich jedoch auch die Frage, ob eine normale Blutprobe durch das Ana-
lysegerit auch wirklich nicht als kontrollbediirftig angegeben wird. Dies entspricht der
Spezifitit.

Spezifitit — Anzahl der richtig-negativen

Anzahl der falsch-positiven + Anzahl der richtig-negativen

Die Effizienz, welche sowohl die Zuverlissigkeit der Erkennung von positiven Proben
als auch die der Erkennung von negativen Proben einbezieht, ist wie folgt definiert:

Anzahl der richtig-positiven + Anzahl der richtig-negativen
Anzahl der Gesamtzahl der Proben

Zur Einteilung in ,sicher pathologische* Blutbilder und ,,grenzwertig pathologische®
Blutbilder wurden die Vorgaben nach BEGEMANN!® und ROUMKE!?? verwendet, welche
eingangs bereits im Kapitel ,Material und Methoden® beschrieben wurden.

Wurde eine Blutprobe bei der mikroskopischen Differenzierung als ,,grenzwertig pa-
thologisch® eingestuft und vom Analysegerit als kontrollbediirftig signalisiert, so wurde
diese Probe der Gruppe ,richtig-positiv¢ zugeordnet; wurde diese Blutprobe vom Ana-
lysegerét nicht markiert, so wurde sie der Gruppe ,richtig negativ zugerechnet.

Bei Blutproben mit Nachweis von Blutzellanomalien wie z.B. toxischen Granula-
tionen, lymphatischen beziehungsweise monozytiaren Reizformen, DOHLE-Ko6rperchen
und Fragmentozyten bei der mikroskopischen Differenzierung der Leukozyten, wurde
die Blutprobe bei Signalisierung durch das Analysegerit ebenfalls der Gruppe ,rich-
tig-positiv zugerechnet; meistens fanden sich in solchen Fillen weitere Verdnderungen
wie starke Linksverschiebungen und andere Atypien beziehungsweise Leukopenien oder
Leukozytosen.

Auberdem wurden Blutproben, welche eine ausgeprigte Leukozytose (> 18000/ ul)
beziehungsweise eine deutliche Leukopenie (< 3200/ul) aufwiesen und von den Dif-
ferenzierungsgeriten ,geflaggt” wurden, der Gruppe der ,richtig-positiv® signalisierten
Blutbildern zugezdhlt, da in solch einem Fall eine mikroskopische Kontrolle ebenfalls
erfolgen sollte.

Effizienz =

3.2.1 Erkennung von abnormen beziehungsweise pathologischen Blutbildern in
der Altersgruppe ,,Neugeborene, 0. — 4. Woche"

Der Anteil der mikroskopisch ermittelten pathologischen Blutbilder war in der Alters-
gruppe ,,Neugeborene, 0. — 4. Woche“ sehr hoch. Die ,sicher pathologischen* Blutbilder
lagen bei 44%; 23% der Blutbilder waren ,grenzwertig pathologisch®.
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Beziiglich der Erkennung von pathologischen Blutbildern in der Altersstufe ,Neuge-
borene, 0. — 4. Woche* konnte durch das Analysegerit Sysmex NE8S00O eine aufseror-
dentlich gute Sensitivitdt mit 90.7% erreicht werden (Abb. 25). Dementsprechend war
die Rate der ,falsch-negativen* Blutproben mit 9.3% gering. Bei den ,falsch-negativen
und somit nicht ,,geflaggten” Blutproben fanden sich reaktive Linksverschiebungen mit
bis zu 16% Stabkernigen; dies trat allerdings nur in drei Féllen auf. Auferdem wurden in
einem Fall 2% Plasmazellen sowie in zwei Féllen Normoblasten mit einem Prozentsatz
von 5% iibersehen. Aufgrund einer extrem hohen Signalisierungsrate durch den Sysmex
NES8000 war allerdings die Rate an ,falsch-positiven* Blutproben mit 57.6% sehr hoch,
so daf die Spezifitit nur bei 42.3% lag.

Orichtig negativ

Ofalsch positiv

MW richtig positiv

@ falsch negativ

H*1 NE8000 VCS

Abbildung 25: Erkennung qualitativer Abnormalitéiten des Differentialblutbildes durch
Analysesysteme im Blut Neugeborener

Eine zufriedenstellende Sensitivitidt von 78.6 % konnte fiir den Technicon H*1 gefun-
den werden; beim Coulter VCS lag sie bei 71.7%. Falsch-negative Befunde waren somit
beim Technicon H*1 mit 21.4%, beim Coulter VCS mit 28.3% zu verzeichnen. Unter
den pathologischen Blutproben, die vom Technicon H*1 als solche nicht gekennzeich-
net wurden, waren vor allem reaktive Linksverschiebungen mit bis zu 20% stabkernigen
Granulozyten; in zwei Fillen fanden sich zusdtzlich Myelozyten sowie in vier Fillen
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Normoblasten bis zu 3%.

Ahnliche Fehleinstufungen fanden sich beim Coulter VCS. Hier fanden sich bei den
Jfalsch-negativen“ Befunden ebenfalls hdufig reaktive Linksverschiebungen mit bis zu
29% Stabkernigen und 2% Myelozyten; sowie in zwei Fillen normoblastenhaltige Blut-
proben. In einem Fall wurden 6% Plasmazellen nicht erkannt. In keinem Fall wurde
von allen drei Analysegeriten das Auftreten von Blasten iibersehen. Die beste Spezifi-
tat wurde beim Coulter VCS mit 76.2% erreicht; lediglich in 23.8% der Fille wurden
mikroskopische unaufféllige Blutproben vom Coulter VCS-System félschlicherweise als
pathologisch angesehen. Beim Technicon H*1 war die Spezifitdt mit 27.3% schlecht, so
daf der Anteil der ,falsch-positiven* Proben mit 72.7% hier enorm hoch lag.

Die Effizienz war in dieser Altersgruppe am Sysmex NE8000 trotz guter Sensitivitéit
durch die hohe Signalisierungsrate nur geringfiigig besser als beim Coulter VCS, da beim
Coulter VCS die Erkennung von nicht-pathologischen Blutproben hier deutlich besser
erfolgte. Die Effizienz betrug beim Sysmex NE8000 75%, beim Coulter VCS lag sie
bei 73.7%. Fiir den Technicon H*1 mit einer betrichtlichen Rate an ,falsch-positiven
Befunden konnte trotz befriedigender Sensitivitat nur eine Effizienz von 56% errechnet
werden.

3.2.2 Erkennung von abnormen beziehungsweise pathologischen Blutproben in
der Altersgrupppe ,Sduglinge, 5. Woche — 1 Jahr"

In der Altersstufe ,Sduglinge, 5. Woche — 1 Jahr* lag die Anzahl der mikroskopisch
ermittelten ,sicher pathologischen* Blutproben bei 20%; die ,fraglich pathologischen
Blutproben lagen bei 24%.

Auch hier zeigte der Sysmex NE8000 in der Erkennung von pathologischen Blutpro-
ben ein sehr gutes Ergebnis mit einer Sensitivitit von 86%. Ahnlich gut in der Signa-
lisierung von pathologischen Blutproben in dieser Altersgruppe war der Technicon H*1
mit einer Sensitivitit von 81.3%, wihrend der Coulter VCS mit 69.2% in der Erkennung
von abnormen Blutbildern deutlich schlechter war (Abb. 26). Bei den nicht entdeckten
pathologischen Blutbildern fanden sich auch hier vor allem reaktive Linksverschiebungen
mit bis zu 27% stabkernigen Granulozyten. In zwei Fillen wurden Normoblasten bis zu
3% iibersehen sowie in einem Fall 4% atypische Zellen bei mikroskopischem Nachweis
von lympho-monozytiren Reizformen. In einer Blutprobe wurden 3% Myelozyten nicht
signalisiert. Am Sysmex NE800O waren bei einem geringen Prozentsatz an ,falsch-nega-
tiven* ebenfalls reaktive Linksverschiebungen zu finden; in einem Fall sogar bis zu 33%,
weiterhin wurden auch 2% Myelozyten nicht festgestellt. Beim Technicon H*1 wurden
in dieser Alterstufe in einem Fall 16% stabkernige Granulozyten nicht erkannt sowie bei
zwei Blutproben mit 2% Plasmazellen kein Flag gesetzt. Auch in dieser Alterstufe wurde
bei mikroskopischem Nachweis von Blasten im Blutausstrich von den drei verschiedenen
Differenzierungsmethoden die Blutprobe markiert; allerdings erfolgte dies durch keines
der Geréte mit gezieltem Hinweis.

Beziiglich der Spezifitit fand sich beim Coulter VCS wie bereits in der jiingsten
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Orichtig negativ

Ofalsch positiv

M richtig positiv

@ falsch negativ

H*1 NE8000 VCS

Abbildung 26: Erkennung qualitativer Abnormalitéiten des Differentialblutbildes durch
Analysesysteme im Blut von Sduglingen

Altersstufe eine gutes Ergebnis mit 94.3%; von 86 unauffélligen Blutproben wurden
lediglich fiinf markiert. Aber auch durch die beiden anderen Analysesysteme wurden die
nicht-pathologischen Blutproben gut erkannt. Beim Sysmex NE8000 betrug die Spezifitét
86.1%; beim Technicon H*1 war sie mit 80.6% etwas schlechter.

In dieser Altersklasse zeigten die Analysegeridte Coulter VCS mit 86.1% und der
Sysmex NE8000 mit 86.0% die gleichen Effizienzen, wobei auch hier durch den Sysmex
NES8000 pathologische Proben bei hoherer Signalisierungsrate héufiger markiert wur-
den, wihrend der Coulter VCS bei zufriedenstellender Sensitivitit nicht-pathologische
Proben sicherer erkannte. Mit einer Effizienz von 80.6% war der Technicon H*1 schlech-
ter als die beiden anderen Differenzierungsgerite, allerdings war auch hier wie bei den
Neugeborenenblutproben die Sensitivitat und damit die Erkennung von pathologischen
Blutproben besser als beim Coulter VCS. Die Rate an ,falsch-positiven Befunden® lag
auch in dieser Altersklasse beim Technicon H*1 am hochsten.
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3.2.3 Erkennung von abnormen beziehungsweise pathologischen Blutproben in
der Altersgruppe ,Kinder 1. — 5. Jahr"

Die durchschnittliche Anzahl der mikroskopisch ermittelten ,sicher pathologischen“ Blut-
proben lag in dieser Altersgruppe bei 33%; die ,fraglich abnormen* Blutproben waren
mit einem Anteil von zusétzlich 24% vertreten.

Hier konnte der Technicon H*1 mit der Streulicht-zytochemischen Methode die pa-
thologischen Blutproben am sichersten, nimlich mit einer Sensitivitit von 84%, erken-
nen; der Sysmex NE8000 wies nur eine Sensitivitit von 66.7% auf. Mittels Streulicht-
konduktometrischer Bestimmung am Coulter VCS konnten in dieser Altersgruppe 74.4%
aller abnormen Blutproben erkannt werden (siehe Abb. 27). Von allen drei Analysegeré-
ten wurden auch hier vor allem reaktive Linksverschiebungen nicht signalisiert. Meistens
wurden stabkernige Granulozyten zwischen 10% und 15% nicht signalisiert. Auch in die-
ser Altersgruppe fanden sich bis zu 28% stabkernige Granulozyten, welche nicht erkannt
wurden. In einem Fall wurden aukerdem durch den Sysmex NE8000 8% atypische Zellen
nicht gemeldet; das Coulter VCS-System registrierte einmalig 5% lympho-monozytéare
Reizformen mit Hinweis auf atypische Zellen nicht.

Orichtig negativ

Ofalsch positiv

M richtig positiv

@ falsch negativ

H*1 NE8000 VCS

Abbildung 27: Erkennung qualitativer Abnormalitdten des Differentialblutbildes durch
Analysesysteme im Blut von Kindern im 1. — 5. Jahr
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Blutproben mit Blastennachweis im Blutbildausstrich fanden sich wihrend des Zeit-
raumes unserer Messungen in dieser Altersgruppe nicht.

Auch hier zeichnete sich der Coulter VCS durch die beste Spezifitit von 94.5%
aus. Durch die Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektive Bestimmung am Sysmex
NE8000 konnten 87.5% der nicht-pathologischen Blutproben als ,richtig-negativ® nach-
gewiesen werden. Der Technicon H*1 mit der besten Sensitivitdt in dieser Altersstufe
zeigte hier die schlechteste Spezifitiat mit nur 84%; von 24 unauffélligen Blutproben
wurden vier Blutproben ,falsch-positiv gekennzeichnet.

Am Coulter VCS, bei wiederum guter Spezifitdt mit zufriedenstellender Sensitivi-
tat konnte in dieser Altersgruppe die beste Effizienz mit 86.4% ermittelt werden. Hier
zeigte der Technicon H*1 bei hoher Signalisierungsrate erneut eine gute Sensitivitét,
welche beim Sysmex NES8000 schlechter war, so daf in dieser Alterstufe die Effizienz
am Technicon H*1 mit 83.7% besser war als beim Sysmex NE8000 mit 78.6% (siehe
Abb. 27).

3.2.4 Erkennung von abnormen beziehungsweise pathologischen Blutproben in
der Altersgruppe ,,Kinder ab 5 Jahren*

In der Altersstufe ,,Kinder ab 5 Jahren“ lag der Prozentsatz der mikroskopisch ermittelten
,sicher pathologischen“ Blutproben bei 30%. Der Anteil der nur ,grenzwertig pathologi-
schen® Blutproben wurde mit 18% festgestellt.

Obwohl die Blutproben in dieser Altersgruppe den Blutproben von Erwachsenen am
dhnlichsten sind, war die Erkennung von pathologischen Blutproben nicht besser als in
den anderen Altersgruppen.

Im Vergleich zwischen den Differenzierungsgeriten konnnte in dieser Altersgruppe
auch hier am Technicon H*1 die beste Sensitivitdt mit 70% verzeichnet werden. Am
Sysmex NE8000 konnten von insgesamt 42 pathologischen Blutproben nur 28 erkannt
werden, was einer Sensitivitit von 66.7% entspricht. Fiir den Coulter VCS lag die Sensi-
tivitat nur bei 66% (siehe Abb. 28). Wie bereits bei den anderen Altersstufen erwihnt,
wurden auch hier von allen drei Differenzierungssystemen besonders reaktive Linksver-
schiebungen nicht signalisiert; beim Technicon H*1 war dies sogar der einzige aufgetre-
tene Fehler. Mit dem Sysmex NE8000 wurden auferdem in einem Fall 4% Blasten nicht
gemeldet; desweiteren 2% Myelozyten nicht ,geflaggt und in einer anderen Blutprobe
4% plasma-atypische Zellen nicht registriert. Beim Coulter VCS wurden ebenfalls in ei-
nem Fall 4% Blasten nicht signalisiert, weiterhin das Auftreten von Myelozyten mit 2%
sowie atypischer Zellen mit bis zu 4% nicht markiert.

Beziiglich der Spezifitit fanden sich in der Altersgruppe ,Kinder, ab 5 Jahren® fiir
alle drei Analysegerite befriedigende beziehungsweise gute Ergebnisse. Der Coulter VCS
signalisierte von 188 nicht-pathologischen Blutproben lediglich 9 félschlicherweise als
auffallig, so dak die Spezifitit mit 95.2% sehr gut war. In dieser Altersstufe konnte
fiir den Sysmex NE8000 ebenfalls eine gute Spezifitiat mit 93.7% errechnet werden. Der
Technicon H*1 flaggte von 48 nicht-pathologischen Blutproben lediglich 7, so daf sich
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Abbildung 28: Erkennung qualitativer Abnormalitéiten des Differentialblutbildes durch
Analysesysteme im Blut von Kindern ab dem 5. Jahr

hier eine etwas weniger gute Spezifitit von 85.4% errechnen liefs.

Auch in dieser Alterstufe konnte fiir den Coulter VCS die beste Effizienz mit 84.4%
ermittelt werden, wobei sich das Analysegerit beziiglich der Signalisierung von patholo-
gischen Blutproben von den anderen beiden Differenzierungssystemen nicht wesentlich
unterschied. Allerdings war auch hier die Spezifitit am Coulter VCS am besten. Hin-
sichtlich der Effizienz konnte fiir den Sysmex NE8000 ein Wert von 82.9% gefunden
werden, beim Technicon H*1 lag dieser bei 80.9% (siche Abb. 28).

3.3 Signalisierungsiibereinstimmung

Wie bereits erwidhnt, konnte aufgrund des geringen Blutvolumens vor allem bei Neu-
geborenen nicht immer an zwei unterschiedlichen Differenzierungsgeréten vergleichend
eine Zelldifferenzierung vorgenommen werden. Aus diesem Grunde wurde darauf ver-
zichtet, einen direkten Vergleich beziiglich der Art der Signalisierung von pathologischen
beziehungsweise nicht-pathologischen Blutproben durch die unterschiedlichen Differen-
zierungsmethoden vorzunehmen. Allgemein konnte festgestellt werden, daf die Uber-
einstimmung bei den Neugeborenenblutproben beziiglich der Signalisierung unabhéngig
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von der Art des Signals von pathologischen Blutproben am besten war; dies lag unter
anderem daran, daft die Signalisierungsrate insgesamt hier bei allen drei Differenzie-
rungsgeriten enorm hoch war. Bei iiber 60% aller Blutproben konnte bei den Neugebo-
renenblutproben eine Ubereinstimmung in der Signalisierung von pathologischen Blut-
proben gefunden werden, wobei zwischen dem Coulter VCS mit dem Sysmex NE8000
die Ubereinstimmung besser war als mit dem Technicon H*1. Die Rate der divergieren-
den Markierungen von pathologischen Blutproben war somit wie zu erwarten bei den
Neugeborenenblutproben mit einem Prozentsatz von 14% gering.

Die Rate der iibereinstimmend geflaggten pathologischen Blutproben — auch hier
ohne Beriicksichtigung der Art des gesetzten Signals — lag in den anderen Altersstufen
zwischen 30% und 40% und somit deutlich niedriger als bei den Neugeborenenblutpro-
ben. Wiahrend die Anzahl der divergierend geflaggten pathologischen Blutproben hier
mit durchschnittlich 25-35% hoher lag, konnten vor allem in der Altersgruppe ,Kinder,
1. — 5. Jahr* mit iiber 50% deutliche Unterschiede in der Signalisierung pathologischer
Blutproben nachgewiesen werden, wobei der Sysmex NE8000 in dieser Altersgruppe
haufiger unterschiedlich zum Coulter VCS signalisierte als zum Technicon H*1. Beziig-
lich der Erkennung von nicht-pathologischen Blutproben zeigte sich ab der Altersklasse
JKinder ab 5 Jahren“ eine gute Ubereinstimmung bei den Differenzierungsgeriiten, sie
lag hier bei iiber 90%. In den iibrigen Altersklassen war die Ubereinstimmung beziiglich
der Erkennung von nicht-pathologischen Blutbildern schlechter und lag nur bei 35%,
wobei zwischen dem Technicon H*1 und dem Coulter VCS ein etwas besseres Verhéltnis
bestand.
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4. Diskussion

4 Diskussion

Vorbedingung fiir die Beurteilung des weifen Blutbildes ist die Kenntnis der Leukozy-
ten-Normalwerte und ihrer physiologischen Schwankungsbreite. Schon die Gesamtzahl
der Leukozyten, welche je nach Lebensalter sehr unterschiedlich ist, hat eine gewisse
differentialdiagnostische Bedeutung.?®

Aussagekréiftiger sind aber die Verschiebungen der einzelnen Zellformen innerhalb
des Differentialblutbildes. Die Verteilung der einzelnen Zellformen 14t Riickschliisse auf
typische Reaktionsablidufe zu, da sie von bestimmten Regulationsmechanismen abhéngig
sind. Dies trifft besonders dann zu, wenn die Gesamtzahl der Leukozyten keine oder nur
wenig charakteristische Verdnderungen zeigt.

Die Gesamtleukozytenzahl liegt bei der Geburt am hochsten und fillt im Laufe der
Kindheit auf Erwachsenenwerte ab. Der Anteil der neutrophilen Granulozyten iiberwiegt
in den ersten Lebenstagen und nach dem 4. Lebensjahr bis ins Erwachsenenalter, wih-
rend in den ersten drei Lebensjahren eine relative und absolute Lymphozytose besteht.
Auffallend ist der relativ hohe Monozytengehalt wéhrend der ersten Lebenswochen (5
20%), spiter gelten die Erwachsenenwerte mit 2-6%.3% 40

I

&

‘ \ﬁwﬂiﬁﬁNLemo-

) | zyten
\A 4
..’""-._ ¥ \ﬁ'-:,'_\

25 .L.;-\g
e RN

i | ’ 5‘-- e Lo > gl )
¢ 122 4 612353691 3 5 7 9 11 13

Std. Tage Wo- Mo- Jahre
chen nate

o

sukozylenzaht (10°M
2
l -
=N -q__.WA
-
’

o
-

" .. Granulo-
A J- }’zyten

'S

P

{
\
W

S '-"'"fj-,_LymphO-
zyten

__Mono-
Zyten

!sf

Abbildung 29: Verlauf der Leukozyten und ihrer Einzelfraktionen nach KaTo*!

92
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4.1 Quantitative Leukozytendifferenzierung
4.1.1 Neutrophile Granulozyten

Die Zuverlissigkeit der Neutrophilenerkennung an verschiedenen mechanisierten Ana-
lysesystemen wurde bei Blutproben von Erwachsenen bereits in mehrfachen Studien
belegt.s3:7:42-46

Die Ergebnisse der Neutrophilenbestimmung in Kinderblutproben im Vergleich zur
mikroskopischen Auswertung mit den unterschiedlichen Analysemethoden zeigten in die-
ser Arbeit bei allen Altersgruppen befriedigende bis gute Ubereinstimungen, so daf be-
ziiglich der Neutrophilenbestimmung kein Differenzierungsproblem zu sehen ist.

Die Neutrophilenpopulationen, welche zwischen 5% und 92% der Leukozyten aus-
machte, wurden von den verschiedenen Analyseverfahren gut erkannt, wobei festgestellt
werden konnte, daf die Ubereinstimmung bei den nicht-pathologischen Blutbildern ge-
ringfiigig, jedoch nicht signifikant besser war als bei den pathologischen und nicht-pa-
thologischen Blutproben.

Die beste Ubereinstimmung bei der Neutrophilenbestimmung zwischen mikroskopi-
scher Methode und Analysegerit konnte fiir die Streulicht-zytochemische Methode am
Technicon H*1 nachgewiesen werden, gefolgt vom Streulicht-konduktometrischen Ver-
fahren am Coulter VCS.

Ahnliche Ergebnisse konnten JOHANNESSEN ET AL.*" bei Neugeborenenblutproben
im Vergleich zwischen Coulter VCS und Technicon H*1 finden, wobei die Neugebore-
nenblutproben eine etwas schlechtere Ubereinstimmung zeigten als normale Blutproben
von Erwachsenen. Auch VERHEUL ET AL.® konnten fiir die Neutrophilendifferenzierung
bei Neugeborenenblut gute Ergebnisse am Coulter STKS nachweisen. In Ubereinstim-
mung mit KATZ ET AL.*® in einer Studie unter anderem am Technicon H*1, fanden
auch wir bei der Bestimmung der neutrophilen Granulozyten durch die Analysesysteme
vor allem im unteren Bereich zwischen 30% und 60% geringfiigig hohere Werte als bei
der mikroskopischen Differenzierung. Leicht hohere Neutrophilenbestimmungen konnten
auch BUTTARELLO ET AL. am Sysmex NES8000 nachweisen.

Die gute Erkennung eines reifen neutrophilen Granulozyten wird durch charakteristi-
sche Eigenschaften wie z.B. den segmentierten Kern und das an Granula reiche Zytoplas-
ma sowie bei der zytochemischen Methode durch die endogene Granulozytenperoxidase
erreicht. Da die Bestimmung der Neutrophilenzahl bei Neugeborenen- und Kinderblut
bereits sehr sicher durch die verschiedenen Analysegeréite erfolgt, miissen diese Merkma-
le, welche zur eindeutigen Klassifizierung und Zuordnung der Zellen erforderlich sind,
schon weitgehend vorliegen.*!

4.1.2 Lymphozyten

Auch die Bestimmung der Lymphozytenpopulation durch die unterschiedlichen Ana-
lysesysteme zeigte befriedigende bis gute Ergebnisse, wobei angemerkt werden muf,
dak sich zwischen ,,geflaggten” und ,ungeflaggten” Blutproben ein Unterschied nachwei-
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4. Diskussion

sen lieR. Weiterhin bestanden Unterschiede hinsichtlich der Ubereinstimmung zwischen
mikroskopischer und mechanisierter Lymphozytenbestimmung in den unterschiedlichen
Altersklassen. Die Lymphozytenpopulationen erstreckten sich iiber einen Bereich von 5
bis 100%.

Bei der Lymphozytenbestimmung in Neugeborenenblutproben traten bei allen drei
Differenzierungsverfahren Schwierigkeiten auf. Die schlechteste Korrelation fand sich im
Vergleich der mikroskopischen Differenzierung mit der Streulicht-zytochemischen Me-
thode am Technicon H*1; #hnliche Ergebnisse fanden auch JOHANNESSEN ET AL.Y" In
dieser Studie waren die Lymphozyten durch den Technicon H*1 unterschétzt worden.
STAMMINGER ET AL.? konnten in ihrer Untersuchung von Kinderblutproben mit dem
Technicon H*1 fiir die Lymphozytenbestimmung nur mifige Ubereinstimmungen mit
der Mikroskopie feststellen.

Hier gilt es allerdings zu beriicksichtigen, dak der Technicon H*1 eine Aufteilung in
Lymphozyten und einen LUC-Wert anbietet. Im LUC-Feld finden sich grofe, variant
aussehende Lymphozyten wie lymphoide Zellen beziehungsweise lymphatische Reizfor-
men, aber auch peroxidase-negative Blasten, Sézary-Zellen, Haarzelleukdimie-Zellen sowie
inaddquate Monozyten, Zellen mit Myeloperoxidasemangel und gegebenenfalls Erythro-
blasten.? Ein Anteil von vier Prozent, der normalerweise als Warngrenze fiir Atypien
gilt, wurde bei den Neugeborenenblutproben nicht selten iiberschritten. So lagen von
den 50 gemessenen Blutproben am Technicon H*1 in unserer Studie nur 15 mit dem
LUC-Wert unter vier Prozent. Dieses Phiinomen mit hiufigem Uberschreiten des LUC-
Wertes im Kindesalter wurde auch in diversen anderen Studien festgestellt.5%5! Durch
Hinzuzdhlen des LUC-Wertes zur Lymphozytenpopulation konnten JOHANNESSEN ET
AL.*" die Ubereinstimmung der Lymphozytenzahl zwischen Mikroskop und H*1 deutlich
verbessern.

In Vergleichsstudien unter Verwendung von Blutproben Erwachsener am Technicon
H*1 von THOMAS ET AL. und SWAIM ET AL. wurde der LUC-Wert ebenfalls den Lym-
phozyten zugeordnet.? 42

Die besten Ergebnisse beim Vergleich der Lymphozytenbestimmung von Neugebore-
nenblutproben zwischen der mikroskopischen Differenzierung und Analysegerit konnten
am Sysmex NE8000 erreicht werden. Am NE8000 wurde Lymphozyten allerdings nur in
weniger als 50% der Proben differenziert, die dann in guter Ubereinstimmung mit der
mikroskopischen Differenzierung standen.

Beim Coulter VCS war die Ubereinstimung mit der mikroskopischen Differenzierung
bei einem Korrelationskoeffizienten von R = 0.89 fiir ,,geflaggte und ungeflaggte Blut-
proben befriedigend. Bei der Anwendung der VCS-Technologie konnte JOCHMANN in
Blutproben von Kindern unter drei Monaten im Lymphozytenfeld des Leukoplots bei
einem gewissen Prozentsatz der untersuchten Fille eine distinkte Zweitpopulation fest-
stellen; ob es sich dabei um eine Unterpopulation von Lymphozyten oder um spezielle
Erythrozyten, eventuell Erythroblasten handelt, wurde in dieser Arbeit nicht genau be-
stimmt.5?

In unserer Untersuchung konnten wir bei Neugeborenenblutproben am Coulter VCS
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ebenfalls vereinzelt Ausdrucke mit angedeuteter zweigeteilter Lymphozytenpopulation
finden, allerdings wurden die Erythroblasten mit grofer Sicherheit durch den Coulter
VCS dem Feld ,,5“ im Leukoplot?® zugeordnet.

Die generell etwas schlechtere Korrelation bei der Lymphozytenbestimmung liegt im
iibrigen wohl unter anderem daran, daf die Lymphozyten keineswegs eine uniforme Zell-
population darstellen, vielmehr haben sie funktionell sehr unterschiedliche Potenzen.3®
So unterliegen sie je nach einwirkenden Reizen erheblichen Anderungen, die eine Klassi-
fizierung der Einzelzelle erschweren. Auch im Lichtmikroskop variiert das Erscheinungs-
bild eines Lymphozyten vom ,Nacktkernigen“ bis hin zu lympho-monozytiren Reiz-
formen und weist daher deutliche volumetrische und morphologische Unterschiede auf.
Neben kleinen Lymphozyten, die mit einem Durchmesser von 10 pym die grofte Gruppe
bilden, finden sich im Differentialblutbild grofe Lymphozyten, die einen Durchmesser
von 25 pm aufweisen. Die meisten Lymphozyten haben ein ungranuliertes Zytoplasma,
bei 10-20% der Zellen findet sich aber eine spirliche Granulation.?

Eine weitere Schwierigkeit bei der Differenzierung von Kinderblutproben besteht dar-
in, dafs im Kindesalter eine sehr starke Reaktionsfahigkeit des lymphatischen Systems
mit einer deutlichen Neigung zur Lymphozytose vorliegt. Dabei kann es sich iiberwiegend
um kleine Lymphozyten handeln (z.B. beim Keuchhusten) oder es dominieren grofere
Lymphozyten mit verbreitertem Plasma und deutlicher oder schwach ausgeprigter Ba-
sophilie bis hin zu Zellen, die nur schwer von Monozyten zu unterscheiden sind (lympha-
tische Reizformen, z.B. beim Pfeifferschen Driisenfieber).** Eine Lymphozytose tritt bei
Sauglingen und Kleinkindern oft als Antwort auf Infektionen auf, die bei Erwachsenen
eine neutrophile Reaktion ausldsen wiirden.?® Im Siuglingsalter sind Lymphozytenver-
mehrungen bis zu 60-70% keine Seltenheit und werden vielfach im Verlauf von harmlosen
Infekten beobachtet. Ausgepriagte Lymphozytosen mit atypischen transformierten Lym-
phozyten finden sich u. a. auch bei Zytomegalie-, Toxoplasmose- und Herpes simplex-
Infektionen, bei akuter lymphatischer Leukdmie und Prolymphozyten-Leukidmie sowie
bei Tuberkulose, Brucellose und Syphilis.?® %% Generell erscheinen die Lymphozyten bei
Neugeborenen, speziell bei Friithgeborenen, sehr groff und weniger reif 554

Wurden in unserer Studie bei Neugeborenenblutproben nur die ,,ungeflaggten* Blut-
proben korreliert, so fanden sich fiir den Sysmex NE8000 und den Coulter VCS eine
bessere Ubereinstimmung mit der Mikroskopie, wihrend sich beim Technicon H*1 keine
Anderung gegeniiber der Betrachtung aller Proben ergab.

In den anderen Alterstufen konnten befriedigende bis gute Ubereinstimmungen mit
der Mikroskopie erzielt werden, wobei die ,ungeflaggten Blutproben ebenfalls bessere
Korrelationen aufwiesen. Die besten Lymphozyteniibereinstimmungen im Vergleich mit
der mikroskopischen Methode konnte in allen Altersstufen durchweg mit der Gleichspan-
nungs-Radiofrequenz-lyseselektiven Methode am Sysmex NE8000 erreicht werden.

Daf die Lymphozytenerkennung und -zuordnung in den anderen Altersstufen besser

2Feld, welches sich unterhalb der Leukozytenbasislinie befindet und Normoblasten sowie Thrombozy-
tenaggregate abtrennt
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durchgefiihrt werden konnte als bei den Neugeborenenblutproben und am besten in der
Altersklasse ,Kinder ab 5 Jahren® erfolgte, lag unter anderem wohl daran, daf ab diesem
Alter keine Erythroblasten mehr im peripheren Blut nachzuweisen sind, die Lympho-
zytenvolumina weitgehend denen von Erwachsenen entsprechen und das Auftreten von
lymphatischen Reizformen weniger hiufig vorkommt.”

MINDE ET AL.% konnten in ihrer Untersuchung von Neugeborenenblut am Techni-
con H*1 feststellen, dak nach Verdiinnung der Blutproben die Lymphozytenpopulationen
besser mit der Mikroskopie korrelierten, was wohl daran lag, daf sich im Blut von Neuge-
borenen lyseresistente Erythrozyten finden, welche beim Technicon H*1 im Peroxidase-
Kanal zu den Leukozyten mitgezihlt werden. Wurden die Blutproben von Neugeborenen
verdiinnt, so reichte die Lysekapazitit des Reagens wohl aus. Dies konnte auch von CHA-
RACHE ET AL.%® und CATHERINE ET AL.%" bestiitigt werden. Eine erhéhte Lyseresistenz
zeigten vor allem einige Neugeborenenblutproben mit erhohtem fetalen Himoglobin.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei Patienten mit anderen Himoglobinopa-
thien gemacht werden.5

4.1.3 Monozyten

Bei der Monozytenbestimmung konnten mit allen drei Blutzelldifferenzierungsgeriten
und ihren unterschiedlichen Analysemethoden in allen Altersklassen keine insgesamt be-
friedigend guten Ergebnisse erzielt werden. Die Monozytenpopulationen lagen in unserer
Studie zwischen 0 und 32%.

Dafs die Monozytenbestimmung nicht nur bei Kinderblutproben ein Problem dar-
stellt, wurde bereits in diversen Untersuchungen bei Erwachsenenblutproben nachgewie-
sen . 249,59,60

Die schlechtesten Ergebnisse fanden sich in unserer Untersuchung bei der Gleich-
spannungs-Radiofrequenz-lyseselektiven Methode am Sysmex NE8000 bei Blutproben
von Neugeborenen. Hierbei konnte eigentlich keine Ubereinstimung zwischen mikrosko-
pischer und mechanisierter Differenzierung festgestellt werden. In den anderen Alterstu-
fen waren die Ergebnisse am Sysmex NE8000 etwas besser, allerdings liefen sich auch
hier nur Korrelationskoeffizienten zwischen R = 0.45 und R = 0.66 errechnen.

Bessere Ubereinstimmungen konnten fiir die Streulicht-zytochemische Methode am
Technicon H*1 nachgewiesen werden.

Die besten Ergebnisse beziiglich Monozytenbestimmung im Vergleich zur mikroskopi-
schen Bestimung wurden mittels VCS-Technologie am Coulter Counter geliefert, wobei
in der Gruppe ,Kinder ab 5 Jahren“ mit Korrelationskoeffizienten von R = 0.87 und
R = 0.88 befriedigende Ubereinstimmungen erreicht wurden.

Vergleichbare Ergebnisse erhielten auch GOOSSENS ET AL.% in ihrer Studie bei Er-
wachsenenblutproben, wobei als Referenzmethode sogar eine Differenzierung von 800
Zellen im Mikroskop erfolgte. Auch hier konnten fiir den Sysmex NE8000 nur schlech-
te Korrelationen nachgewiesen werden, wihrend sich fiir den Technicon H*1 bessere
Ubereinstimmungen zeigten und beim Coulter VCS teilweise zufriedenstellende bis gute
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Ergebnisse feststellen lieRen. Ahnliche Ergebnisse stellten auch SWAIM ET AL.? in ihrer
Vergleichsstudie bei Erwachsenenblutproben fest.

Im Gegensatz dazu fand KLOSSON®! bessere Ergebnisse am Technicon H*1 als am
Coulter VCS bei leicht hoheren Monozytenwerten am Technicon H*1 im Vergleich zu
den mikroskopisch erstellten Werten. KLOSSON registrierte beim Coulter VCS keine
zufriedenstellenden Ergebnisse.

In der vorliegenden Arbeit ermittelten wir bei der Monozytenbestimmung mit dem
Technicon H*1 und dem Coulter VCS im Vergleich zur mikroskopischen Differenzierung
meist zu geringe Werte. Dagegen wurden die Monozyten am Sysmex NE800O0 eher leicht
iiberreprisentiert. Auch GOOSSENS ET AL.% fanden bei der Streulicht-zytochemischen
Methode am Technicon H*1 und bei der Streulicht-konduktometrischen Methode am
Coulter VCS leicht niedrigere Werte als bei der mikroskopischen Auszihlung. Ahnliche
Resultate erhielten VERHEUL ET AL.® am Coulter STKS, was in guter Ubereinstimmung
mit den Befunden von WARNER und REARDON? stand.

BARNARD ET AL.%? konnten beim Coulter VCS eher leicht iiberhéhte Ergebnisse
der Monozytenzihlung zur Mikroskopie finden. Auch KaTz ET AL.*® und LoTZ ET
AL.™ konnten bei der Monozytenbestimung am Coulter VCS héhere Monozytenanteile
(bis zu 30%) nachweisen als bei der mikroskopischen Differenzierung. In &hnlicher Weise
zeigte sich dies auch in einer Untersuchung von MARTI ET AL.%® Auch hier lagen die
Monozytenbestimmungen am Coulter VCS und beim Technicon H*1 hoher als bei der
mikroskopischen Differenzierung, wobei die Monozytenbestimmung dhnlich unserer Stu-
die beim Vergleich mit der mikroskopischen Differenzierung und der Messung durch das
VCS-System besser war als am Technicon H*1.

In weiteren Untersuchungen wurde die mifige Ubereinstimmung der mikroskopi-
schen Monozytendifferenzierung mit am Coulter VCS, Technicon H*1 und vor allem am
Sysmex NE8000 erhaltenen Werten belegt.!-26:44,49.64

Wegen der natiirlichen Polymorphie des Monozyten stellt sich das Problem der si-
cheren Erkennung von Monozyten jedoch schon im normalen Blutausstrich. BEGEMANN
und RASTETTER® bieten in ihrem Atlas fiinfzehn unterschiedlich aussehende, jedoch
als normal zu differenzierende Abbildungen an. Dem wenig Geiibten féllt die Erkennung
der Monozyten wegen ihrer Polymorphie schwer. Auch beim Geiibten betrigt die Rate
der Fehlzuordnung im Durchschnitt immerhin 9.1%.56-69

Ein weiteres Problem bei der Monozytenbestimmung stellt der mikroskopische Hand-
ausstrich dar. Beim Ausstreichen des Blutes kommt es zu einer sehr wechselnden Vertei-
lung der kernhaltigen Zellen mit vermehrtem Auftreten der groferen Zellen am Rand-
bereich, wiahrend sich die kleineren Zellen vermehrt in der Mitte finden. Hier soll das
Durchmustern der Blutausstriche in der ,Maanderform“ einen gewissen Ausgleich schaf-
fen.!”:38 Eine repriisentativere Verteilung ist an Spinner-Ausstrichen zu gewinnen. Dabei
entsteht ein diinner Ausstrich, auf dem die Zellen gleichméfig in einer Schicht verteilt
und nebeneinander zu liegen kommen.%® Aus wirtschaftlichen Griinden steht die Spinner-
Ausstrichtechnik in der iibergroften Zahl der Laboratorien nicht zur Verfiigung.

Aufgrund der nur kleinen Zellzahl ist bei der Monozytenbestimung bei Auszdhlung
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von nur 100 Leukozyten mit dem Mikroskop auferdem ein gewisser statistisch-mathema-
tischer Fehler zu beriicksichtigen. Allerdings ist die mangelnde Korrelation nur teilweise
darauf zuriickzufiihren (HABERMANN und PATZ™).

Auffallenderweise konnten zwischen den Analysegeriten befriedigende bis sehr gute
Korrelationen gefunden werden. Zwischen dem Technicon H*1 und dem Coulter VCS
konnte in der Gruppe ,,Kinder 1.-5. Jahr ungeflaggte Proben* ein Korrelationskoeffizient
von R = 0.98 errechnet werden. Zwischen dem Coulter VCS und dem Sysmex NE8000
war die Ubereinstimmung etwas schlechter; es konnte jedoch auch hier bei den ,Kindern
ab 5 Jahren ungeflaggte Proben® ein Korrelationskoeffizienten von R = 0.84 erreicht
werden. Vor allem bei den Neugeborenenblutproben zeigte sich, wie bereits durch Jo-
HANNESSEN ET AL.Y” und VERHEUL ET AL.® beschrieben, ein Zuordnungsproblem der
Monozyten.

Die bei Neugeborenen vorkommende physiologische Monozytose wurde mittels Streu-
licht-konduktometrischer Methode am Coulter VCS am besten erkannt, wobei die Streu-
licht-zytochemische Methode am Technicon H*1 ebenfalls noch ausreichende Ergebnisse
lieferte. Am Sysmex NE8000 fand sich die grofste Streuung zwischen mikroskopisch und
mechanisiert ermitteltem Ergebnis.

In einer Studie von HABERMANN und PATZ,”® welche mittels immunologischer Me-
thode mit FITC-markierten Panleukozytenantikorpern (CD45) und PE-markierten Mo-
nozytenantikorpern (CD-14) eine sichere Differenzierung am FACScan in Lymphozyten,
Granulozyten und Monozyten erreichten, korrelierte die Monozytenbestimmung mit der
Streulicht-zytochemischen Methode am Technicon H*1 erstaunlich gut. Da bei diesem
Vergleich der Monozytenbestimmung sowohl beim Technicon H*1 als auch mittels immu-
nologischer Methode mehr Monozyten als am Mikroskop gefunden wurden, vermuteten
HABERMANN und PATZ, dak bei der morphohologischen Differenzierung ein Teil der Mo-
nozyten als solche nicht erkannt und den Lymphozyten zugeordnet werden. AVENARIUS
ET AL.% konnten #hnliche Befunde durch Vergleich mit immunologischen Methoden fiir
die Analysesysteme Coulter MAXM und den Coulter STKS nachweisen.

Hieraus folgern HABERMANN und PATz,7° daf die zytochemische-zytometrische Me-
thode des Technicon H*1 der mikroskopischen Bestimmung nicht nur gleichwertig, son-
dern sogar deutlich iiberlegen sei, zumal auch der statistisch-mathematische Fehler bei
Differenzierung von fast 10000 Zellen kleiner ist. Auch GOOSSENS ET AL.* gaben bei
ihrer Studie zu bedenken, daf fiir die Monozytenbestimmung nach einer anderen Refe-
renzmethode gesucht werden sollte, und hielten die Bestimmung mittels monoklonaler
Antikorper fiir die bessere Losung.

ROWANT! gibt in einer Schrift anliRlich eines Seminars iiber die neuen Entwicklungen
von Referenzmethoden bei der Blutzellzihlung ebenfalls zu bedenken, ob die mikrosko-
pische Differenzierung iiberhaupt die korrekte Referenzmethode ist. Andere Arbeiten
hinterfragten bereits frither die Validitdt des mikroskopischen Verfahrens als Referenz-
methode.™ ™

Neuere Entdeckungen iiber die Physiologie und Pathophysiologie der Monozyten ha-
ben diese Zellart wieder in den Mittelpunkt des Interesses geriickt. Insbesondere durch
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Erkenntnisse iiber die Funktion der Monozyten bei viralen und bakteriellen Infektionen
einerseits sowie Tumoren andererseits hat diese Zellart an Bedeutung gewonnen.™

Eine Vermehrung der Monozyten findet sich regelméfig als zweite Phase des biologi-
schen Leukozytenverlaufs von Schilling®® im Rahmen von Infekten (monozytiire Uberwin-
dungsphase). Daneben sind zahlreiche Krankheiten bekannt, bei denen eine langandau-
ernde Vermehrung der Monozyten vorkommt und differentialdiagnostisch bedeutungsvoll
sein kann. Hier sind in erster Linie die Endokarditis lenta, Tuberkulose, Parotitis epi-
demica, Malaria und Lues zu nennen. Unter den nichtinfektidsen Erkrankungen gehen
hiufig die Agranulozytose, Lymphogranulomatose, Retikulose, Leberzirrhose, Karzino-
me und das Banti-Syndrom mit einer Monozytose einher.”

Die Monozytenbestimung ist vor allem fiir onkologische Patienten im Verlauf einer
Zytostatikatherapie bedeutsam. So zeigt ein Erscheinen der Monozyten nach Leukopenie
schon friihzeitig die Erholung der Leukozytenproliferation an.*?

4.1.4 Eosinophile Granulozyten

In unserer Untersuchung konnte bei der Eosinophilenbestimmung durch die drei me-
chanisierten Analysemethoden befriedigende bis gute Ubereinstimmungen festgestellt
werden. Beziiglich der verschiedenen Altersklassen existierten keine wesentliche Unter-
schiede. Die Eosinophilenpopulation beliefen sich auf 0 bis 28%. In einem Fall konnten bei
einer leukopenischen Blutprobe 82% eosinophile Granulozyten in der mikroskopischen
Differenzierung festgestellt werden, welche vom Sysmex NE8000 mit 66% eosinophiler
Granulozyten beziffert wurde; der Coulter VCS zeigte hier kein Ergebnis.

Auffillig war, dak teilweise bei Vergleich eines Analysegerédts mit der mikroskopischen
Differenzierung nur eine méfige Ubereinstimmung zu finden war, die Analysegerite un-
tereinander jedoch hervorragende Korrelationen zeigten. Dies konnte bereits in mehreren
Studien, u. a. auch bei Neugeborenenblut, nachgewiesen werden.!»342:50:74

Fiir die Abweichung, welche bei Vergleich zwischen dem mikroskopischen Befund und
Analysegeriten festgestellt werden konnte, wurde bereits eindeutig gezeigt, dafs diese bei
der Eosinophilenbestimmung vor allem durch den statistisch-mathematischen Z&hlfeh-
ler bei der mikroskopischen Differenzierung bedingt ist.?¢76%:75.76 Dije Ursache hierfiir
liegt in der geringen Anzahl ausgezdhlter Zellen im Ausstrichpriparat und dem gerin-
gen Anteil eosinophiler Granulozyten im peripheren Blut. Bei vergleichsweise hohem
Anteil von 10 eosinophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl ergibt sich bei
Ausziahlung von 100 Zellen ein 95%-Vertrauensbereich von 5-17% eosinophiler Granulo-
zyten. Die Differenzierung von rund 10000 Zellen hingegen grenzt ihn auf 9-11% ein.™
HABERMANN ET AL.” sprechen hier von der Uberlegenheit der mechanisierten Differen-
tialgerite gegeniiber der optischen Auszidhlung, wobei sich in mechanisierten Systemen
Eosinophile von Neutrophilen eindeutig abgrenzen lassen.

Ein spezielles Problem stellt die Eosinophilenbestimmung bei vererbtem Peroxidase-
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mangel ® beziehungsweise volligem Fehlen der Peroxidase bei zytochemisch arbeitenden
Analysegeriten wie dem Technicon H*1 dar.8083

Obwohl der Technicon H*1 in diversen Vergleichsstudien fast durchweg bessere Er-
gebnisse bei der Eosinophilenbestimmung im Vergleich mit der mikroskopischen Analyse
zeigte als andere Analysesysteme, wies BAIN®® darauf hin, daR bei einem Myeloperoxi-
dasemangel beziehungsweise Fehlen der Peroxidase der eosinophilen Granulozyten, diese
beim Technicon H*1 nicht zu bestimmen sind. Beim Technicon H*1 ist zur Eosino-
philenbestimmung vor allem die Peroxidaseaktivitit ein wichtiger Indikator.®® Ist die
Myeloperoxidaseaktivitit nur geringfiigig erniedrigt, konnen die eosinophilen Granulo-
zyten teilweise im Neutrophilenfeld liegen, was daran liegt, daf bei der Messung mehr
Streulicht die Zellen durchdringt, die Zellen somit grofer wirken und damit den neu-
trophilen Granulozyten dhnlich sind. Bei normalen eosinophilen Granulozyten kann nur
wenig Streulicht die Zellen durchdringen, damit wirken diese kleiner und werden im Scat-
tergramm weiter unten angesiedelt.** Besitzen die eosinophilen Granulozyten nur eine
schwache Myeloperoxidaseaktivitit, so kénnen diese eventuell auch im Monozytenfeld
zu finden sein.88 Wurde gar keine Peroxidaseaktivitit festgestellt, lagen die eosino-
phile Granulozyten im LUC-Feld.# Wird jedoch nicht nur auf die angegebene Zahl der
eosinophilen Granulozyten im Ausdruck geachtet, sondern zusétzlich das Scattergramm
mit ausgewertet, so fillt das Phinomen des Peroxidasemangels der eosinophilen Granu-
lozyten auf (BAIN®?). Bei ansteigender Monozytenzahl sowie erhéhtem LUC-Wert sollte
daher an einen Peroxidasemangel gedacht werden und eine mikroskopische Kontrolle
unbedingt erfolgen.8487

CAPPELLETTI ET AL.%8 geben an, daf das teilweise oder vollige Fehlen der Myeloper-
oxidase bei eosinophilen Granulozyten mit einem Fall auf 14000 nicht so selten ist wie
héufig gedacht. Unter dem Mikroskop sehen diese eosinophilen Granulozyten vollkommen
unauffillig aus. Die Bedeutung des Myeloperoxidasemangels fiir die Humanpathologie
ist allerdings noch nicht geklirt.®® VAUPEL ET AL.% konnten bei Untersuchungen am
Technicon H*1 iiberraschenderweise auch einen hohen Anteil von Patienten mit partiel-
lem Peroxidasemangel unter HIV-infizierten Patienten finden.

Die Vermehrung der eosinophilen Zellen im peripheren Blut ist charakteristisch fiir
bestimmte Phasen im Ablauf von Infekten, wobei das Auftreten dieser Zellen auf die
beginnende Ausheilung hinweist (eosinophile Heilphase=Morgenréte der Heilung). Ei-
nige Infektionskrankheiten gehen jedoch von vorneherein mit einer Eosinophilie einher;
zu nennen sind hier Scharlach, Erythema infectiosum und Masern. Auch bei der chro-
nischen myeloischen Leukimie und der Polyzythidmie kommt eine Eosinophilie haufig
vor.?® Die postinfektiose reaktive Eosinophilie kann bei jungen Siuglingen, insbesondere
Friithgeborenen, kurzfristig auf Werte um 30% steigen.?® Ein besonderer diagnostischer
Wert kommt den eosinophilen Granulozyten als morphologischem Kennzeichen der aller-
gischen Reaktionslage zu. Man findet sie daher regelmifig vermehrt bei allen allergischen

b Arbeiten von PRESENTEY?3 7 und SzZAPIRO zeigten, daf der Peroxidasemangel autosomal rezessiv
vererbt wird.
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Diathesen (Asthma bronchiale, Heuschnupfen, Serumkrankheit, Arzneimittelexanthem,
Urtikaria, QUINCKE-Odem usw.); weiterhin bei Wurmkrankheiten (typisch bei der Tri-
chinose, Echinococcus, Ankylostomiasis, Strongyloides etc.); aber auch bei einem Teil
der Lymphogranulomatosen und dem Erythema nodosum. Meist bleibt das Ausmafs der
Eosinophilie begrenzt; in seltenen Fillen kann sie jedoch zum hadmatologischen Leit-
symptom werden.?®

Das Fehlen der eosinophilen Granulozyten kann diagnostisch ebenso wichtig sein wie
der Grad der Linksverschiebung der neutrophilen Granulozyten und auf eine beson-
ders schwere Infektion hinweisen, auch wenn Fieber und andere alarmierende Symptome
fehlen oder nur schwach ausgebildet sind. Bei Wiederauftreten der eosinophilen Granu-
lozyten ist mit einem baldigen Abklingen der Krankheitserscheinungen zu rechnen. Eine
deutliche Verminderung oder gar Fehlen der eosinophilen Granulozyten findet man bei
hormonalen Stérungen, die mit einer vermehrten Ausschiittung von ACTH oder Neben-
nierenrinden-Steroiden einhergehen.3®

HABERMANN ET AL.”™ sehen in der héheren Prizision der Eosinophilenbestimmung
durch die Analysegeriite eine gute Methode zur Uberwachung von allergiegefihrdeten
Patienten, welche sofort verfiighar und im Vergleich zur IgE-Spiegel-Bestimmung im Se-
rum wesentlich kostengiinstiger ist. So konnte bei Dialysepatienten, welche wegen der
Gefahr einer zu erwartenden Allergisierung gegen das Desinfektionsmittel Ethylenoxid
in regelméfigen Abstinden iiberwacht werden miissen, in der Bestimmung der Eosino-
philenzahl eine wesentlich bessere Methode gefunden werden, als in der Bestimmung des
Gesamt-IgE-Spiegels.

4.1.5 Basophile Granulozyten

Aufgrund der geringen absoluten und relativen Zellzahlen der basophilen Granulozy-
ten von im Mittel einem Prozent bis maximal fiinf Prozent der Gesamtleukozytenzahl
wurde in unserer Studie auf eine Korrelationsanalyse der Ziahlergebnisse von basophilen
Granulozyten verzichtet.

MARTI ET AL.%® sowie NILSSON?! konnten beim Vergleich der basophilen Granu-
lozyten am Technicon H*1 und der mikroskopischen Differenzierung insgesamt befrie-
digende Ubereinstimmungen feststellen; bessere Ubereinstimmungen erreichte das Vor-
gingergeriit Technicon H6000. In einer Vergleichsstudie von BENTLEY ET AL.”® konnte
fiir den Technicon H*2, welcher die Leukozytendifferenzierung wie der Technicon H*1
vornimmt sowie fiir den hamatologischen Analysator Cell=Dyn 3000 eine befriedigende
Ubereinstimmung mit der mikroskopischen Differenzierung nachgewiesen werden. Fiir
den Sysmex NE8000 und den Coulter STKS fanden sich demgegeniiber keine befriedi-
gende Ergebnisse.™

Dak es sich bei den schlechten Korrelationen der basophilen Granulozyten zwischen
Mikroskop und Analysatoren um ein statistisches Problem handelt, wurde bereits von
mehreren Autoren erértert.*>™ Aus dem Nomogramm nach ROUMKE!'?*2 ist ersichtlich,
daf in diesen Mefshereichen selbst bei der Differenzierung von 10000 Leukozyten die Zu-
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verlissigkeit der gefundenen Meftergebnisse gering ist und ein grofser statistischer Fehler
entsteht.

Da die basophilen Granulozyten jedoch bei myeloproliferativen Erkrankungen einen
wichtigen prognostischen Faktor darstellen,’” % ist fiir eine sinnvolle Verlaufskontrolle
eine zuverlissige Basophilenzihlung zu fordern.?! Deutlich erhéhte Basophilen-Konzen-
trationen treten am haufigsten im Verlauf einer chronisch myeloischen Leukdmie auf. Bei
behandelten Patienten mit einer chronischen myeloischen Leukédmie kann die Basophilie
oftmals letztes, manchmal einziges verbleibendes und auf diese Krankheit hinweisendes
Symptom sein. Selten ist eine Basophilenleukémie, die akut und chronisch verlaufen kann
und eine Sonderform der myeloischen Leukimie darstellt. Hiufig findet sich eine Erho-
hung der Basophilenzahl auch bei einer Polyzythidmie. Allerdings ist eine Basophilie im
Vergleich zu einer Eosinophilie viel seltener. Eine leichte bis deutliche Vermehrung der
basophilen Granulozyten wurde weiterhin bei Krankheitsbildern, die mit erh6hten Blut-
fettwerten einhergehen, so bei Diabetes mellitus, Nephrose und Myxédem gefunden.
Héaufig ist eine Vermehrung der basophilen Granulozyten auch mit einer Eosinophilie
vergesellschaftet.®

Ein erhohter Anteil basophiler Granulozyten wurde in unseren Untersuchungen von
den Analysegeriten teilweise dann angegeben, wenn sich pathologische Blutzellen, u. a.
Blasten, nachweisen liefen. Solche Pseudobasophilien konnten ETAVARD?! bei viralen Er-
krankungen und Lymphomen sowie bei ausgeprigten Leukozytosen am Technicon H*1
beobachten. Ein von ETAVARD?! beschriebenes, angeblich typisches Phinomen bei der
Analyse von péadiatrischen Blutproben am Technicon H*1, namlich die Abknickung der
mononukledren Zellen nach oben in das Basophilenfeld des Leukogramms hinein, die zu
einer scheinbaren Basophilie fiihren soll, konnte von uns nicht reproduziert werden. Als
Ursache fiir diese Pseudo-Basophilie, so ETAVARD, kommen sowohl die gegeniiber Er-
wachsenen andere Gréfenverteilung der Lymphozyten wie auch eine erhéhte Resistenz
gegeniiber dem hier eingesetzten Lysereagenz in Frage; allerdings sei diese Art der Pseu-
dobasophilie eindeutig als solche im Nukleogramm zu erkennen. Weiterhin demonstrierte
ETAVARD,?! daf es zu einer scheinbaren Basophilie am H*1 kommt, wenn sich pro ul
Blut mehr als 50000 Leukozyten befinden. Da dieses Phidnomen verschwindet, wenn die
Blutprobe verdiinnt wird, reicht wohl die Lysekapazitidt des Reagens nicht aus, so daf
nur ein inkomplettes ,,Stripping“ der Zellen erfolgt und diese dann im Basophilenkanal als
basophiler Granulozyt geziihlt werden. Auch VAUPEL? wies darauf hin, daR eine Pseu-
dobasophilie nach Verdiinnung aller Blutproben mit einer Leukozytenzahl von mehr als
30000/l vermieden werden konne.

Erhéhte Basophilenzahlen ermittelte in unserer Studie auch das Coulter VCS-System,
wenn iiberalterten Blutproben untersucht wurden. Dieses Phinomen fand KLossoN%
in seiner Studie zum Einfluk der Alterung von Blutproben sowohl beim Technicon H*1
als auch fiir den Coulter VCS. Auch in einer Studie von ETAVARD?' am Technicon H*1
war dieses Phinomen nachweisbar.

Der Basophilenanteil wurde durch die drei verschiedenen durchfluffzytometrischen
Analyseverfahren im Vergleich zur mikroskopischen Differenzierung eher leicht héher er-
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mittelt. Insgesamt kann jedoch von einer befriedigenden Ubereinstimmung ausgegangen
werden. Der Technicon H*1 lag mit der Bestimmung der basophilen Granulozyten im
Gegensatz zum Coulter VCS und Sysmex NE8000 am niedrigsten. Dies konnte unter an-
derem daran liegen, dak der Technicon H*1 ein spezielles LUC-Feld besitzt, in welches
atypische Zellen eingeordnet werden: eine Population, die den anderen beiden Analyse-
geriiten fehlt. In den Untersuchungen von ETAVARD3! am Technicon H*1 wurde kein Fall
beobachtet, bei dem eine Basophilie iibersehen worden wire, wohl aber gab es Situatio-
nen, in denen der Technicon H*1 andere Leukozyten filschlicherweise den basophilen
Granulozyten zuordnete.

4.2 Qualitative Erkennung

Von grofer diagnostischer Bedeutung sind neben der quantitativen Zusammensetzung
des Blutbildes aus normalen Zellen morphologische Verdnderungen und Besonderheiten,
die iiber Reaktionen und Funktionen der Leukozyten informieren®® sowie das Auftreten
von pathologischen Blutzellen. Abnormale Zellen kénnen mechanisierte Systeme in der
Regel nicht eindeutig zuordnen, sondern nur als abnormal erkennen. Die Gerite setzen
daher in diesem Fall sogenannte ,Flags®.

Bei den insgesamt 646 gemessenen Kinderblutproben war die Anzahl der qualita-
tiv pathologischen Blutproben in der verschiedenen Altersklassen unterschiedlich hoch.
Dementsprechend war auch die Signalisierungsrate der drei auf verschiedene Weise ar-
beitenden Differenzierungsgeriate unterschiedlich. Weiterhin zeigten sich beziiglich der
Erkennung von pathologischen Blutbildern in den unterschiedlichen Altersklasssen dif-
ferente Ergebnisse.

Mit der Streulicht-konduktometrischen Methode am Coulter VCS konnten die kon-
stantesten Ergebnisse beziiglich der Sensitivitdt und Spezifitdt fiir die Erkennung atypi-
scher Zelllen in den verschiedenen Altersklassen gefunden werden, wobei die Neugebo-
renenblutproben auch bei diesem Analysegerit ein Problem darstellten.

In verschiedenen Studien wurde bereits iiber die Signalisierungshiufigkeit bezie-
hungsweise iiber die Erkennung von pathologischen Zellen im Blutbild unterschiedli-
cher Analysegeriite berichtet, wobei sich teilweise sehr unterschiedliche Resultate erga-
ben.2:3:9,51,55,56,61

Da sich bei der Erkennung von qualitativ pathologischen und nicht-pathologischen
Blutproben in den Alterstufen ab 4 Wochen keine wesentlich unterschiedlichen Ergebnis-
se durch die verschiedenen Analysemethoden ergaben, wurden diese zusammenfassend
abgehandelt.

4.2.1 Signalisierung von Abnormititen bei Neugeborenenblutproben

Bei den insgesamt 141 gemessenen Neugeborenenblutproben war der Anteil der ,sicher®
und ,.grenzwertig pathologischen Blutproben* mit 77% extrem hoch.
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Mittels Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiver Methode am Sysmex NE8000
konnte in dieser Altersgruppe eine sehr gute Sensitivitit fiir pathologische Zellen mit
91% erreicht werden. Da das Analysegerit jedoch einen hohen Prozentsatz der Neuge-
borenenblutproben markiert oder iiberhaupt nicht differenziert hat, war die Spezifitit
entsprechend schlecht. Dies schmailerte die Effizienz des Analysegerites in dieser Alters-
stufe deutlich; sie lag nur bei 74%. Bei nahezu allen markierten Blutproben setzte der
Sysmex NE8S000 ein Blastensignal, hdufig wurde zusitzlich noch das Signal ,atypische
Zellen“ angezeigt.

Auch der Technicon H*1 zeigte in dieser Altersklasse eine sehr hohe Signalisierungs-
rate; die Erkennung von pathologischen Blutproben war jedoch schlechter als beim Sys-
mex NE8000. Die Anzahl falsch-positiver Befunde lag beim Technicon H*1 mit einer
Spezifitat von lediglich 27.3% noch hoher, was bedeutet, daf hier am haufigsten un-
notigerweise eine mikroskopische Nachdifferenzierung erfolgen wiirde, bei schlechterem
Erkennen der sicher pathologischen Blutproben durch das Analysegerét. Die vom Tech-
nicon H*1 als pathologisch erkannten Neugeborenenblutbilder wurden, genau wie beim
Symex NE8000, hiaufig mit den Signalen ,Blasten* und ,atypische Zellen“ markiert.

Der Coulter VCS zeigte bei den Neugeborenenblutproben die niedrigste falsch-posi-
tive Signalisierungsrate, allerdings war der Anteil an falsch-negativen Befunden auch am
hochsten. Beziiglich der Signalsetzung konnte am Coulter VCS bei Neugeborenenblut-
proben das Signal , X7 (Diskriminator®) relativ oft gefunden werden.

Durch JOHANNESSEN ET AL.%" konnte bei Neugeborenenblutproben fiir den Techni-
con H*1 eine dhnlich hohe Signalisierungsrate nachgewiesen werden. Dabei wurde oft-
mals das Blastensignal gesetzt, weil hiaufig der LUC-Grenzwert, eingestellt auf vier Pro-
zent, iiberschrittenen wurde.

Auch NELSON ET AL.%! stellten bei Neugeborenenblutproben eine hohe Signalisie-
rungstendenz durch die Streulicht-zytochemische Methode am Technicon H*1 fest; hier
wurde bei 85% aller gemessenen Neuborenenblutproben ein Blastensignal gefunden. Dies
liegt wohl daran, daf sich im Blut von Neugeborenen generell grofere und weniger reif
erscheinende Lymphozyten finden als bei Erwachsenen. So 1dft sich auch, wie bereits
erwahnt, die schlechte Korrelation der Zihlergebnisse von Lymphozyten bei mikrosko-
pischer und mechanisierter Differenzierung in diesem Lebensalter erkliren.’%! In einer
Vergleichsstudie von VERHEUL ET AL.® mittels VCS-Technologie ergaben sich fiir die
Neugeborenenblutproben ebenfalls Signalisierungsraten bis zu 75% bei ebenfalls hau-
figem Blastensignal. Im Gegensatz dazu konnte bei den Erwachsenenblutproben eine
Signalisierungsrate von 20% festgestellt werden.

Auch wenn sich beziiglich der Haufigkeit der Erkennung von pathologischen Blutbil-
dern bei den verschiedenen Analysegeriten deutliche Unterschiede nachweisen liefen, so
zeigte das Verteilungsmuster der nicht erkannten pathologischen Zellen doch keine we-
sentlichen Unterschiede. Von allen drei Analysesystemen wurden bei den Neugeborenen-
blutproben vor allem reaktive Linksverschiebungen, zum Teil mit einem betrichtlichen

“mit Hinweis auf einen in den unteren Bereich verschobener Lymphozytenpopulation, z.B. Plasmazellen

64



4. Diskussion

Anteil von bis zu 29% stabkerniger Granulozyten sowie geringen Anteilen von Myelo-
zyten und Plasmazellen nicht angezeigt. Auch wurden von allen drei Analysegeriten
Normoblasten nicht zuverlissig registriert.

Beziiglich der Effizienz waren der Sysmex NE8000 mit 75% und der Coulter VCS
mit 74% bei Blutproben von Neugeborenen nahezu gleichwertig. Die Erkennung von
pathologischen Blutproben war am Sysmex NE8000 bei den Neugeborenenblutproben
signifikant besser als beim Coulter VCS, jedoch zeigte dieser bei deutlich geringerer
Signalisierungstendenz eine wesentlich bessere Spezifitdt. Beim Technicon H*1 war die
Effizienz mit 56% merklich schlechter.

Die hohe Signalisierungsrate bei Neugeborenenblutproben liegt unter anderem dar-
an, dafs unser Patientenkollektiv einen grofsen Anteil von kranken Kindern beinhaltet.
Andererseits enthilt Neugeborenenblut lyseresistente Erythrozyten, welche z.B. im Per-
oxidase-Kanal des Technicon H*1 als Leukozyten gezihlt werden. Schlieflich gibt es in
Neugeborenenblut hidufig Normoblasten und unreife Zellen, welche nicht richtig zugeord-
net werden koénnen.

Aufgrund der bei allen Differenzierungsgeréten hohen Signalisierungsrate bei Neu-
geborenenblut und der dadurch erforderlichen, hohen Rate an mikroskopischen Nach-
kontrollen ist hier der Einsatz von automatisierten Blutdifferenzierungsgeriten sicher
nicht sinnvoll. Zu diesem Ergebnis trigt auch die zum Teil unzureichende Sensitivitit
bei. Ahnliche Resultate wurden bereits in mehreren Vergleichsstudien fiir den Technicon
H*1 und den Coulter VCS erzielt.®5%51:55

4.2.2 Signalisierung der Blutproben ,Siduglinge 5. Woche—-1. Jahr", ,Kinder
1.-5. Jahr" und ,Kinder ab 5 Jahren*

Die Effizienz war in den genannten Altersgruppen bei allen drei Analysegerdten hoher
als bei Neugeborenen, was vor allem darauf zuriickgeht, daf hier die Spezifitiat héher lag
und somit das Erkennen von nicht-pathologischen Blutproben zuverlissiger erfolgte.

Coulter VCS

Beziiglich der Spezifitdt zeigte der Coulter VCS auch in den weiteren Altersgruppen
die besten Ergebnisse mit Werten von 94-95%. Ahnlich gute Ergebnisse mit Spezifiti-
ten zwischen 88 und 97% konnten auch von anderen Untersuchern® 389798 festgestellt
werden.

Der Coulter VCS zeichnete sich in unserer Studie insgesamt als das Analysegerét
aus, welches nicht-pathologische Blutproben am besten erkannte, so dafs die Rate an
falsch-positiven Blutproben dementsprechend niedrig war. Ahnliche Werte konnten fiir
Erwachsene auch CORNBLEET ET AL.%” mit einer Rate falsch-positiver Befunde von 11%
feststellen, wihrend LoTZ ET AL.** mit der VCOS-Technologie ¢ falsch-positive Resulta-
te bis zu 26% der Proben erhielten. SWAIM ET AL.? stellten in ihrer Vergleichsstudie
am Coulter VCS eine fast zu vernachlissigende Anzahl an falsch-positiven Blutproben

dheim Coulter STKS

65



4. Diskussion

fest. Die durchschnittliche falsch-positive Rate lag am Coulter VCS — ausgenommen bei
Neugeborenenblutproben — in unseren Untersuchungen bei 15%.

Wihrend von ENNEN ET AL.! beim Coulter VCS und LoTz ET AL.** am Coulter
MaxM ¢ bei hoher Signalisierungsrate und zahlreichen falsch-positiven Blutproben eine
extrem gute Sensitivitdt mit bis zu 97% beschrieben, konnten wir in unseren Untersu-
chungen auch in diesen Altersstufen beim Coulter VCS nur Sensitivitdten zwischen 66
und 74% nachweisen. Ein dhnliches Ergebnis (67%) erhielten auch CORNBLEET ET AL.%
am Coulter STKS, dem Nachfolgesystem des VCS, wobei auch in dieser Studie héufig
reaktive Linksverschiebungen nicht signalisiert wurden. Allerdings gaben CORNBLEET
ET AL. an, daf sich die Sensitivitit steigern liel, wenn der Prozentsatz der zu erken-
nenden abnormen Zellen angehoben wurde; so z.B. die Grenze der atypischen Zellen von
einem auf fiinf Prozent.

WARNER und REARDON? sowie FIALON ET AL.% machten in ihren Vergleichsstudien
auch die Beobachtung, dafs bei einer geringen Dichte von morphologisch abnormen Zellen
der Coulter STKS diese wohl nicht erkennt und deshalb keine Signalisierung erfolgt. Eine
unzureichende Signalisierung am Coulter VCS wurde von LOTZ ET AL.*ebenfalls bei
Linksverschiebungen méafigen Grades beméingelt.

In einem Fall wurde in unserer Untersuchung vom Coulter VCS ein in der mikroskopi-
schen Differenzierung festgestellter Blastenanteil von vier Prozent nicht gekennzeichnet.
Es handelte sich hierbei um eine grenzwertig leukopenische Blutprobe, so dafs diese
der mikroskopischen Kontrolle nicht entgangen wiire. Auch WARNER und REARDON?
beobachteten in ihrer Untersuchung am Coulter STKS eine fehlende Signalisierung bei
mikroskopischem Blastennachweis; auffillig waren diese Blutproben jedoch in einem Fall
wegen Panzytopenie, in einem weiteren Fall lag eine Andmie mit Thrombozytopenie vor.

Die Rate an falsch-negativen Befunden lag in unseren Untersuchungen am Coulter
VCS — Neugeborenenblutproben ausgenommen — zwischen 13 und 16%. BARNARD ET
AL.%2 konnte beim Coulter VCS falsch-negative Signalisierungsraten von 12.2% feststel-
len. WARNER und REARDON? fanden lediglich eine falsch-negative Rate von 6.2%.

Eine sehr niedrige Rate an falsch-negativen Befunden und eine dementsprechend gute
Sensitivitit konnten KATZ ET AL.*® in ihrer Vergleichstudie fiir das Coulter VCS nach-
weisen. Dort wurden allerdings 31.6% der gemessenen Blutproben unnétigerweise durch
das Gerét als kontrollbediirftig gekennzeichnet. In der gleichen Studie zeigte der Tech-
nicon H*1 deutlich niedrigere Raten an falsch-positiven Befunden, ndmlich 23.8%, und
eine falsch-negative Rate von nur 18%. SWAIM ET AL.? fanden in ihrer Vergleichsstudie
zwischen dem Technicon H*1 und Coulter VCS eine dhnliche Signalisierungsrate der
beiden Analysesysteme bei deutlich schlechterer Sensitivitdt am Technicon H*1 als beim
Coulter VCS, so daf sich in dieser Studie der Coulter VCS als das eindeutig effizientere
Analysegerit zeigte.

Auch PuM ET AL.? ermittelten in ihrer Untersuchung beim Coulter VCS geringe
falsch-negative Raten bei einer initial hoher angegebenen Rate an falsch-positiven Be-

¢Dieses Gerit erstellt das Differentialblutbild ebenfalls mittels VCS-Technologie.

66



4. Diskussion

funden (20.2%). Nach kritischer Durchsicht der Praparate konnte hier die Rate an falsch-
positiven Befunden auf 8% reduziert werden, da sich noch Linksverschiebungen nach-
weisen liefsen, welche zunéchst wohl durch die Untersucher am Mikroskop nicht erkannt
wurden.

Technicon H*1

Die mit Werten zwischen 80 und 85% relativ niedrigere Spezifitit, die wir fiir den Tech-
nicon H*1 in diesen Altersstufen nachweisen konnten, ergab sich auch in anderen Ver-
gleichsstudien.? 3151

Bei insgesamt hohen Signalisierungsraten war die Sensitivitdt am Technicon H*1 in
den Altersgruppen ,Kinder, 1.-5. Jahr” und ,Kinder ab 5 Jahren“ sogar etwas besser als
beim Sysmex NE8000 und lag im Vergleich zum Coulter VCS auch in diesen Altergrup-
pen leicht iiber den dort erhobenen Sensitivitdten. Aufgrund hoéherer falsch-positiver
Signalisierungsraten (bis zu 30%) waren die Spezifitdten beim Technicon H*1 schlech-
ter als bei den anderen Analysesystemen, so daf die Effizienz in diesen Altersgruppen
am Technicon H*1 schlechter war als beim Sysmex NE8000 und am Coulter VCS. Die
Sensitivitiaten erreichten fiir den Technicon H*1 zwischen 70 und 83%. Somit wurden
pathologische Blutbilder durch die Streulicht-zytochemische Methode befriedigend er-
kannt.

Die Rate an falsch-negativen Befunden betrug beim Technicon H*1 zwischen 12 und
16%. Ein dhnliches Ergebnis ermittelten auch HABERMANN ET AL.%? in ihrer Studie
am Technicon H*1, ndmlich eine falsch-negative Rate von 12%. Im Gegensatz dazu gab
ETAVARD?! fiir die falsch-negative Rate am Technicon H*1 einen Wert von 30% an.
Dabei mufs aber beriicksichtigt werden, daf sich in ihrer Untersuchung — wie auch in
unserer Studie — vor allem reaktive Linksverschiebungen fanden, wobei die Grenze von
Etavard bei fiinf Prozent stabkernigen Granulozyten gezogen wurde, wihrend in unserer
Studie eine Blutprobe, geméf der Festlegung durch RUMKE, erst ab einer Anzahl von
zehn Prozent stabkerniger Granulozyten als ,sicher pathologisch* galt.?

KLOSSON®! konnte in seiner Untersuchung nachweisen, dak der Technicon H*1 mor-
phologische Abnormitéten in 55 bis 100% der Félle signalisiert. Beim Coulter VCS war
dies in 50 bis 75% der Fall.

Dabei konnte KLOSSON®! zeigen, daf Blutproben mit Verinderungen des weiken
Blutbildes im Rahmen hadmatologischer Grunderkrankungen sicherer erkannt wurden
als Blutproben mit reaktiver Linksverschiebung und sogenannten ,lymphatischen Reiz-
formen®. Dieses Phinomen konnten auch wir in unserer Untersuchung bei den falsch-
negativen Blutproben am Technicon H*1, ebenso beim Sysmex NE8000 und Coulter
VCS feststellen.

Bei den falsch-negativen Befunden fanden sich in unserer Studie vor allem reaktive
Linksverschiebungen mit zum Teil sogar erheblichen Anteilen an stabkernigen Granulo-
zyten, bei allerdings nur geringen Anteilen an Myelozyten. Blasten oder héhere Anteile
von Plasmazellen wurden vom Technicon H*1 auch in unserer Untersuchung, wie bereits
durch andere Autoren bestiitigt,"8%1% durch den Technicon H*1 sehr sicher erkannt.
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BENTLEY ET AL.”® konnten beim Technicon H*2, dem Nachfolgegerit des Technicon
H*1 im Vergleich zum Coulter STKS und Sysmex NE8000 beim Technicon-Gerit die
niedrigste Rate an falsch-negativen Befunden feststellen. Dabei waren allerdings generell
hohe Signalisierungsraten und somit hohere Anteile von falsch-positiven Befunden als
bei den beiden anderen Analysegeridten zu beobachten.

Im krassen Gegensatz dazu sowie zu unseren Ergebnissen stehen die Befunde von
SWAIM ET AL.% Bei hohen falsch-negativen Raten mit iiber 50% am Technicon H*1 und
einer nur schlechten Sensitivitit von 41.2% war die Effizienz deutlich schlechter als die
des Vergleichsgerites Coulter VCS.

Bei geringer Spezifitit, allerdings deutlich besserer Sensitivitdt als in der vorgenann-
ten Studie, war die Effizienz des Technicon H*1 in unserer Untersuchung — ausgenommen
der Neugeborenenblutproben — befriedigend bis gut und kaum weniger effizient in seiner
Einsetzbarkeit als die beiden anderen von uns gepriiften Analysesysteme.

Sysmex NE8000

Beim Sysmex NE8000 konnten wir in diesen Altersstufen Spezifitdten zwischen 86 und
95% errechnen, welche etwas niedriger als beim Coulter VCS, aber leicht besser waren
als beim Technicon H*1.

HALLAWELL ET AL.” und VAN WERSCH ET AL.%37 zeigten in ihren Untersuchungen
an Erwachsenen dhnlich befriedigende bis gute Ergebnisse am Sysmex NE8000 beziiglich
der Erkennung von unauffilligen Blutproben. Auch BENTLEY ET AL.”® fanden in ihrer
Vergleichsstudie zwischen vier verschiedenen Differenzierungsgeriten die niedrigste Rate
von falsch-positiven Befunden (15.9%) fiir den Sysmex NE8000 im Gegensatz zu unse-
reren Untersuchungen. Die hochste Rate an falsch-positiven Befunden (31.7%) wurde
beim Technicon H*2 festgestellt.

Bei guter Spezifitdt mit einer entsprechend geringen Rate an falsch-positiven Befun-
den fand sich in der Studie von BENTLEY ET AL.7% im Gegensatz zu unseren Ergebnissen
am Sysmex NE8000 eine sehr hohe Rate an falsch-negativen Befunden, namlich 61.5%.
Mit durchschnittlichen Werten von 49% an falsch-negativen Befunden waren die Er-
gebnisse bei den drei weiteren untersuchten Analysesystemen Coulter STKS, Technicon
H*1, Cell-dyn-3000 ebenfalls schlecht (BENTLEY ET AL.”%). BRIGDEN ET AL.!%! konn-
ten am Sysmex NE8000 demgegeniiber eine sehr gute Spezifitdt mit 96% zeigen, bei
einer zufriedenstellenden Sensitivitit von 87%. Hierbei wurden wie in unserer Untersu-
chung und in anderen Studien reaktive Linksverschiebungen sowie kleinere Anzahlen von
atypischen Zellen und morphologische Abnormalitéten, wie z.B. hypersegmentierte neu-
trophile Granulozyten oder atypische Lymphozyten, nicht sicher signalisiert. BRIGDEN
ET AL.'%2 geben hierzu allerdings zu bedenken, daR eine klinische Relevanz fiir solche
Verdnderungen dann nicht besteht, wenn alle iibrigen hamatologischen Parameter un-
auffallig sind.

Wihrend die Sensitivitdt in unserer Studie am Sysmex NE800O bei den Neugebore-
nenblutproben und auch noch bei den Sduglingsblutproben gute Werte erreichte, fanden
sich in den beiden anderen Altersstufen weniger befriedigende Ergebnisse. So konnte
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bei den Sauglingsblutproben noch eine Sensitivitit von 86% nachgewiesen werden; im
Gegensatz dazu fanden sich bei den Altergruppen ,Kinder, 1.-5. Jahr“ sowie ,Kinder
ab 5 Jahren“ nur noch Sensitivititen von 67%. Die hohe, bei Neugeborenenblutproben
ermittelte Sensitivitidt kann als Folge der allgemein hohen Signalisierungsrate in dieser
Altersgruppe angesehen werden.

Bei einer falsch-negativen Rate zwischen 18 und 24% am Sysmex NE8000 wurden
in unserer Studie vor allem reaktive Linksverschiebungen nicht signalisiert, aber auch
atypische Zellen und Plasmazellen nicht konsequent registriert.

BRIGDEN ET AL.!%! konnten in ihrer Studie am Sysmex NE8000 eine extrem ge-
ringe falsch-negative Rate von unter 5% bei einer Sensitivitit von 87% feststellen; die
Spezifitat wurde mit 97% beziffert. Hierbei wurden, allerdings bei einer sehr grofen Un-
tersuchungszahl, in zwei Féllen Blasten iibersehen sowie reaktive Linksverschiebungen
nicht immer sicher markiert.

4.3 Treffsicherheit von Warnsignalen

Neben der Frage, wie zuverléssig pathologische Verdnderungen der Leukozyten signali-
siert werden, stellt sich umgekehrt die Frage, wie treffsicher Signale auf pathologische
Verénderungen hinweisen.*® Hier wurde untersucht, mit welcher Zuverliissigkeit ein durch
das Analysegerit gesetztes Signal auf nachweisbare pathologische Blutzellen hinweist.

4.3.1 Erkennung von reaktiven Linksverschiebungen

Unter einer Linksverschiebung versteht man die Vermehrung von unreifen neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut, die in der Regel bei einer reaktiven Linksverschie-
bung nicht iiber eine Vermehrung der stabkernigen Granulozyten und Metamyelozyten
hinausgeht. In schweren Féllen kénnen auch vereinzelt Myelozyten auftreten.

Da man eine reaktive Linksverschiebung im Verlauf der meisten bakteriellen Infekti-
onskrankheiten — insbesondere bei einer Sepsis — beobachtet, ist das Ausmaf der Links-
verschiebung von erheblicher Bedeutung.?®5% Des weiteren ist eine Linksverschiebung
auch bei malignen Tumoren in fortgeschrittenen Stadien zu finden.

Da bei Neugeborenen und Sduglingen in den ersten Lebenswochen die Grenze der
Leistungsfihigkeit des Knochenmarks rascher erreicht ist, kann in der Linksverschie-
bung ein wichtiger Hinweis auf eine Sepsis vorliegen.?®103:1%4 Ayferdem ist bei vielen
Virusinfektionen eine Verminderung der neutrophilen Granulozyten haufig, wobei die
Neutrophilen eine Linksverschiebung zeigen kénnen.%

Stabkernige® und ,Segmentkernige“ werden jedoch nicht iiberall gleich definiert.
Mancherorts spricht man von Segmentkernigen erst dann, wenn die Verbindung zwi-
schen den Segmenten fadenférmig wird, und nicht schon, wenn die Briicke schmaler als
ein Drittel des groften Durchmessers eines Kernsegmentes ist.”” Nach BEGEMANN und
RASTETTER® ist von einem ,Segmentkernigen “ auszugehen, wenn die Briicke zwischen
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zwei Kernsegmenten ein Drittel oder weniger der benachbarten Segmentdurchmesser
ausmacht.

In unserer Untersuchung wurden in allen Altersgruppen und bei allen drei unter-
schiedlich arbeitenden Differenzierungsgeriten reaktive Linksverschiebungen nur sehr
unzuverléssig signalisiert. Bei allen drei Analysegerdten wurde eine Unterteilung in
stabkernige und segmentkernige Granulozyten nicht vorgenommen; beide Subpopulatio-
nen werden als ,Neutrophile“ gemeinsam erfaft. Die nur unzureichende Signalisierung
von Linksverschiebungen konnte auch in anderen Vergleichsstudien nachgewiesen wer-
den % 101,105,106 Giopnalisierung von Linksverschiebung erfolgt jedoch auch aufgrund des
Vorhandenseins von Myelozyten, Pro- und Metamyelozyten, die als atypische Zellen der
myeloproliferativen Reihe erkannt werden.

Coulter VCS

Wie bereits erwiahnt, gibt der Coulter VCS zusétzlich zur ,Positiv—Markierung®* einer
pathologischen Blutprobe durch spezielle ,Flags® weitere Informationen. Da es sich hier
jedoch nur um eine auffillige Lage von Diskriminatoren handelt, erfolgt kein dezidier-
ter Hinweis auf pathologische Zellen; stattdessen werden sogenannte ,,X-Flags* gesetzt,
welche Riickschliisse auf eine bestimmte Art von pathologischen Zellen zulassen.

Der ,Flag X5“ mit Hinweis auf eine Linksverschiebung oder auf Vorstufen der myeloi-
schen Reihe wurde in unserer Untersuchung besonders dann vorgefunden, wenn sich eine
Leukozytose beziehungsweise eine absolute oder relative Neutrophilie nachweisen liefs. Da
dies hiufig mit einer reaktiven Linksverschiebung verbunden ist, wurden Blutbilder mit
pathologischen Leukozytenzahlen und reaktiven Linksverschiebungen sehr sicher mar-
kiert. Im Gegensatz dazu wurden bei normalen Leukozytenzahlen und -populationen
Linksverschiebungen durch den Coulter VCS wesentlich seltener gekennzeichnet und
stabkernige Granulozyten mit Prozentsitzen von bis zu 29% nicht gemeldet. Allerdings
wurden Blutbilder ohne reaktive Verdanderungen bei bestehender Neutrophile falsch-po-
sitiv markiert.

CORNBLEET ET AL.°"197 konnten in ihrer Untersuchung fiir den Coulter STKS,
mit einer Weiterentwicklung der VCS-Technologie eine Sensitivitit fiir die Erkennung
von unreifen Granulozyten und reaktiven Linksverschiebungen von 67% demonstrieren.
Allerdings wurde hier auch eine iiberarbeitete Software mit einem neuen Algorithmus
fiir die Signalisierung von Linksverschiebungen und unreifen Granulozyten benutzt.

KL0SSON®! machte am Coulter VCS und auch am Technicon H*1 die Beobachtung,
daf Blutproben mit Verdnderungen des weifen Blutbildes im Rahmen hidmatologischer
Grunderkrankungen sicherer erkannt wurden als Blutproben mit reaktiver Linksverschie-
bung.

Lotz ET AL.* fielen am Coulter VCS bei falsch-negativen Befunden auf, daf es
sich hier vor allem um maéfiggradige Linksverschiebungen handelte. JOHANNESSEN ET
AL.*" konnten nur eine geringe Korrelation zwischen den Signalisierungsraten von Links-
verschiebungen an den Analysegerdten Coulter VCS und Technicon H*1 nachweisen.
Ahnlich unbefriedigend war auch die Erkennung von Erythroblasten. VERHEUL ET AL.®
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fanden im Gegensatz zu diesen Studien eher hohe falsch-positive Raten beim Coulter
STKS.

Technicon H*1

Wie bereits vorne ausgefiihrt, werden im Basophilen-Kanal des Technicon H*1, basie-
rend auf einer Streulichtanalyse in zwei Winkelbereichen, die Kerne der Leukozyten mit
Ausnahme der basophilen Granulozyten, in eine rundkernige (MN) und segmentkerni-
ge (PMN) Population unterteilt, woraus der Lobularitdtsindex errechnet wird, welcher
als Grundlage fiir die morphologischen Signalgebung ,Linksverschiebungen und unrei-
fe Granulozyten“ gilt. Zusétzlich wird der durch das Analysegerét errechnete mittlere
Peroxidaseindex (MPXI) der Blutprobe herangezogen.

Beziiglich der spezifischen Signalgebung bei reaktiver Linksverschiebung war die
Ubereinstimmung am Technicon H*1 mit der mikroskopischen Referenzmethode in un-
seren Untersuchungen nicht zufriedenstellend. ROss ET AL.!%® stellten in ihrer Arbeit
an Erwachsenenblut sogar keine Korrelation zwischen der Anzahl stabkerniger Granulo-
zyten und dem LI (Kernsegmentierungsindex oder auch Lobularitéitsindex) fest.

Haufig wurde allerdings in unserer eigenen Studie durch andere Signale auf die pa-
thologische Blutprobe aufmerksam gemacht. Im iibrigen ist in Ubereinstimmung mit
ETAVARD?! festzustellen, daf das Ausmaf einer Linksverschiebung, wie sie sich unter
dem Mikroskop prisentierte, hiaufig nicht mit der Abstufung des Geritesignals (LV +
bis +-++) im Einklang stand. Die Rate an falsch-positiven Hinweisen auf eine Linksver-
schiebung wurde von ETAVARD?' mit 50% extrem hoch angegeben, was wir in unserer
Studie nicht beobachten konnten. Bestétigen konnten wir dagegen, daf bei etwa 30% der
Proben mit einer reaktiven Linksverschiebung keine Markierung mit diesem speziellen
Signal erfolgte.

Da in einer Studie von SWAIM ET AL.? vor allem stabkernige und unreife Granu-
lozyten durch den Technicon H*1 nicht festgestellt wurden, legt dies den Schluf nahe,
dafs dem Technicon H*1 wohl ein Algorithmus zur Erkennung unreifer Granulozyten
und /oder Linksverschiebungen fehlt.2 Ahnlich schlechte Erkennung von reaktiven Links-
verschiebungen anhand der Streulicht-zytochemischen Methode am Technicon H*1 fan-
den auch MARTI ET AL.,% weshalb eine zu grobe Einstellung der Softwareparameter des
Gerates vermutet wurde.

Auch WENZ ET AL.'% konnten in ihrer Studie keine Ubereinstimmung von stabker-
nigen Granulozyten im mikroskopisch erstellten Differentialblutbild und dem gesetzten
Signal ,Left Shift* durch den Technicon H*1 finden. Sie geben jedoch zu bedenken, daf
die automatische Bestimmung der Leukozytenzahl am Technicon H*1 wesentlich genauer
und sicherer ist als am Mikroskop. Da eine Leukozytose und eine Neutrophilie physiolo-
gische Antworten auf Stimuli wie Stress, Entziindung und Trauma sind, welche auch die
stabkernigen Granulozyten im peripheren Blutbild erh6hen, seien dies sichere Parameter
als Hinweis auf eine Infektion.!?® 1! Tatsiichlich énderten sich in deren Studie bei den
meisten klinisch signifikanten Fillen das Differentialblutbild parallel mit der Anderung
der totalen Leukozytenzahl.'%
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JOHANNESSEN ET AL.% fanden ebenfalls nur eine schlechte Erkennung einer Links-
verschiebung bei Neugeborenenblutproben durch den Technicon H*1. SCHNEIDER'®
hingegen wies in seiner Untersuchung besonders auf die detaillierten quantitativen und
qualitativen Hinweise auf die wesentlichen pathologischen Zellen durch den Technicon
H*1 hin.

Nach FEHR!''? kann der Technicon H*1 Linksverschiebungen zuverliissiger erkennen,
wenn das Blut moglichst frithzeitig nach Blutentnahme vom Analysegeridt untersucht
wird.

HABERMANN®? sieht wie andere Untersucher die unterschiedlichen Ergebnisse am
Technicon H*1 beim Erkennen beziiglich von reaktiven Linksverschiebungen unter an-
derem als Folge der individuellen Beurteilung von stabkernigen Granulozyten durch den
Mikroskopierenden. Nach HABERMANN sollte zur sicheren Erkennung einer Linksver-
schiebung nicht nur das spezifische ,L.VERSCH.-Signal“ sondern alle iibrigen Nachdif-
ferenzierungs-Kriterien beachtet werden.*

VAUPEL? konnte beim Technicon H*1 eine recht zuverlissige Erkennung von (re-
aktiven) Linksverschiebungen finden; er stellte allerdings die Frage, welche Konsequenz
aus klinischer Sicht das Ubersehen einer marginalen Linksverschiebung mit einer gerin-
ge Anzahl von stabkerniger Granulozyten hat. Andererseits gab er zu bedenken, daf
unabhingig von der Signalgebung eine Neutrophilie oder Leukozytose allein schon eine
mikroskopische Nachuntersuchung veranlassen sollte.

Sysmex NE8000

Auch der Sysmex NE800O zeigte bei der Signalisierung von reaktiven Linksverschiebun-
gen deutliche Schwichen. Selbst bei einer groken Anzahl von stabkernigen Granulozyten
wurde in einigen Fillen eine Signalisierung vermifst. Auch mit diesem Analysegerét war
die Kennzeichnung von reaktiven Linksverschiebungen besser, wenn zuséatzlich Myelozy-
ten oder andere Vorstufen im mikroskopischen Differentialblutbild nachzuweisen waren.
Die Signalisierung solcher Proben kam dann wohl dadurch zustande, daf die Zellen nicht
in eine der vorgegebenen Kategorien zugeordnet werden konnten.

HALLAWELL ET AL.% zeigten in ihrer Untersuchung am Sysmex NES000 eine befrie-
digende Signalisierung bei mikroskopisch festgestellter Linksverschiebung. Bei 43 Fal-
len mit nachgewiesener Linksverschiebung waren allerdings 42 mit Hinweis auf andere
Abnormalititen geflaggt und somit einer Kontrolle nicht entgangen. Auf eine Links-
verschiebung wurde durch das Analysegeridt dabei nicht hingewiesen, sie wurde somit
wohl nicht anhand der Stabkernigen erkannt. Auffillig war in dieser Studie, wie auch in
unserer Untersuchung, daft das ,Left Shift“-Signal besonders héufig bei Vorliegen einer
Neutrophilie gesetzt wurde.

BRIGDEN ET AL.'%! stellten in ihrer Studie am Sysmex NE8000 ebenfalls fest, daf
selbst hohere Anzahlen von stabkernigen Granulozyten durch das Analysegerit nicht
konsequent signalisiert wurden. Die klinische Relevanz dieser Abnormalitit ohne gleich-
zeitige Verdnderungen von weiteren himatologischen Parametern wurde allerdings in
Frage gestellt.'>!13 In Ubereinstimmung mit WENZ ET AL.!% kann davon ausgegangen
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werden, daf in den meisten Fillen einer erhohten Anzahl von stabkernigen Granulozyten
die fiinf typischen Leukozytenpopulation abnormal verteilt sind; dies geht oft mit einer
Vermehrung der neutrophilen Granulozyten und einer Leukozytose einher.1%?

Da in vielen Féllen durch Bestimmungen von Akut-Phase-Proteinen, wie dem C-
reaktiven Protein oder auch der Leukozyten-Elastase eine hohe Sensitivitat fiir das Er-
kennnen von akut entziindlichen Vorgéngen erreicht wird, hat die Erkennung einer Links-
verschiebung an Bedeutung eingebiifst. Es gilt jedoch weiterhin, daf die zuverlissigste
Detektion von Vorstufen der Granulopoese bei entsprechender Indikation die Doméne
des Mikroskops geblieben ist.3!:48:106

4.3.2 Erkennung von Toxischen Granulationen und DOHLE-KGrperchen

Unter den qualitativen Verdnderungen der Granulozyten kommt den toxischen Granula-
tionen eine besondere Bedeutung zu. Hierbei finden sich mittelgrobe, meist dunkelviolett
gefirbte Granula im Zytoplasma. Sie kommen bei allen schweren Infektionen (z.B. Sep-
sis) oder toxischen Prozessen vor, die die Zellproliferation im Knochenmark beeinflussen.
Aus Anzahl und Groéfe der Granula kann man bestimmte Riickschliisse auf die Schwere
des vorliegenden Krankheitsbildes ziehen. Die toxischen Granulationen sind einerseits
als Reste der promyelozytiren Granulation, andererseits aber als Ausdruck der Zellschéi-
digung zu werten.”?

DOHLE-KoOrperchen findet man als ,blaue Schlieren oder Flecken“ im Zytoplasma
der neutrophilen Granulozyten, welche vorwiegend am Rand der Zellen liegen. Es han-
delt sich hierbei um Reste des noch nicht vollstindig ausgereiften und deshalb noch
basophilen Plasmas der Vorstufen (RNS-Reste), also um ein Zeichen iiberstiirzter Rei-
fung. Sie treten besonders im Verlauf von Infektionen, bei Verbrennungen und wahrend
zytostatischer Therapie auf.5® Weiterhin kénnen DOHLE-K&rperchen auch bei der CHE-
DIAK-HIGASHI-Anomalie und bei der MAY-HEGGLIN-Anomalie nachgewiesen werden,
wahrscheinlich als Ausdruck einer partiellen plasmatischen Reifungsstérung.®?

Haufig ist eine ausgeprigte Linksverschiebung mit einer toxischen Granulation und
dem Auftreten von DOHLE-K6rperchen verbunden.

Allen drei Analysegeriten fehlt diesbeziiglich ein spezieller Erkennungs- beziehungs-
weise Signalisierungsmodus. Da es sich hierbei jedoch um pathologisch verdnderte Leu-
kozyten mit diagnostischem Wert handelt, sollte auch ohne spezifische Zuordnung der
betreffenden Zellen eine Signalisierung der Blutprobe erfolgen.

Am Coulter VCS konnte beobachtet werden, dak bei stirkerer toxischer Granulati-
on zwar eine Differenzierung der Leukozyten vorgenommen, allerdings hidufig nur eine
geringere Anzahl von Leukozyten in die Differenzierung einbezogen wurde. Dies wurde
auch im Ausdruck durch die geringere Zahl an differenzierten Zellen sowie dem Signal
JNCOMPLETE" angegeben. Auffillig war, daft Blutproben mit unreifen Granulozyten
im Sinne einer reaktiven Linksverschiebungen bei Auftreten von toxischen Granulatio-
nen oder DOHLE-Korperchen sicherer markiert wurden als bei bloffem Vorfinden von
stabkernigen Granulozyten. Es fanden sich die Signale von ,X2“ bis , X7.
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Auch durch den Technicon H*1 wurden reaktive Linksverschiebungen sicherer signa-
lisiert, wenn weitere Abnormitéiten wie eine toxische Granulation oder DOHLE-Ké&rper-
chen zusitzlich vorlagen. Hiufig wurde in solchen Fillen durch den Technicon H*1 der
Flaghinweis ,,Atypische Zellen* gegeben.

In dhnlicher Weise traf dies fiir den Sysmex NE8000 zu. Haufig wurden hier die Signa-
le mit Hinweis auf Blasten, Linksverschiebung oder unreife Vorstufen gegeben. Allerdings
wurden auch durch den Sysmex NE800O wie durch die beiden anderen Analysesysteme
Proben mit toxische Granulationen und DOHLE-Ko6rperchen in einigen Féllen nicht mar-
kiert.

Bei mikroskopischem Nachweis einer toxischen Granulation bzw. von DOHLE-KOr-
perchen erfolgte durch den Coulter VCS eine Signalgebung am haufigsten, ndmlich in
ca. 75% aller Fille, wihrend der Technicon H*1 und der Sysmex NE8000 hier seltener
signalisierten.

Inwieweit die toxische Granulation selbst oder weitere Abnormitéten der Blutproben
fiir die Signalisierung verantwortlich waren, konnte nicht geklirt werden. In einigen Féal-
len zeigten die Blutproben nur eine leichte toxische Granulation, trotzdem wurden diese
markiert. In anderen Fillen fanden sich zwar schwere Verdnderungen, es kam aber keine
Signalgebung zustande.

4.3.3 Erkennung von atypischen Lymphozyten

Eine Besonderheit des Kindesalters ist die Haufigkeit, mit der lymphatische Reizformen
und Plasmazellen im Blut auftreten. Reizformen, welche morphologisch recht unter-
schiedlich sind und als atypische Lymphozyten oder Lymphoidzellen bezeichnet werden,
sieht man vor allem bei den im Kindesalter hdufigen Virusinfektionen. Jedoch sind diese
lymphatischen Reizformen nicht nur bei Virusinfektionen, sondern auch bei septischen
Prozessen und Verbrennungen nachweisbar.”

Coulter VCS
Blutproben mit gehduftem Vorkommen von lymphatischen Reizformen beziehungsweise
nacktkernigen Lymphozyten oder jugendlichen Formen von Lymphozyten wurden am
Coulter VCS relativ seltener signalisiert als Blutproben, bei denen toxische Granula-
tionen beziehungsweise DOHLE-Korperchen vorlagen. Haufig konnte hier ebenfalls nur
eine geringere Anzahl von Leukozyten zugeordnet werden, so daf in der vorgegebenen
Zeit, in welcher der Coulter VCS sein Differentialblutbild normalerweise erstellte, keine
Differenzierung von ca. 8000 Zellen mdoglich war. Entweder wurden diese Blutproben
ohne Signalisierung nur mit dem Hinweis auf eine zu geringe differenzierte Anzahl von
Blutzellen, dem Signal ,INCOMPLETE" versehen, oder es erfolgte zusétzlich eine Si-
gnalisierung durch unterschiedliche ,Flags®.

Uberproportional hiufig wurde der Flag , X7 bei Neugeborenenblutproben, aber
auch noch in der Gruppe ,,Sduglinge gefunden. Dieser Diskriminator weist auf verscho-
bene Lymphozytenpopulationen, unter anderem aber auch auf Plasmazellen hin. Bei
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so gekennzeichneten Blutbildern konnten oft lymphatische Reizformen beziehungsweise
nacktkernige Lymphozyten in groferer Anzahl nachgewiesen werden. Haufig war dieses
Signal mit anderen ,Flags” vergesellschaftet.

Auch hier ist die geringere Anzahl der differenzierten Zellen so zu verstehen, daf eine
Zuordnung der verdnderten Blutzellen, welche das Analysegerit ,so nicht kennt“, nicht
gelingt. Die Blutprobe ist hiermit als pathologisch zu werten, auch wenn kein zusétzlicher
Flag gegeben wurde.

WARNER und REARDON? sowie Cornbleet et al®” stellten auch in ihren Studien am
Coulter VCS beziehungsweise Coulter STKS einen ,Mangel“ beziiglich der Erkennung
von Blutproben bei mikroskopischem Nachweis von lymphoiden Zellen oder reaktiven
Lymphozyten fest.

Technicon H*1

Mikroskopisch erhobene Befunde wie lymphatische Reizformen sowie grofe monozytére
Reizformen wurden durch den Technicon H*1 sehr sicher markiert. Haufig wurde das
Signal ,atypische Zellen“ gegeben, gelegentlich in solch einem Fall auch der Flag ,Bla-
sten“ gesetzt. Hier fand sich oft eine erhohter LUC-Wert. Da in Fillen mit verinderten
Lymphozyten eine eindeutige Zuordnung der Lymphozyten nicht immer moglich war,
zeigte der quantitative Vergleich hier schlechtere Korrelationen, wie bereits weiter vorne
erwahnt wurde.

Sysmex NE8000

Die Signalgebung war bei Auftreten von atypischen Lymphozyten durch den Sysmex
NES8000 sehr unterschiedlich. Es wurden die Signale ,Left shift“ und ,Blasts gefunden,
seltener das eigentliche Signal ,,Atypical Lymph“. Auffillig war, dafs Blutproben mit
Nachweis von lympho-monozytiren Reizformen sowie jugendlichen Lymphozyten eher
mit dem Hinweis ,Immature Gran“ versehen wurden; bei Blutproben mit Nachweis von
nacktkernigen Lymphozyten fand sich dagegen 6fter der Hinweis ,,Atypical Lymph®. Hier
orientiert sich das Analysegerét bei der Signalgebung unter anderem wohl auch an der
Grofe der pathologischen Zelle.

4.3.4 Blasten

Blasten, welche unreife Vorstufen beziehungsweise wenig differenzierte Stadien der Gra-
nulozytopoese darstellen, kommen bei unterschiedlichen Leukosen vor, weshalb ihre Er-
kennung und Signalisierung von aufserordentlichen Bedeutung sind.

Coulter VCS

Beim Coulter VCS wurde das Flag ,,.X6“, das als Blastenhinweis gewertet werden kann,
bei Vorkommen von Blasten in iiber 50% der Falle beobachtet; fand sich jedoch auch bei
Nachweis atypischer Zellen und von Normoblasten sowie von stabkernigen Granulozyten,
so daf in diesem Diskriminator kein spezifischer Hinweis gesehen werden konnte.
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VERHEUL ET AL.% konnten am Coulter STKS, welcher im Vergleich zum Coulter VCS
genauere Angaben beziiglich der pathologischen Zellen vornimmt, bei Neugeborenen-
blutproben ebenfalls hidufig das Blastensignal beobachten, obwohl kein mikroskopischer
Blastennachweis vorlag. Aber auch bei den Erwachsenenblutproben stellten VERHEUL
ET AL.® im Falle einer Blastensignalgebung durch den Coulter STKS nur bei einem
geringen Anteil Blasten in der mikroskopischen Befundung fest. Besser war in ihrer Stu-
die die Ubereinstimmung bei dem Flag ,Variant lymphs“, wo von 84 gekennzeichneten
Proben 73 durch die mikroskopische Methode bestétigt wurden.

Technicon H*1
Dem Blastensignal beim Technicon H*1 wurde in einigen Arbeiten eine besondere Sen-
sitivitit und Spezifitit zugesprochen.''*% Auch in unserer Arbeit wurden durch den
Technicon H*1 keine Blasten iibersehen, allerdings konnte das Blastensignal nicht nur bei
mikroskopischem Nachweis von Blasten gefunden werden. Da das Blastensignal vor allem
durch eine Erh6hung des LUC-Wertes in Zusammenhang mit der Laserstreulicht- Analy-
se der Leukozytenkerne im Basophilenkanal entsteht und bei Neugeborenenblutproben
dieser LUC-Wert héufig iiberschritten wurde, war das Blastensignal in dieser Alters-
gruppe sehr hiufig vorzufinden, auch wenn keine Blasten im mikroskopischen Blutbild
festgestellt werden konnten. Von insgesamt 50 gemessenen Neugeborenenblutbildern am
Technicon H*1 wurden 16 und (damit 32% aller Blutbilder) mit einem Blastensignal
versehen, obwohl nur in zwei Fillen ein Blastennachweis mikroskopisch gefiithrt werden
konnte. Haufig waren in den so markierten Blutbildern jedoch vermehrt lymphozytéare
Reizformen und nacktkernige Lymphozyten vorzufinden. In den Altersgruppen ,Kinder,
1.-5. Jahr* sowie ,Kinder ab 5 Jahren“ wurde das Blastensignal dann nur noch sehr
vereinzelt nachgewiesen, wenn kein mikroskopischer Blastennachweis erfolgen konnte.

KLINE ET AL.}6 zeigten beziiglich des Blastensignals eine deutlich verbesserte Spe-
zifitit, wenn Blutproben mit Leukopenien (< 1-10%/1) aus der Untersuchung herausge-
nommen wurden. So stammte in ihrer Untersuchung die Mehrzahl der falsch-positiven
Blastensignale (63%) von Patienten mit einer Leukopenie. Welche Zellen urséchlich zum
Blastensignal gefiihrt hatten, konnte nicht festgestellt werden. Man vermutet als Ur-
sache T-Suppressor-Lymphozyten, welche im LUC-Feld identifiziert werden, wie schon
LINCH ET AL.!''” und MARTIN ET AL.!'® beschrieben haben. Auch ETAVARD?! konnte
bei reaktiv verdnderten Lymphozyten Interferenzen mit dem Blastensignal nachweisen.
Bei Niereninsuffizienz, toxisch bedingten Leukopenien sowie nach Chemotherapie soli-
der Tumoren wurde das Blastensignal gehduft beobachtet, ohne daf sich dieser Hinweis
mikroskopisch bestéitigen liel. Auch zeigte sich in solchen Fillen eine Instabilitit des
Blastensignals bei Mehrfachanalysen derselben Blutprobe.?! Allerdings ermittelte ETA-
VARD?! in ihrer Studie ebenfalls eine gute Sensitivitit des Blastensignals. Bei iiber 90%
der leukdmischen Blutproben sowohl der myeloischen wie auch der lymphatischen Reihe
wurde das Vorliegen von Blasten in der Studie von ETAVARD?! im Blut Erwachsener am
Technicon H*1 richtig signalisiert.

Die Niitzlichkeit der automatisierten zytochemischen Analysatoren im Hinblick auf
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das Erkennen einer geringen Anzahl zirkulierender Blasten im peripheren Blut wurde in
Fillen von akuter Leukiimie bereits durch verschiedene Untersucher gezeigt.!0% 114,115,119
Dabei demonstrierte D “ONOFRIO ET AL.,''" daR der Technicon H*1 zirkulierende Bla-
sten im peripheren Blut erkannte, obwohl bei der konventionellen morphologischen Be-
gutachtung unter dem Mikroskop kein Nachweis von Blasten erfolgte. Diese scheinbar
wfalsch-positiven” Befunde gingen allerdings im Knochenmarksbefund mit leukdmischen
Infiltrationen einher.!'®> ORAzI ET AL.!'?° sah bei erhéhten LUC-Werten am Techni-
con H6000, dem Vorgingergerit des Technicon H*1, in Fillen bei myelodysplastischem
Syndrom ebenfalls eine geringe Anzahl von Blasten im peripheren Blut durch einen
,Blastenexzess“ im Knochenmark bestétigt.

Auch BOLLINGER'?! beschrieb in ihrer Studie am Technicon H*1 bei der Blastener-
kennung eine Sensitivitit von 100%, jedoch mit einer falsch-positiven Signalisierungsrate
von 30 bis 40%. Diese hohe falsch-positiven Rate erkliarte man sich hier durch das verwen-
dete Patientengut, welches grofstenteils aus Patienten mit hdmatopoetischen Maligno-
men zum Teil nach Chemotherapie mit assoziierter Leukopenie, Neutropenie, relativer
Lymphozytose und Monozytose bestand. Ebenfalls hohe falsch-positive Blastensignale
am Technicon H*1 wurden von SWAIM ET AL.? beschrieben, wiihrend FEHR!'? eher ei-
ne zuriickhaltende Signalgebung bei Blasten, atypischen Lymphozyten oder Haarzellen
feststellte.

Sysmex NE8000
Das Blastensignal konnte beim Sysmex NE8000 ahnlich wie beim Technicon H*1 sehr
haufig bei den Neugeborenenblutproben festgestellt werden.

Von insgesamt 81 gemessenen Neugeborenenblutproben am Sysmex NE8000 war bei
44 Blutproben (und damit bei 54%) am Sysmex NE8000 ein Blastensignal zu finden,
hidufig noch vergesellschaftet mit dem Signal ,atypische Zellen“. Hierbei wurden alle
durch die mikroskopische Differenzierung festgestellten Blasten in den Blutproben durch
den Sysmex NE8000 signalisiert; ebenfalls war bei Nachweis von atypischen Zellen stets
eine Signalisierung durch den Sysmex NE800O erfolgt. Da aber nur bei sieben Blutbildern
Blasten und nur bei fiinf Blutbildern atypische Zellen mikroskopisch im iibrigen vor
allem reaktive Linksverschiebungen ohne , Left-Shift-Signal“ nachzuweisen waren, ist die
Art der Signalgebung beim Sysmex NE8000 hier nicht als richtungsweisendes Signal
zu verwerten. Da die hohe Signalisierung bei Neugeborenenblutproben durch die zum
Teil unreiferen grofseren Blutzellen sowie verdnderten Lymphozyten erschwert ist, ist die
Signalgebung vor allem in dieser Altersgruppe wenig aussagekraftig.

Ahnliche Beobachtungen konnten HALLAWELL ET AL.%! in ihrer Untersuchung aller-
dings auch bei Erwachsenen machen. Haufig wurde eine pathologische Blutprobe durch
den Sysmex NE8000 erkannt, jedoch stimmte das gesetzte Signal oft nicht mit den mi-
kroskopischen Befunden iiberein. So wurde das Blastensignal in der Untersuchung in
20 Fillen angegeben, obwohl nur in vier Fillen ein Blastennachweis erfolgen konnte; bei
den iibrigen Blutproben fanden sich unreife Vorstufen von Granulozyten oder es handelte
sich um Patienten mit lymphoproliferativen Erkrankungen.
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Wie bereits in mehrfachen Untersuchungen festgestellt, darf die Betrachtung nur
eines Signals zur Beurteilung eines Blutbildes nie alleine verwertet werden.®® Mit Recht
formulierten WARNER und REARDON:?

,Es ist zweifelhaft, ob durch ein automatisches Differenzierungsgerit alle ab-
normalen Blutzellen sicher identifiziert und zugeordnet werden konnen.”

4.4 Probleme und Fehlerquellen bei der Probenpraparation
4.4.1 Generelle Probleme und Fehlerquellen bei der Blutentnahme

Zwingender als in anderen Disziplinen ist in der Padiatrie die Forderung nach Minimie-
rung des Priifungsmaterialaufwandes. Bei Neugeborenen — wie bereits eingangs erwahnt
— wurde auch in unserer Studie Kapillarblut verwendet.

Ein Abnahmefehler durch starkes Driicken der Fingerbeere kann eine Verdiinnung
des zu entnehmenden Blutes durch Gewebsfliissigkeit zur Folge haben. Auf diese Weise
ist ein Volumenfehler bis zu 15% moglich.?® ZOLLNER ET AL.'?? zeigten in ihren Unter-
suchungen, daf mit Kapillarblut anstelle von Venenblut nahezu alle klinisch-chemischen
und himatologischen Routineparameter ermittelt werden konnen, wenn Abweichungen
der Resultate von bis zu 5% toleriert werden. Einschrinkend wurde allerdings darauf
hingewiesen, dak bei Patienten mit zentralisiertem Kreislauf sowie mit groferen Sto-
rungen im Wasser- und Elektrolythaushalt kein Kapillarblut fiir diagnostische Zwecke
eingesetzt werden kann.

In einer Untersuchung von KUSE und HAUSMANN!? konnte im Vergleich von EDTA-
Venenblut zu Kapillarblutproben ein eindeutig hoheres Zéhlergebnis der Leukozytenzahl
und der zelluldren Zusammensetzung festgestellt werden, wenn die ersten Blutstropfen
aus dem Ohrldppchen oder der Fingerkuppe verglichen wurden. Aus diesem Grunde
wurde gefordert, dafs bei nicht zu umgehenden Kapillarblutentnahmen die ersten vier
Blutstropfen nicht fiir die Leukozytenzihlung verwendet werden sollen. Relativ vermehrt
waren meist die Monozyten.™

Generell ist bei jeder Art der Blutgewinnung besonders darauf zu achten, dafs es nicht
zur Gerinnselbildung in der Blutprobe kommt. Auch Schaumbildung sollte bei der Ab-
nahme verhindert werden, da es hierdurch zur Lyse vor allem der Erythrozyten kommt,
wodurch das Ergebnis des kleinen Blutbildes verfilscht wird.!” Fehlermoglichkeiten in der
priaanalytischen Phase konnen bei falscher Patientenvorbereitung und nicht berticksich-
tigtem Patientenstatus auftreten. Nach STATLAND!!? existieren sogar bei ,normierter”
Blutabnahme individuell sehr verschiedene Referenzbereiche fiir Leukozyten und die ver-
schiedenen Leukozytenpopulationen, die sich zum Teil nicht einmal {iberlappten. Nach
seiner Ansicht hitte man einen empfindlicheren Index fiir ,pathologische Werte“, wenn
man diese individuellen Referenzbereiche zum Mafstab der klinischen Beurteilung mach-
te und nicht den Referenzbereich eines Kollektivs. Die physiologischen Schwankungen
der Leukozytenzahl sind insgesamt erheblich.”” 1% Fast alle biologischen Groéfen weisen
circadiane und zum Teil auch jahreszeitliche Schwankungen auf.'?* Allerdings bringt
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die zeitliche Standardisierung der Probennahme nur fiir die eosinophilen und basophilen
Granulozyten sowie die Mefsgrofen Hamoglobin und Hamatokrit eine Verminderung der
biologischen Streuung.!!®

4.4.2 Fehlerquellen in der Blutausstrich-Praparation

Schwierigkeiten in der Zellzuordung kénnen durch unzureichende Vorbereitungen der
Blutausstriche beziiglich der Ausstrichtechnik, Farbequalitdt und randomisierten Ver-
teilungen der Zellen beim Ausstreichen entstehen.'?>126 Beim Ausstreichen des Blutes
auf dem Objekttréger kann es zu einer uneinheitlichen Verteilung der Zellen kommen,
insofern, als schwerere Zellen wie Monozyten und Granulozyten nach aufen abgedringt
werden und so an den Rédndern des Objekttriagers in hoherer Dichte als in den zentralen
Anteile zu liegen kommen, wo vor allem Lymphozyten zu finden sind.?®""12” Wird das
manuell erstellte Préparat nicht nach Vorschrift maanderférmig, sondern in der Rich-
tung des Ausstreichens differenziert, so werden filschlicherweise zu viele Lymphozyten
und zu wenige Granulozyten gefunden. Werden nur die Randbezirke durchmustert, so
erhilt man filschlich einen zu hohen Prozentsatz an Granulozyten.® Durch das mé-
anderférmige Durchmustern des Blutausstriches soll eine gewisser Ausgleich geschaffen
werden.'”

Bei Verwendung von Spinner-Geréten zur Herstellung der mikroskopischen Prapara-
te féllt dieser Effekt weg, weshalb verschiedenen Autoren in ihren Untersuchungen die
Spinner-Technik empfehlen.?® 128 Vorteil des hierbei angefertigten Zentrifugalausstrichs
ist, dak die Leukozyten bei gleichbleibender prozentualer Verteilung im Ausstrich auf die
doppelte Dichte angereichert und die Blutplattchen dufserst gleichméfig verteilt werden.
Ein Nachteil ist, daf eine hohere Infektionsgefahr aus dem fein verspriihten Blut als bei
sauberem manuellen Ausstreichen auf dem Objekttriger besteht.!??

Weitere Fehlerquellen bei der mikroskopischen Differenzierung von Leukozyten kon-
nen entstehen, wenn die Farblosung nach dem Farbevorgang nicht wie vorgeschrieben
mit aqua bidest. von der Seite her abgespiilt, sondern stattdessen zuerst abgekippt wird.
Dann kénnen sich dichte Farbniederschldge im Praparat finden. Sind trotz vorschrift-
miéfiger Arbeitsweise Farbpartikelchen im Priparat enthalten, was die Beurteilung er-
schwert, so kann dies durch Ausfillung der Farbstoffe in den iibersittigten Losungen
bedingt sein.?® Sind solche Farbniederschlige in den Ausstrichen enthalten, so kann ge-
legentlich nicht entschieden werden, ob bei den neutrophilen Granulozyten eine toxische
Granulation beziehungsweise ob bei den Erythrozyten eine basophile Tiipfelung vor-
liegt oder nicht. In solchen Fillen wird ein Filtrieren der Farblosungen vor Gebrauch
empfohlen.”

Des weiteren muf bei der Farbung der pH des Wassers beachtet werden. Zu saures
Wasser liefert rotstichige, zu alkalisches Wasser blaustichige Bilder. Auferdem ist die
Farbintensitiit der Stammlésungen nicht immer gleich.?®

Abgesehen von der Schwierigkeit der Erkennung einzelner Blutzellen sowie der hetero-
genen Erscheinung von Blutzellen, kommt bei der Blutzelldifferenzierung am Mikroskop
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die individuelle Beurteilung des Untersuchers zum tragen. Daher gilt es bei der mikro-
skopischen Methode der Blutzelldifferenzierung immer den individuellen Kenntnisstand
des jeweiligen Untersuchers zu beriicksichtigen.*4-66:130

4.4.3 EinfluB der Lagerungszeit der Blutproben auf die
Leukozytendifferenzierung

Antikoagulantien fiihren innerhalb kurzer Zeit zu morphologischen Verédnderungen der
Leukozyten, die Anlaf zur Nichtklassifizierbarkeit oder zu fehlerhafter Zuordnung geben
konnen.'3! Die Aufbewahrung der Blutprobe bei Zimmertemperatur ist der im Wirme-
oder Kiihlschrank vorzuziehen.'?* PARL'? stellte fest, daf akzeptable Blutbildausstriche
zwei oder drei Stunden nach der Blutabnahme noch gemacht werden konnen. Andere
Autoren berichteten dagegen, daf morphologische Verdnderungen der Blutzellen bereits
innerhalb von drei Stunden nach Blutentnahme auftreten kénnen.!'3*135 So kénnen bei
neutrophilen Granulozyten bereits nach drei Stunden Kernsegmente aufgetrieben und
Segmentbriicken verkiirzt sein. Dadurch sind PELGER-dhnliche Formen mit zwei Seg-
menten hiufiger zu sehen. Im normalen Blutbild ist schon nach drei Stunden die relati-
ve Zahl der Stabkernigen diskret, aber statistisch signifikant angestiegen.!3* Aufierdem
kommt es zu einer Vakuolisierung des Zytoplasmas, Pyknose, Verschwinden der Granula
und spezifischen kleeblattformigen Formveridnderungen des Lymphozytenkerns. Deswei-
teren entsteht eine Anisozytose der Erythrozyten und ein Anschwellen der Thrombo-
zyten. Daraus konnen fehlerhafte Zuordnungen oder Nichtklassifizierbarkeit von Zellen
entstehen.

In unserer Untersuchung konnten wir feststellen, daft mit zunehmender Alterung der
zu differenzierenden Blutprobe bei Raumtemperatur der Anteil an markierten Blutbilder
deutlich anstieg. Ahnliche Feststellungen machte auch KLOSSONY

Héufig waren diese ,geflaggten Blutbilder durch die Differenzierungsgerite mit Hin-
weisen auf eine Linksverschiebung gekennzeichnet. Entsprechend zeigte die mikroskopi-
sche Beobachtung eine Verplumpung des Zellkerns und Verkiirzung der Segmentbriicken.
Differentialblutbilder sollten daher spitestens innerhalb der ersten fiinf Stunden nach der
Entnahme erstellt werden. Am Pattern-Recognition-System, welches eine weitestgehen-
de Anndherung an das visuelle Differenzierungsverfahren verfolgt, ergab eine Studie iiber
den Einfluk der Probenalterung von NEUMANN!3¢ eine Vermehrung der Lymphozyten
und eine Abnahme der Granulozyten mit Zunahme der Zeit.

WARNER und REARDON? fanden am Coulter STKS, #hnlich der Untersuchung von
NEUMANN'36 am Pattern-Recognition-System, in Blut bei Raumtemperatur (20°C) nach
12-24 Stunden eine Zunahme der gemessenen Lymphozyten und eine Abnahme der neu-
trophilen Granulozyten. Ebenfalls wurden die eosinophilen Granulozyten und die Mo-
nozyten niedriger ermittelt, wihrend die Anzahl der basophilen Granulozyten anstieg.
Wurden die Blutproben bei 4°C gelagert und anschliefsend gemessen, waren die Ergebnis-
se sogar wesentlich langer konstant. Wurden die Blutproben, nachdem sie langere Zeit
bei 4°C gekiihlt worden waren, wieder aufgewdrmt und fiir nur 15 Minuten bei 20°C
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gehalten, so wurden Lymphozyten filschlicherweise den neutrophilen Granulozyten zu-
gezahlt.

KREOFSKY ET AL.™7" konnten in ihrer Vergleichsstudie bei einer Lagerung der Blut-
proben bei 4°C noch nach 48 Stunden mit frischem Blut iibereinstimmende Differenzie-
rungen fiir die drei untersuchten Differenzierungsgerite Technicon H*2, Sysmex NE8000
und Coulter STKS nachweisen.

Im Gegensatz dazu wiesen HALLAWELL ET AL.%! in ihrer Studie am Sysmex NE8000
bei einer Lagertemperatur von 4°C zwar fiir alle Parameter des roten Blutbildes und
auch die Leukozytenzidhlung eine gute Reproduzierbarkeit nach, allerdings ergab die
Leukozytendifferenzierung nur fiir ungefdhr 12 Stunden nach der Blutabnahme stabile
Werte. Die Lymphozytenzahl war wiahrend der 72-stiindigen Lagerung konstant, aller-
dings nahm die gemessene Monozytenwerte nach 12 Stunden zu, gegenldufig dazu nahm
die Population der neutrophilen Granulozyten ab. BRIGDEN ET AL.'%! beobachteten in
ihrer Untersuchung beziiglich der Stabilitdt von Blutproben fiir die Leukozytendifferen-
zierung bei 4°C am gleichen Gerit sofort und nach 30 Stunden dhnlich gute Korrelationen
mit der mikroskopischen Differenzierung fiir alle fiinf Zelltypen. Anders gestaltete sich
dies jedoch bei Lagerung der Blutproben bei Raumtempertratur (22°C). Hier stieg, wie
von HALLAWELL ET AL.%* bereits beschrieben, ebenfalls der Anteil der Monozyten an,
wéihrend die neutrophilen Granulozyten relativ dazu abnahmen. Auch die Lymphozy-
ten wurden tendenziell geringfiigig niedriger gezdhlt, wihrend sich die eosinophilen und
basophilen Granulozyten auch hier sehr stabil zeigten.

ETAVARD?! berichtete am Technicon H*1 bei einer Lagerungszeit der EDTA-Blutpro-
ben von 12-24 Stunden iiber einige typische Verdnderungen, zu denen auch eine falsche
Basophilie gehort. Dies konnte in unserer Untersuchung ebenfalls am Technicon H*1
beobachtet werden; dhnliche Phinomene waren auch am Coulter VCS nachweisbar.

Auch ULDALL ET AL.'® konnten in ihrer Studie bei flteren Blutproben eine héhere
Basophilenzahl als bei der mikroskopischen Differenzierung demonstrieren. Ursache ist
hier wohl ein analytischer Fehler des Technicon H*1, eventuell als Folge unvollstandiger
Lyse von Blutzellen.

ROSIER ET AL.'? geben an, daf rein morphologische Bestimmungen auch bei gro-
fseren praanalytischen Einfliissen immer noch mit groferer Prizision und Richtigkeit
durchgefiihrt werden, als Messungen, die auf der Bestimmung von Enzymaktivititen
beruhen.

PuM ET AL.” fanden beim Coulter VCS sowohl bei Raum- als auch bei Kiihl-
schranktemperatur nach einer Lagerung von mehr als zwolf Stunden eine Verdnderung
der Zelleigenschaften. Allerdings war die Fallzahl in ihrer Untersuchung fiir eine stati-
stische Aussage zu klein, tendenziell wurde eine Abnahme der Lymphozyten und eine
Zunahme der gemessenen Neutrophilenzahlen gefunden. Aus diesem Grunde wurde Ein-
sendematerial zur Messung am Coulter VCS kritisch bewertet.

Ahnlich wurde dies bereits von GUDER!® gedufert. Er stellte fest, dak mit der Grife
des Einzugsgebietes eines Laboratoriums die Fehlerquellen und die organisatorischen
Aufgaben wachsen. Eine kritische Sichtung der Blutproben vor der Analyse sollte zur
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Zuriickweisung ungeeigneten Untersuchungsmaterials fiihren.

Nach V. BOROVICZENY™? stért eine Hiamolyse der Probe die Leukozytenzihlung
zwar nicht grundséitzlich, jedoch muft dabei beachtet werden, daf wihrend oder nach
einer Hamolyse oft auch eine Leukolyse eintritt.

4.5 Fehlermoglichkeiten der Leukozytenbestimmung

Im gefarbten Blutausstrich beziehungsweise in der Zdhlkammer werden die zelluldren Be-
standteile des Blutes anhand ihrer morphologischen Eigenschaften unterschieden. Hierzu
sind hdmatologische Analysesysteme nicht in der Lage. Sie ,erkennen die Zellen vor al-
lem anhand ihrer Grofe, des Zellkerns und des Lyseverhaltens und bedienen sich dabei
physikalischer Prinzipien wie z.B. der Widerstandsmessung oder optoelektronischer Ver-
fahren.'*! Gegenwiirtig existiert keine Methode, die eine Zihlung der Leukozyten unter
Ausschluft der Erythroblasten ermdoglicht.

Kernhaltige Zellen sind postnatal z.T. deutlich erhoht, dabei ist ein Anteil von
ca. 25% Erythroblasten bzw. Normoblasten bei Feten und Neugeborenen zu beriick-
sichtigen. Aus einer Schéitzung des Anteils der Erythroblasten im Blutausstrich und
einer Korrektur des Maschinenzidhlwertes kann keine exakte Angabe abgeleitet werden.
STAMMINGER ET AL.? empfehlen daher bei Proben mit zu erwartendem héheren Anteil
von Erythroblasten, wie dies bei Frithgeborenenblutproben der Fall ist, generell nur die
Zahl kernhaltiger Zellen anzugeben.

Diese Problematik, so STAMMINGER, erschwert auch die Differenzierung der Erythro-
blasten von Lymphozyten, Lymphoidzellen und Myeloblasten bei der Leukozytendiffe-
renzierung. Auch BARNARD ET AL.%? stellen in ihrer Untersuchung fest, daR kernhaltige
rote Blutkorperchen in manchen Analysatoren mit kleinen Lymphozyten verwechselt
werden. Allerdings wurde in ihrer Studie am Coulter VCS durch Warnhinweise darauf
aufmerksam gemacht, dak eine Fehlklassifikation der Normoblasten als Lymphozyten
vorliegen konnte. NELSON ET AL.5! sehen bei der Leukozytendifferenzierung von Kin-
derblut ein gewisses Problem, da es grofere und weniger reif erscheinende Lymphozyten
enthilt als Erwachsenenblut.

Wie bereits erwdhnt war bei allen drei Analysegeriten die Signalisierungsrate in unse-
rer Untersuchung beim Neugeborenenkollektiv extrem hoch. Trotz haufiger Signalgebung
wurden Normoblasten in geringen Konzentrationen von den Differenzierungsautomaten
nur zum Teil gemeldet. Hohe Erythroblastenzahlen wurden jedoch stets registriert. Bei
hohen Prozentsitzen von Normoblasten konnte beim Coulter VCS wie vorgesehen hiufig
das Signal ,X1“ nachgewiesen werden, welches die Leukozytenbasislinie betrifft und die
Normoblasten sowie Thrombozytenaggregate von den Leukozyten abtrennt. Auch am
Sysmex NE8000 wurde bei einem héheren Anteil von Normoblasten hdufig das Normo-
blasten-Signal (hier ,NRBC*) gefunden. Am Technicon H*1 fand sich bei mikroskopi-
schem Nachweis von Normoblasten weniger oft eine Signalgebung auf Vorstufen der roten
Zellreihe als bei den iibrigen Analysatoren. Diese Schwiche der mechanisierten Differen-
zierung diirfte auch bei der Erythroleukdmie und bei den Mittelmeerandmien auftreten,
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bei denen sich ein erhéhter Erythroblastenanteil findet.!!

Auch in unserer Studie waren Zuordungen der verschiedenen Leukozytenpopulatio-
nen in Neugeborenenblut durch die Differenzierungsgerite nicht immer moglich, so dafs
in einem hohen Prozentsatz bei Neugeborenenblutproben eine mechanisierte Differen-
zierung der Zellen nicht durchgefiihrt wurde. Am héaufigsten verweigerte der Sysmex
NES8000 die Differenzierung.

Falsch hohe Gesamtleukozytenzihlungen und abnormale Punktwolkenverteilungen
im Peroxidasekanal zeigten BOOTH ET AL.!*2 am Technicon H6000 bei Patienten ohne
Vorliegen von Normoblasten. Hier stellte sich das Vorliegen von Himoglobin C enthalten-
den Erythrozyten, einer Himoglobinopathie als Ursache heraus welche zur Bildung von
Schieftscheiben-Erythrozyten und zu erhéhter Rigiditdt der Erythrozyten fiithrt. Auch
STROBEL ET AL.'%3 konnten bei einem Patienten, welcher nach einer Bluttransfusion
ein durch nicht lysierte Erythrozyten auffilliges Scattergramm zeigte, eine Himoglo-
binopathie C feststellen. Hier besteht eine gesteigerte Lyseresistenz der Erythrozyten,
so dak diese unerwarteterweise im Peroxidasekanal des Technion H6000 erfafst werden
und daher den Leukozyten zugezdhlt werden. Daf dies jedoch nicht ausschlieflich ein
Problem des Technicon-Systems ist, wurde bereits in mehreren Fillen an anderen Ana-
lysegeriiten demonstriert.!® So machten WARNER und REARDON? in ihrer Untersuchung
am Coulter STKS dhnliche Beobachtungen. In einem Fall handelte es sich ebenfalls um
eine Blutprobe mit einer Himoglobinopathie mit Vorliegen von Hamoglobin SC. Auch
hier erfolgte nur eine unvollstindige Lyse der roten Blutzellen. Ebenfalls konnten mit
dem Sysmex NE8000 durch auffillige Scattergramme Hamoglobinopathien aufgedeckt
werden, 144145

Falsch hohe Leukozytenzahlen konnten durch MINDE ET AL.% auch bei normalen
Neugeborenenblutproben festgestellt werden. Wurden die Blutproben jedoch zunichst
verdiinnt und anschliefend gemessen, so verschwand dieser Effekt, so daft zu vermuten
ist, dals es sich bei der Ursache der Leukozytenfehlmessung um eine erhohte Lyseresi-
stenz der Erythrozyten bei Neugeborenen handelte. In den Blutproben mit falsch hohen
Leukozytenzahlen konnten erhéhte Raten von HbF gefunden werden; allerdings fiihrte
ein erhohtes HbF nicht zwingend zu einer zu hohen Leukozytenzahl.

Die fiir die Leukozytenzdhlung notwendige Lyse der Erythrozyten ist extrem zeit-
kritisch. Ist die Lysezeit zu lang oder sind die Leukozyten (z.B. durch eine Sepsis oder
Chemotherapie) ,vorgeschidigt, so werden viele Leukozyten wiahrend des Mefkvorgangs
zu klein. Sie liegen dann mit ihren Impulsen unterhalb des Schwellenwertes und werden
nicht den Leukozyten zugeordnet. Der Leukozytenwert wird falsch niedrig. Ist die Lyse-
zeit jedoch zu kurz, so werden normale und besonders lyseresistente Erythrozyten nicht
vollstindig lysiert und als Leukozyten mitgezihlt.'*!

Solche verringerten osmotischen Empfindlichkeiten der Erythrozyten konnten auch
bei schweren chronischen Nierenerkrankungen und gelegentlich auch bei Eisenmangelan-
Amie gefunden werden.!*!

Gute Analysesysteme warnen mit hoher Sensitivitdt vor dem Vorhandensein solcher
Storungen.'*! In einem daraufhin durchgefiihrten Ausstrich kann die mdgliche Ursache
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erkannt werden. Die Leukozytenbestimmung hat dann in der Zdhlkammer zu erfolgen.

Weitere Laborartefakte konnen durch Serumproteine wie Kryoglobuline entstehen,
welche eine temperaturabhingige Loslichkeit besitzen.'#6: 47 Die Priizipitation der Kryo-
globuline ist neben der Temperatur abhingig von ihrer Konzentration, der Immunglo-
bulinklasse und -subklasse und dem pH.'%® Das Erkennen von Kryoglobulinen im Labor
bei Patienten mit zugrundeliegenden hdmatologischen Erkrankungen ist wichtig, da eine
genaue Leukozytenzdhlung und Differenzierung fiir die Einschitzung der Erkrankung
entscheidend sein kénnen. Kryoglobuline beeintriachtigen die Leukozyten- und Throm-
bozytenzdhlung in Richtung einer Pseudoleukozytose oder Pseudothrombozytose; dies
wurde sowohl beim Technicon H*1 als auch beim Coulter VCS festgestellt. Da der Tech-
nicon H6000 als Vorgéngergerit des Technicon H*1 die Blutprobe bei einem pH von 3.2
vorwirmt, wurde dieses Phinomen hier nicht beobachtet.'®® Die Priizipitate kénnen sehr
verschiedene Formen annehmen, Volumina >35f] haben und als Leukozyt oder Thromo-
zyt gezihlt werden.!4-15%151 Vom Coulter VCS werden diese Blutproben, so BANFI ET
AL.,"? sehr sicher markiert.

Da bei den mechanisierten Verfahren spezifische Zelltypen nicht direkt erkannt, son-
dern durch Schwellenwerteinstellung allgemeine Partikel bestimmter Grofe erfafst wer-
den, konnen Storungen und falsche Messungen bei der Bestimmung der Leukozyten auch
durch verschmutzte Losungen und Chylomikronen auftreten.!®

Bei Untersuchungen am Sysmex NE8000 durch HALLAWELL ET AL.% konnten In-
terferenzen bei der Leukozytenzdhlung durch hohe Cholesterin- sowie Bilirubinspiegel
beobachtet werden. In allen Féllen wurden zu hohe Leukozytenzahlen angegeben; al-
lerdings waren hierbei sowohl das Histo- als auch das Scattergramm in charakteristi-
scher Weise auffillig. Solche Beobachtungen konnten auch WARNER und REARDON?
bei einem Patienten mit erh6htem Bilirubin aufzeigen, bei dem, vermutlich durch einen
,Plasma-Quenching Effekt”, eine zu hohe Leukozytenzahl und ein falsches Differential-
blutbild bestimmt wurde. Erwidhnt werden muf hierbei jedoch, daf die Blutprobe durch
ein abnormales Scattergramm, ,Suspect-Flags* und zusétzliche Hinweise gekennzeichnet
wurde.

Um eine exakte Messung und damit représentative Aussagen zu erzielen ist eine
homogene Suspension der Korpuskeln Voraussetzung. Diesem Ziel wirkt die natiirliche
Sedimentation entgegen, so daf fiir das Dispergieren Arbeit verrichtet werden muf. Bei
Aufschwemmungen von Blutkorperchen spielt dariiber hinaus auch die Agglomeratbil-
dung durch Eiweifkorper mit Agglomerineigenschaften eine Rolle, deren Wirkung durch
exogene Hemmfaktoren wieder aufgehoben werden kann.'** Die Sedimentationsrate wiih-
rend der konduktometrischen Messung von Erythrozyten und Leukozyten kann zu fehler-
haften Mefergebnissen fiihren, jedoch immer mit der Konsequenz scheinbar zu niedriger
Teilchenzahl. Dieser Fehler wirkt sich besonders bei Messungen iiber einen ldngeren
Zeitraum, beispielsweise bei der Aufnahme von Gréfenverteilungskurven oder bei Wie-
derholungsmessungen auf die Reproduzierbarkeit aus. Eine erfolgreiche Stabilisierung in
physiologischer Kochsalzlosung suspendierter Blutkérperchen 14ft sich, so GERHARD ET
AL.,'® durch Zugabe von aromatischen Alkoholen oder Thiolen erreichen.
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4.6 Vorteile der automatisierten Differenzierungsanalysatoren

Ein wesentlicher Vorteil der mechanisierten Blutbilddifferenzierungverfahren gegeniiber
der mikroskopischen Differenzierung liegt vor allem in einer wesentlich gréferen Zahl von
differenzierten Leukozyten. Wihrend am Blutausstrich mittels mikroskopischer Metho-
de aus Zeit- und Kostengriinden nur meist 100 Zellen differenziert und die Ergebnisse
entsprechend hochgerechnet werden, werden bei mechanisierten Zellverfahren mehrere
tausend Zellen gezéhlt (zwischen 8000 und 10000 Zellen), so dafs allein aus statistischen
Griinden die Prizision grofer ist.™

Die statistische Genauigkeit einer Untersuchungsmethode zur Erfassung des wahren
Zahlenwertes einer Leukozytenpopulation wird durch die Breite des 95% Konfidenzinter-
valls beschrieben.!® Der statistische Fehler ist umso kleiner, je grofer die Gesamtzahl der
differenzierten Zellen und je hoher der Anteil der differenzierten Leukozytenpopulation
an der Gesamtzahl ist. Wiirde man beispielsweise bei der Differenzierung von 100 Zellen
10% stabkernige Granulozyten finden, so lige mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit der
wahre Wert noch zwischen 4 und 16%. Dieser Fehler kann nur durch eine Erhéhung
der Zahl der differenzierten Zellen vermindert werden. Allerdings ergibt sich aus der
Tatsache, daf der Fehler umgekehrt proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der ge-
zahlten Zellen ist, dafs zur Halbierung des Fehlers die vierfache Zahl von Zellen ausgezéhlt
werden muf. Durch Differenzierung von 200 statt 100 Zellen kann nur eine geringfiigige
Verminderung des Fehlers erzielt werden; statt 4-16% umfafst der 95%—Konfidenzbereich
in diesem Beispiel 6-14%.153

Wihrend bei den Leukozytenkategorien mit einem relativ hohen Anteil an der Leu-
kozytenpopulation, wie neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, der statistische
Fehler bei einer Zahlung von 100 oder 200 Zellen noch relativ gering ist, kommt er
bei kleineren Populationen, vor allem den basophilen Granulozyten ganz besonders zum
tragen. Dafl hier beim Vergleich der mikroskopischen Methode als Referenzmethode kei-
ne Korrelation mit den Analysegerdten zu erkennen war, hingt sicher nicht mit einer
schlechten Erkennung von basophilen Granulozyten durch die Analysegerite zusammen.
Aus dem Nomogramm nach ROUMKE'? ist ersichtlich, daf in diesem Me&bereich selbst bei
einer Differenzierung von 10000 Leukozyten die Zuverlissigkeit der gefundenen Mefer-
gebnisse gering ist (vgl. Kap. 4.1.5). Bei der Bestimmung der eosinophilen Granulozyten
sprechen HABERMANN ET AL.™ aufgrund dieses statistischen Fehlers von Uberlegenheit
der Analysegerite gegeniiber der mikroskopischen Methode.

Auch bei den Monozyten spielt dieser Fehler eine gewisse Rolle. In diversen Stu-
die wurde dieses statistische Problem bereits erdrtert.”®® Im Gegensatz zur mikro-
skopischen Differenzierung kann auch bei Leukopenie durch die mechanisierten Diffe-
renzierungsverfahren noch eine gute Mefgenauigkeit erreicht werden. Diese iiberlegene
Prézision der Differenzierungsgeréte bei niedrigen Leukozytenzahlen (< 500/ul) kann
bei postzytostatischer Knochenmarksaplasie, wo tigliche Blutbildkontrollen erforderlich
sind, zur Erkennung eines Wiedereintretens der myelopoetischen Aktivitét sehr hilfreich
sein.''? So berichten auch andere Studien von der Uberlegenheit der automatischen Zell-
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zéhler bei leukopenischen Blutproben.®® Bei mikroskopischer Auswertung von nur 100
Zellen im Differentialausstrich ist das Auftreten der Monozyten, welche friihzeitig die
Erholung der Granulopoese anzeigen, statistisch nicht zuverlédssig erfalkbar, wohl aber
bei einer Messung von 2000 oder 10000 Zellen.*?

Die Stérke der mechanisierten Analysesysteme besteht weiterhin darin, dafs sie Leu-
kozytenpopulationen mit relativ homogenen Merkmalen mit einem extrem hohen Mafs
an analytischer Konstanz analysieren kdnnen, wiahrend bei der mikroskopischen Metho-
de individuelle Einfliisse des Untersuchers bei der Beurteilung des Differentialblutbildes
mit eingehen.!t130:156 AuRerdem sind die Reagenzien und die Férbungsschritte der me-
chanisierten Analysesysteme standardisiert.

Des weiteren sind Verdnderungen der Leukozytenenzyme, insbesondere der Peroxi-
dase, durch die zytochemisch arbeitenden Analysesysteme wie das Technicon H*1 dia-
gnostizierbar geworden und erdffnen neben der morphologischen maoglicherweise auch
funktionelle Aspekte der Granulozytenfunktion.'®

Ein weiterer Vorteil liegt in ihrer Arbeitsgeschwindigkeit bei der Erstellung eines
Differentialblutbildes. So konnen in einer Stunde zwischen 60 und 90 Blutproben analy-
siert werden, so daft mehr Zeit fiir die Bearbeitung spezieller Félle und Probleme bleibt.
Automatische Blutprobennehmer mit speziellen Kasettensystemen bieten weitere Vor-
ziige, da eine Exposition mit potiellen Infektionsproben, wie es beim Ausstreichen eines
Blutbildes mdglich ist, nicht mehr gegeben ist.
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5 Zusammenfassung

Insgesamt wurden 646 unselektionierte Blutproben von Kindern bis 15 Jahren aus der
Universitidtskinderklinik Giefsen untersucht. Hierbei wurde die Differenzierung von Leu-
kozyten durch drei unterschiedlich arbeitende mechanisierte Analysesysteme unterein-
ander und mit der mikroskopischen Differenzierung verglichen.

Zum Einsatz kamen der Technicon H*1, welcher mittels Streulicht-zytochemischer
Methode das Differentialblutbild erstellt sowie der Coulter VCS mittels Streulicht-kon-
duktometrischer Methode und die Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiven Me-
thode am Sysmex NE8000.

Es wurde die selektive quantitative Bestimmung der fiinf normalen Leukozytenpo-
pulationen und die Zuverlissigkeit der Signalisierung qualitativer Abnormalitdten un-
tersucht.

Fiir die neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten zeigten alle drei Differenzie-
rungsgerite ohne wesentliche Unterschiede gute Ubereinstimmungen mit der mikrosko-
pischen Differenzierung. Eine Ausnahme hiervon bildete die Lymphozytenbestimmungen
bei Neugeborenen. Bei allen Differenzierungsanalysatoren waren die Ubereinstimmun-
gen hier deutlich schlechter und die Signalisierungshiufigkeit héher als in den anderen
Altersgruppen.

Wiéhrend bei Anteilen von bis zu 60% in den meisten Fillen die Bestimmung der
neutrophilen Granulozyten und der Lymphozyten geringfiigig hoher bestimmt wurden,
wurden hohe Neutrophile- und Lymphozytenanteile durch die Analysegerite im Ver-
gleich zur mikroskopischen Methode leicht niedriger festgestellt.

Bei der Monozytenbestimmung konnten befriedigende Ubereinstimmungen mit dem
Mikroskop fiir das Streulicht-konduktometrischem Verfahren am Coulter VCS nachge-
wiesen werden, wahrend im Vergleich der Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektive
Methode am Sysmex NE8000 mit dem Mikroskop bei der Monozytenbestimmung nur
unbefriedigende Ergebnisse gefunden werden konnten. Bei den Neugeborenenblutpro-
ben war dagegen im Vergleich zwischen Sysmex NE8000 und dem Mikroskop gar keine
Korrelation bei der Monozytenbestimmung nachzuweisen. Wurden die durch die me-
chanisierten Analysegerite festgestellten Monozytenwerte untereinander verglichen, so
konnten bei den ,ungeflaggten Blutproben in allen Altersgruppen zwischen Technicon
H*1 und Coulter VCS befriedigende bis gute Korrelationskoeffizienten gezeigt werden.
Am Coulter VCS und am Technicon H*1 lagen die ermittelten Monozytenwerte im Mit-
tel leicht unter den mikroskopisch gefundenen Werten, wihrend sie beim Sysmex NE8000
dariiber lagen.

Bei der Eosinophilenbestimmung konnten beim Vergleich Differenzierungsgerit und
Mikroskop befriedigende Ubereinstimmungen nachgewiesen werden. Zwischen den Ana-
lysegeriten ergaben sich hervorragende Korrelationen, so dafs hier eher der statistische
Fehler das Problem bei der Gegeniiberstellung der Analysegerite mit der mikroskopi-
schen Methode war.

Aufgrund des geringen Anteils der basophilen Granulozyten (im Durchschnitt 1.2%)
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und des zu erwartenden grofen statistischen Fehlers wurde auf einen direkten Metho-
denvergleich verzichtet. Erhohte Basophilenzahlen wurden von den verschiedenen Diffe-
renzierungsverfahren allerdings iibereinstimmend gut erkannt.

Insgesamt war die Ubereinstimmung zwischen den Systemen in Blutbildern besser,
die keine qualitativen Verdnderungen wie atypische Zellen aufwiesen, als in qualitativ
pathologischen Blutbildern. Eine zuverlissige Identifikation von stabkernigen Granulo-
zyten und von atypischen Zellen war mit den mechanisierten Analysesystemen nicht
moglich. Auf das Vorliegen entsprechender Zellen sollte allerdings durch Signalgebung
hingewiesen werden.

Beziiglich der Signalisierung von pathologischen Blutproben zeigten sich in den ver-
schiedenen Altersgruppen deutliche Unterschiede. Bei extrem hohen Signalisierungsraten
bei den Neugeborenenblutproben und zum Teil auch noch bei den Sduglingsblutproben
war die Sensitivitiat am Sysmex NE8000 mit 90.7% sehr gut. Dies traf in dhnlicher Wei-
se auch fiir den Technicon H*1 mit einer befriedigenden Sensitivitdt von 78.6% zu. Die
Spezifitat und somit die Effizienz war jedoch am Technicon H*1 mit 56% schlechter als
beim Coulter VCS mit 73.7%. Auch in den Altersklassen ,Kinder 1.-5. Jahr“ und ,Kinder
ab 5 Jahren zeigte das Streulicht-konduktometrische Verfahren am Coulter VCS eben-
falls eine die bessere Spezifitat als der Technicon H*1. Die Erkennung pathologischer
Blutproben mittels Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiver Methode am Sysmex
NES800 zeigte im Vergleich mit den mikroskopisch erkannten pathologischen Blutproben
mit einer Sensitivitit von 67% in den Altersstufen ,Kinder, 1.-5. Jahr“ und ,Kinder ab
5 Jahren“ nur eine mifige Ubereinstimmung, wobei hier vor allem reaktive Linksver-
schiebungen bis 28% und atypische Zellen nicht signalisiert wurden. Die Signalisierung
von reaktiven Linksverschiebungen erfolgte bei allen drei Differenzierungsverfahren ge-
nerell schlechter als die Erkennung anderer pathologischer Verdnderungen und wurde
bei isolierter Linksverschiebung nur in ca. 50% der Félle signalisiert. Hinsichtlich der
Markierung bei Nachweis von Blasten im mikroskopischen Blutausstrich wurden ledig-
lich in einem Fall (von 31 Féllen) sowohl durch den Sysmex NE8000 als auch durch den
Coulter VCS ein Prozentsatz von 4% Blasten nicht gemeldet; hierbei handelte es sich al-
lerdings um eine grenzwertig leukopenische Blutprobe, welche somit der mikroskopischen
Kontrolle nicht entgangen wéire. Durch den Technicon H*1 erfolgte bei mikroskopischem
Blastennachweis immer eine Signalisierung der Blutprobe, jedoch geschah dies wie bei
den anderen beiden Analysesystemen nicht immer mit dem fiir Blasten spezifischen Si-
gnal.
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6 Schlullfolgerung

Bei der selektiven quantitativen Bestimmung der fiinf normalen Leukozytenpopulationen
zeigten alle drei verschiedenen Analyseverfahren in den unterschiedlichen Altersklassen
befriedigende bis gute Ubereinstimmung mit der mikroskopischen Differenzierung, wobei
sich bei den drei untersuchten Differenzierungsgerdten kein Analyseverfahren speziell
auszeichnete.

Da die neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten den grofsten Teil der Leuko-
zyten im peripheren Blut darstellen, weisen die Messungen im physiologischen Bereich
eine geringere Streuung auf als eosinophile und basophile Granulozyten und zu einem
gewissen Anteil auch die Monozyten. Dieses statistische Problem zeigte sich ganz be-
sonders im Vergleich Analysegerit/Mikroskop bei der Eosinophilenbestimmung. Hier
waren die Ubereinstimmungen der Analysegerite, welche bei der quantitativen Zelldif-
ferenzierung durchschnittlich 8000 bis 10000 Zellen heranziehen, untereinander deutlich
besser als die Vergleiche Analysegerit/Mikroskop. Die basophilen Granulozyten wur-
den wegen des grofsen statistischen Fehlers erst gar nicht miteinander verglichen. Bei der
Leukozytendifferenzierung von Neugeborenenblutproben konnten Schwierigkeiten bei al-
len drei Analyseverfahren festgestellt werden, wobei vor allem die Lymphozytenbestim-
mung aufgrund der noch sehr jugendlichen Formen ein Zuordnungsproblem darstellte.
Die schlechteste Ubereinstimmung mit dem mikroskopischen Befund fand sich hier bei
der Streulicht-zytochemischen Methode am Technicon H*1. Da beim Technicon H*1
jedoch ein zusitzliches LUC-Feld existiert, in welchem sich grofse peroxidase-negative
Zellen finden, konnten in anderen Studien durch Hinzuzédhlen des LUC-Wertes bessere
Ubereinstimmungen erreicht werden.? 42

Beziiglich der Monozytenbestimmungen ist besonders die Streulicht-konduktome-
trische Methode hervorzuheben, welche im Gegensatz zum Technicon H*1 und Sys-
mex NE8000 wenigstens befriedigende Ergebnisse beim Vergleich mit der mikroskopi-
schen Differenzierung zeigte. Besondere Schwierigkeiten bei der Monozytendifferenzie-
rung konnten in unserer Studie bei der Gleichspannungs-Radiofrequenz-lyseselektiven
Methode am Sysmex NE8000 festgestellt werden. Neue Software mit der Moglichkeit,
den Modus zur Klassifizierung der Monozyten zu verdndern, soll die Bestimmung dieses
Zelltyps verbessert haben.”

Hinsichtlich der Erkennung von pathologischen und nicht-pathologischen Blutproben
ergaben sich in den verschiedenen Altersgruppen bei den Analysegeriten unterschiedliche
Ergebnisse.

Extrem hohe Signalisierungsraten waren in der Gruppe der Neugeborenblutproben
bei allen drei Differenzierungsgeriten festzustellen. Trotz dieser hoher Signalisierungs-
raten und teilweise sehr hohen Anteilen von falsch-positiven Befunden wurden nicht
alle pathologischen Blutbilder gemeldet. Sogar der Sysmex NE8000 registrierte trotz ei-
ner hohen Rate an falsch-positiven Befunden bei vereinzelten Neugeborenenblutproben
deutliche Linksverschiebungen nicht. Dies ist gerade zur Feststellung eines bedrohlichen
entziindlichen Zustandes von besonderer Wichtigkeit. Ahnliches gilt fiir die Streulicht-
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zytochemische Methode am Technicon H*1. Wahrend die Sensitivitit bei Neugebore-
nenblutproben am Coulter VCS etwas geringer war als beim Technicon H*1, war die
Erkennung von nicht-pathologischen Blutproben durch das Streulicht-konduktometri-
sche Verfahren deutlich besser als durch die beiden anderen Analysesysteme.

CHARACHE ET AL.”® geben in ihrer Studie beziiglich der Erkennung einer Sepsis bei
Neugeborenen zu bedenken, daf die Erstellung eines Differentialblutbildes bei Neuge-
borenen auch fiir erfahrene Assistenten sehr schwierig sein kann. Desweiteren konnte in
ihrer Untersuchung wie bereits in friiheren Publikationen'® festgestellt werden, da® sich
in mehr als 90% aller Fille bei der Diagnose einer Neugeborenensepsis eine erniedrigte
Thrombozytenzahl sowie eine abnorme Leukozytenzihlung mit degenerativen Verdnde-
rungen der neutrophilen Granulozyten am Differenzierungsgerit nachweisen liefs.

In den iibrigen Altersgruppen war die Rate an falsch-positiven Ergebnissen am VCS-
System ebenfalls niedriger als beim Technicon H*1 und Sysmex NE8000. Das Gerit er-
reichte eine befriedigende Sensitivitit und eine ausgesprochen gute Spezifitit. Die héch-
ste Rate an falsch-positiven Befunden konnte beim Technicon H*1 festgestellt werden.
Die gute Erkennung von Linksverschiebungen, wie sie in anderen Studien fiir den Tech-
nicon H*1 teilweise beschrieben wurden,?'0%12 konnten wir in unserer Studie nicht
bestéatigen. Blasten wurden durch den Technicon H*1 im Gegensatz zum Coulter VCS
und Sysmex NE8000 nie iibersehen.

Im Gegensatz zum Technicon H*1 und Sysmex NES8000, bei welchen eine dezidier-
te Angabe beziiglich der pathologischen Zellen gemacht werden konnte, bestand beim
Coulter VCS diese Moglichkeit nicht. Hier gab es lediglich die Option ,,Positiv* bzw. , Ne-
gativ®. Beim Nachfolgegerit Coulter STKS werden ebenfalls genauere Hinweise gegeben.
Da diese morphologischen Signale jedoch mit einer gewissen Unsicherheit behaftet und
nur eingeschrinkt zu verwerten sind, ist hierdurch eine Reduzierung der zu differenzie-
renden Blutproben nicht zu erzielen.?! Ein wesentlicher Vorteil durch diese Zusatzinfor-
mation besteht eigentlich nicht, auch wenn dem Blastensignal beim Technicon H*1 eine
gewisse Spezifitiat zugesprochen wird.

Ausgehend von unseren Daten sind wir der Meinung, daft die von uns untersuch-
ten automatisierten Analysegerite im hidmatologischen Routinelabor — ausgenommen
bei Neugeborenenblutproben — unter gewissen Kautelen zum Vorscreening eingesetzt
werden konnen. Beziiglich der Einsatzfihigkeit zeigten die Differenzierungsverfahren,
die Neugeborenenblutproben wiederum ausgenommen, keine wesentlichen Unterschiede.
Der Coulter VCS zeichnete sich jedoch als das Analysegerit aus, welches sowohl bei der
quantitativen als auch qualitativen Leukozytendifferenzierung fast durchweg die besseren
Ergebnisse brachte. Allerdings lag die falsch-negative Rate am Coulter VCS geringfiigig
hoher als beim Technicon H*1, erscheint jedoch akzeptabel.

Damit wesentlich pathologische Blutbilder durch die Differenzierungsgerite nicht un-
erkannt bleiben, sollten die Nachdifferenzierungskriterien streng gestellt werden, auch
wenn man dadurch eine hohere Rate an Nachdifferenzierungen in Kauf nehmen mufk.

Unserer Meinung nach sollten von allen gekennzeichneten Blutbilder einschlieflich
derer, welche am Coulter VCS durch eine geringere Anzahl an differenzierten Leukozy-
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ten gekennzeichnet sind, sowie von Blutbildern mit auffilligen Leukogrammen ein Blut-
ausstrich angefertigt und nachdifferenziert werden. Auferdem sollten Blutproben mit
deutlichen Leukopenien und ausgepréigten Leukozytosen der mikroskopischen Kontrolle
unterzogen werden.

Wie bereits durch andere Autoren festgestellt, sollte zur Beurteilung eines Differenti-
alblutbildes nicht nur ein Signal herangezogen werden, da sich erst aus der Komplexitét
des Befundausdruckes wichtige Informationen ergeben, die unter Umstinden eine mi-
kroskopische Untersuchung erforderlich machen (z.B. Neutrophilie, Leukozytose).** In
der Informationsbroschiire von Digitana wird explizit daraufhingewiesen, daf selbst bei
Normalbefunden das Scattergramm sowie die Verteilungskurven sorgfiltig zu beachten
sind und eine mikroskopische Kontrolle insbesondere auch dann erfolgen sollte, wenn die
numerischen Daten im Grenzbereich liegen.!®

Ob, wie ENNEN ET AL.! fordern, nicht nur die Blutbilder nachdifferenziert wer-
den sollten, welche vom Analysegerét signalisiert werden, sondern auch solche, welche
Zellpopulationswerte aufserhalb der géngigen Richtwerte beziehungweise pathologische
Gesamtleukozytenzahlen aufweisen, sofern die Leukozytenerh6hungen /-erniedrigungen
bei Kenntnis der Grunderkrankung nicht erkldrt werden kénnen, hingt von den Anfor-
derungen des jeweiligen Labors ab.

Da die traditionelle mikroskopische Differenzierung des Blutausstriches sehr zeitauf-
wendig und damit personal- und kostenintensiv ist, erfolgt die Erstellung des Differenti-
alblutbildes bereits vielerorts durch automatische Analysesysteme. Dennoch zeigen die
analytischen Grenzen eines jeden Automaten, dafs auf die mikroskopische Differenzierung
nicht verzichtet werden kann. Es ist unbestritten, daf die konventionelle Leukozytendif-
ferenzierung mittels Mikroskop durch die momentan bestehenden durchflufizytometri-
schen Analysemethoden nur in beschrinktem Mafe ersetzt werden kann.831:47:51 Zwar
werden pathologische Zellen durch die Differenzierungautomaten zumindest in Blutpro-
ben von Kindern > 1 Jahr und Erwachsenen mit befriedigender Sicherheit registriert,
jedoch nicht zureichend charakterisiert. Zahlreiche diagnostisch wichtige Informationen
wie DOHLE-Korperchen, toxische Granulation, Abweichungen der Kernsegmentierung,
z.B. PELGER-HUET-Kernanomalie oder Pseudo-PELGER beziehungsweise Vakuolisie-
rung lassen sich nur durch die eingehende mikroskopische Beurteilung der Zellen im
gefirbten Blutausstrich gewinnen, so daf hier weiterhin die Doméne der mikroskopi-
schen Differenzierung gegeben ist. Auferdem erfafit die Durchflufzytometrie in keiner
Form Anomalien der Erythrozyten oder Thrombozyten. Trotz verschiedener Informatio-
nen iiber die Erythrozytopoese (Erythrozyten-Indizies, Zahl, Volumenverteilung u. a.)
geben die Analysegerite keine Auskunft iiber Abweichungen der Form, {iber Vorliegen
von HOWELL-JOLLY-Korper u. a., so daf eine nachfolgende mikroskopische Kontrolle des
Blutausstriches zusitzliche Informationen liefern und damit zweckmifig sein kann.™

Im Gegensatz zum Technicon H*1 und Sysmex NE8000 bestand beim Coulter VCS
zunachst lediglich die Moglichkeit der Leukozytendifferenzierung ohne Angaben der Leu-
kozytengesamtzahl oder die Erstellung des kleinen Blutbildes. Dieser Nachteil ist mittler-
weile durch die Integration des VCS in Analysatoren fiir das kleine Blutbild mit den Fol-
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gegeriiten des VCS beseitigt. PLONER ET AL.? sehen in dieser Moglichkeit den Vorteil,
auch bei all jenen Patienten, bei welchen von seiten der Klinik keine Leukozytendifferen-
zierung verlangt wird, himatologische Abnormitéiten der Leukozytenzusammensetzung
aufdecken zu kénnen.

Auch wenn der Zeitaufwand und zusdtzliche Kosten fiir die Erstellung eines Dif-
ferentialblutbildes durch die Differenzierungsgeriite mittlerweile sehr gering ist, sollte
unserer Meinung nach die Indikation fiir ein Differentialblutbild und deren Anforde-
rung und Erstellung nicht wahllos, sondern gezielt und indiziert erfolgen. Da bei allen
Kostenanalysen im Krankenhauslabor die Personalkosten sicher an erster Stelle stehen,
kann durch eine Begrenzung der Labordiagnostik auf medizinisch notwendige Indikatio-
nen und durch Vermeidung aller medizinisch nicht begriindbaren Anforderungen sowie
durch Optimierung der Praanalysen, d. h. Vorbereitung des Patienten, Gewinnung und
Kennzeichnung des geeigneten Probenmaterials, Transport und Aufbewahrung der Pro-
ben auch eine Kosteneinsparung erfolgen.'%

Aufgrund des zunehmenden ,Screenings mit dem ,,Automatenblutbild“ ist die Ver-
antwortung in der morphologischen Nachauswertung nach Meinung vieler Hamatologen
eher gewachsen.

Im Mittel kann die Anzahl der mikroskopisch erstellten Blutausstriche durch die ver-
schiedenen, von uns getesteten Analysegerite — ausgenommen bei Neugeborenenblut-
proben — je nach Anforderung des Labors um ca. 50-60% reduziert werden. Ahnliche
Ergebnisse konnten in anderen Studien gefunden werden.3:13:42,43,74,76,160

Bei schlechter qualitativer und teilweise nur befriedigender quantitativer Leukozy-
tendifferenzierung aus Neugeborenenblutproben durch die drei verschiedenen Analyse-
verfahren ist eine automatische Erstellung des Differentialblutbildes von Neugeborenen-
blutproben mit den drei untersuchten Analyseverfahren unserer Meinung nach nicht
sinnvoll. Zu diesem Ergebnis kamen auch NELSON ET AL.,! CATHERINE ET AL.,%" Jo-
HANNESSEN ET AL.%? und MINDE ET AL., welche ebenfalls eine hohe Signalisierungs-
rate bei Neugeborenenblutproben feststellen konnten. Sie gaben jedoch zu bedenken, dafs
bestimmte Zelltypen durch die Analysesysteme sehr gut erkannt wurden und dafl zum
Beispiel durch Verdiinnen der Blutproben eine Verbesserung der Differenzierung erreicht
werden konnte.

Trotz grofer technischer Fortschritte gehort die Untersuchung von fixierten und ge-
farbten Blutausstrichen weiterhin zu den unverzichtbaren hdmatologischen Standardun-
tersuchungen. Voraussetzung ist allerdings, dafs die Technik der Ausstrichanfertigung
und der Farbung optimal ist und die Untersuchung systematisch, d.h. durch méander-
formige Inspektion des Ausstrichs erfolgt.

Aufgrund der Unverzichtbarkeit der mikroskopischen Nachkontrolle bestimmter Blut-
bilder entwickelte Coulter einen himatologischen Analysator mit einem Ausstrichauto-
maten sowie einem Firbeautomaten. Der Coulter Gen. SM/ST fertigt in Abhéngigkeit
von morphologischen Warnhinweisen der Blutbilduntersuchung wie Uber- oder Unter-
schreitungen von Labor-Normalwerten oder nach speziellen benutzerdefinierten Regeln
nachgeschaltet einen Ausstrich an, trocknet diesen und legt ihn in Ausstrichkérbchen
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ab. Von diesen Ausstrichkorben werden die Ausstriche zu einem Ubergabepunkt zum
Farbeautomaten befordert, welcher die Ausstriche wiederum geméfs benutzerdefinierten
Protokollen anfiarbt. Die so gewonnenen Ausstriche konnen dann der mikroskopischen
Kontrolle unterzogen werden.!®!

DiEM'! weist darauf hin, das jeder Anwender von himatologischen Analysesyste-
men die Mefprinzipien und Arbeitsweise ,seines* Gerites kennen muf, um Storgréfen
sicher erfassen und darauf adiquat reagieren zu kénnen (z.B. Z&hlung der Blutzellen
in der Zdhlkammer, Anfertigen eines Blutausstriches mit mikroskopischer Differenzie-
rungsmoglichkeit). Diese Vorgehensweise sollte konsequent angewendet werden, um bei
der Analyse jeder individuellen Probe den medizinisch begriindeten Qualitdtsanforde-
rungen zu geniigen.

Es ist daher zu fordern, daf jedes Labor, welches Differenzierungsautomaten zur
Blutbildanalytik einsetzt, sowohl technisch als auch personell in der Lage sein muf,
mikroskopische Differentialblutbilder zu erstellen und zu beurteilen, um die maschinell
erstellten Befunde notwendigenfalls kontrollieren beziehungsweise erginzen zu kénnen.

Wenn es auch inzwischen in den meisten groferen Laboratorien Analysegerédte zur
Blutzelldifferenzierung gibt, so sollte es weiterhin zum Routinehandwerk eines jeden
Internisten, Padiaters oder Allgemeinmediziners gehoren, einen peripheren Blutausstrich
beurteilen zu kénnen.
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Neutrophile Granulozyten, 0. — 4. Woche

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50  7.36 0.81 0.90 7.95
Mikroskop NE8000 57 588 0.83 0.89 T7.74
Mikroskop VCS 141 6.11 0.85 0.93 7.08
VCS H1 32 -1.21 1.01 0.98 3.89
VCS NES8000 45 -0.30 1.05 0.95 5.28
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 15 9.10 0.81 0.90 6.73
Mikroskop NE8000 15 6.62 0.85 0.91 7.10
Mikroskop VCS 76 7.56 0.81 0.93 5.43
VCS H1 5 -6.10 1.14 0.99 1.45
VCS NES000 7 273 1.00 097 3.82
Neutrophile Granulozyten, 5. Woche — 1 Jahr
geflaggte und ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 36  3.10 0.93 0.94 5.05
Mikroskop NES8000 46 6.63 0.89 0.86 7.91
Mikroskop VCS 103 142 090 0.92 6.37
VCS H1 27 3.02 0.97 0.99 2.09
VCS NES8000 43 6.12 0.95 0.93 5.86
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 17 3.02 094 094 5.81
Mikroskop NE8000 28 6.17 0.91 092 7.33
Mikroskop VCS 77 197 0.93 0.96 4.65
VCS H1 11 -0.60 1.05 0.99 1.42
VCS NES000 20 4.37 1.00 0.96 4.99

94



7. Tabellen

Neutrophile Granulozyten, 1. — 5. Jahr

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 49 452 093 0.95 5.89
Mikroskop NE8000 50 8.35 0.83 091 7.53
Mikroskop VCS 136 252 094 0.92 7.78
VCS H1 43 7.43 0.89 0.98 3.57
VCS NES000 45 6.87 0.86 0.92 7.13
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 18 5.90 0.88 0.89 6.59
Mikroskop NE8000 39 7.00 087 0.94 6.67
Mikroskop VCS 97 4.60 0.88 0.93 5.36
VCS H1 14 230 099 0.99 1.64
VCS NES8000 23 6.36 091 097 2.94

Neutrophile Granulozyten, ab 5 Jahren

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 68 5.59 091 0.95 5.19
Mikroskop NES8000 105 13.56 0.75 0.87 7.76
Mikroskop VCS 224 717 088 090 7.18
VCS H1 53 9.24 0.85 093 5.20
VCS NES8000 98 11.85 0.78 0.84 8.39
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50 850 0.86 0.94 4.19
Mikroskop NE8000 94 11.87 0.80 0.92 6.01
Mikroskop VCS 188 7.44 0.86 0.93 5.29
VCS H1 34 321 096 0.99 1.95
VCS NES000 79 757 0.89 098 2.95
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Lymphozyten, 0. — 4. Woche

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50 15.67 0.61 0.80 8.71
Mikroskop NE8000 38 445 0.87 0.92 6.39
Mikroskop VCS 141 11.49 0.78 0.89 7.38
VCS H1 32 330 0.84 0.89 6.71
VCS NES000 30 -0.24 0.92 0.90 6.67
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 15 11.70 0.73 0.77 9.89
Mikroskop NE8000 16 0.82 1.02 094 5.71
Mikroskop VCS 76 13.10 0.76 0.92 5.01
VCS H1 5 -7.20 1.04 0.93 4.33
VCS NES8000 7  -6.04 1.07 0.99 2.02
Lymphozyten, 5. Woche — 1 Jahr
geflaggte und ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 36 546 0.85 0.93 545
Mikroskop NE8000 42 154 0.94 093 7.21
Mikroskop VCS 103 8.18 0.87 0.89 8.76
VCS H1 27 15.09 0.70 0.84 7.46
VCS NES8000 37 -5.07 1.03 0.95 5.85
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 17 494 0.85 0.93 6.22
Mikroskop NES8000 28 -0.07 0.98 0.96 5.27
Mikroskop VCS 77 7.58 0.88 095 5.31
VCS H1 11 -7.34 1.06 099 1.29
VCS NES000 20 -4.30 1.02 0.98 3.10
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Lymphozyten, 1. — 5. Jahr

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 49 5.03 0.79 092 6.63
Mikroskop NE8000 50 543 0.86 0.93 6.40
Mikroskop VCS 136 5.83 0.88 0.93 6.56
VCS H1 43 0.21 0.90 0.98 3.51
VCS NES000 45  3.04 0.89 094 6.07
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 18 3.66 0.88 091 5.98
Mikroskop NE8000 39 347 0.88 0.95 5.79
Mikroskop VCS 97 769 0.85 0.92 5.37
VCS H1 14 -283 097 0.99 1.82
VCS NES8000 23 -3.09 1.02 096 3.77
Lymphozyten, ab 5 Jahren
geflaggte und ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 68 8.09 0.71 0.86 6.56
Mikroskop NE8000 113 564 0.82 091 5.80
Mikroskop VCS 224 6.66 0.83 0.86 7.49
VCS H1 53  2.94 0.82 0.92 4.81
VCS NES8000 101 0.61 0.94 0.98 2.92
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 50 3.29 0.85 0.94 3.82
Mikroskop NE8000 94 551 0.84 092 4.93
Mikroskop VCS 188 7.20 0.84 0.90 5.46
VCS H1 34 -2.16 0.98 0.98 1.96
VCS NES000 79 0.05 0.95 0.98 2.58
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Monozyten, 0. — 4. Woche

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50 5.23 0.37 0.57 2.93
Mikroskop NES8000 80 8.03 0.22 0.27 4.46
Mikroskop VCS 141 2.57 0.57 0.67 2.76
VCS H1 32 212 0.88 0.74 2.63
VCS NES000 66 5.78 0.52 0.41 4.05
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 15 345 057 0.83 2.20
Mikroskop NE8000 16 10.16 0.07 0.08 5.01
Mikroskop VCS 81 332 047 0.85 1.58
VCS H1 5 430 0.79 0.84 3.21
VCS NES8000 7 048 0.98 0.39 4.88

Monozyten, 5. Woche — 1 Jahr

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 36 3.06 0.48 0.65 3.03
Mikroskop NE8000 50 2.78 0.60 0.61 3.67
Mikroskop VCS 103 2.16 0.62 0.72 3.07
VCS H1 27 272 059 0.62 3.31
VCS NES8000 46 2.00 0.75 0.61 3.73
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 17 472 038 0.52 3.55
Mikroskop NE8000 28 4.24 0.32 0.45 3.04
Mikroskop VCS 77229 0.59 0.82 2.04
VCS H1 11 0.43 097 094 1.28
VCS NES000 20 1.10 0.85 0.68 2.37
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7. Tabellen

Monozyten, 1. — 5. Jahr

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 49 256 041 0.70 1.66
Mikroskop NE8000 53 376 0.51 0.66 2.54
Mikroskop VCS 136 296 0.43 0.64 2.14
VCS H1 43 227 0.51 0.61 1.86
VCS NES000 49 1.54 098 0.78 2.22
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 18 236 046 0.86 1.52
Mikroskop NE8000 39 371 0.53 0.64 2.66
Mikroskop VCS 97 3.09 043 0.71 1.80
VCS H1 14 -0.09 1.06 0.98 0.70
VCS NES8000 23 082 1.04 0.75 2.08

Monozyten, ab 5 Jahren

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 68 2.13 0.55 0.77 1.85
Mikroskop NES8000 113 3.51 042 0.61 3.35
Mikroskop VCS 224 1.772 0.56 0.87 1.75
VCS H1 53 0.80 0.85 0.89 1.35
VCS NES8000 103 2.20 0.79 0.70 3.14
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50 2.58 0.47 0.71 1.56
Mikroskop NE8000 96 3.69 0.41 0.64 3.16
Mikroskop VCS 188 1.69 0.56 0.88 1.71
VCS H1 34 045 097 086 1.13
VCS NES000 79 155 0.86 0.84 2.24
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7. Tabellen

Eosinophile Granulozyten, 0. — 4. Woche

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50 0.85 0.61 0.82 1.91
Mikroskop NE8000 71 1.68 0.58 0.71 2.91
Mikroskop VCS 141 147 0.62 0.73 2.55
VCS H1 32 0.74 0.77 0.79 1.89
VCS NES000 69 0.73 0.76 0.90 1.44
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 15 074 071 0.85 1.57
Mikroskop NE8000 15 168 0.58 0.85 1.60
Mikroskop VCS 76 122 0.68 0.79 1.89
VCS H1 5 -0.16 0.99 0.99 0.12
VCS NES8000 7 -0.07 0.99 0.99 0.40
Eosinophile Granulozyten, 5. Woche — 1 Jahr
geflaggte und ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 36 099 0.72 085 1.30
Mikroskop NE8000 49 0.82 0.67 093 1.35
Mikroskop VCS 103 1.21 0.72 0.87 1.88
VCS H1 27 -0.11 0.91 0.98 0.48
VCS NES8000 46 0.03 0.82 0.93 1.44
nur ungeflaggte Proben
X y n b m R €
Mikroskop H1 17 0.70 0.62 0.85 1.07
Mikroskop NES8000 28 1.32 0.46 0.82 1.11
Mikroskop VCS 77 1.02 0.73 0.92 1.62
VCS H1 11 -0.10 0.95 0.97 0.49
VCS NES000 20 -0.13 0.90 0.97 0.48
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7. Tabellen

Eosinophile Granulozyten, 1. — 5. Jahr

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 49 0.57 0.75 0.83 1.28
Mikroskop NE8000 53  1.15 0.80 0.71 2.40
Mikroskop VCS 136 094 0.87 0.72 2.25
VCS H1 43  0.04 0.86 0.90 1.06
VCS NE8000 49 0.48 0.78 0.82 1.37
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 18 0.75 0.57 0.84 0.94
Mikroskop NE8000 39 1.23 0.66 0.76 1.77
Mikroskop VCS 97 0.86 0.84 0.89 1.16
VCS H1 14 -0.14 0.89 0.98 1.00
VCS NE8000 23 0.18 0.82 0.98 0.47

Eosinophile Granulozyten, ab 5 Jahren

geflaggte und ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 68 0.58 0.66 0.85 1.43
Mikroskop NES8000 113 0.73 079 095 2.14
Mikroskop VCS 224 0.85 0.80 0.80 2.34
VCS H1 54  -0.27 0.97 097 0.73
VCS NES8000 103 0.25 0.81 0.98 0.73
nur ungeflaggte Proben

X y n b m R €
Mikroskop H1 50  0.79 0.66 0.84 1.57
Mikroskop NE8000 94 0.89 0.67 0.88 1.46
Mikroskop VCS 188 0.95 0.75 0.89 1.58
VCS H1 34 -0.23 098 0.99 0.54
VCS NES000 79 011 0.88 0.98 0.66
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7. Tabellen

Abkiirzungen
LUC  Large Unstained Cells
MPXI Mittlerer Peroxidase-Aktivitatsindex
MN Mononukledre Zellen
PMN  Polymorphnukleire Zellen
LI Lobularitatsindex
DC direct current, Gleichstrom
HF Hochfrequenz
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