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I. Einleitung

|. EINLEITUNG

Im medizinischen Alltag ist im Rahmen der diagrexgien Aufarbeitung die

Blutanalyse nicht mehr wegzudenken. Ob in der Tegtizin oder Humanmedizin,
einer der ersten internistischen diagnostischenritBehbeinhaltet das grol3e
Blutbild. Die Rahmenbedingungen, die fur diese Asalgelten, sind jedoch in
der Veterinarmedizin sehr heterogen. Somit benitigerschungseinrichtungen
Gerate, die Proben mit einem hohen Durchsatz mrdmgarbeiten kénnen und ein
breites Spektrum an messbaren Parametern bietédmenehidie Bedurfnisse des
praktizierenden Tierarztes bei geringen Kostenn8ltigkeit und Verlasslichkeit

liegen.

Aufgrund der Vvielfaltigen Faktoren, die bei der Ahaffung eines
hamatologischen Analysegerates zu beachten simfijge® nicht alle Praktiker
der Kleintiermedizin Uber solche Gerate. Zu berigtkgyen sind hierbei
Anschaffungskosten, Wartungs-, Reagenzien- und i@tsMdontrollkosten sowie
Schulungsaufwand des Praxispersonals. Aus diesamdGrerzichten manche
Praktiker entweder ganz auf die h&matologische sk, evaluieren die
Proben mittels manueller Methoden oder versenderPdiben an kommerzielle

Labore und beauftragen diese mit der Analyse.

Die technische Ausstattung der hamatologischen ysegerate wird stets
weiterentwickelt und damit werden mehr Messsichénned Messmaoglichkeiten
im Sinne verschiedener Parameter geboten. Die igedtn technischen
Mdglichkeiten flhren allerdings zu hoheren Anschaffskosten. Die
Anforderungen in Bezug auf Zuverlassigkeit und Gagieeit, die an ein
hochwertiges Gerat gestellt werden, kdnnen nichsatben Mald an einfachere

und damit gunstigere Gerate gestellt werden.

Vor allem in der Veterindrmedizin hat die Auswahin avoll- und
halbautomatischen Hamatologiesystemen in den teflabren stark zugenommen.
Diese leiten sich Uberwiegend von humanmediziniscBeraten ab und verfligen
Uber Softwarepakete, die auf verschiedene Tieranggeschnitten sind. Die
Parameter und Messschwellen dieser Gerate werd&Btegiteils anhand von
Proben gesunder Versuchstiere eingestellt, wobeiezispspezifische

Referenzwerte gelten. Die Evaluierung im Kklinischdomfeld anhand
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I. Einleitung

physiologischer sowie pathologischer Blutproben &forderlich, um den
zuverlassigen Einsatz bei Patienten zu gewéhneitas Ziel dieser Arbeit ist es,
die Genauigkeit und Richtigkeit der Messungen dedlautomatischen
Hamatologiesystems Celltac alpha (MEK 6450, Heestélihon Khoden, Tokyo
Japan) im klinischen Einsatz in der Medizinischeeitdierklinik der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen bei Patientenprobem Hunden und Katzen
im Vergleich mit dem mehrfach klinisch validierteéBysmex XT2000iV zu

validieren.



Il. Literaturtibersicht

[Il. LITERATURUBERSICHT

1. Analysegerate und Messmethoden

Seit Uber 80 Jahren stehen der medizinischen Ds&ignautomatische Geréte zur
Blutzellzahlung zur Verfigung. Methodisch wurdere dberéte kontinuierlich
weiterentwickelt, wobei sich manche der Messmethadeht etablieren konnten.
Dazu zahlt beispielsweise die Methode, die den @eadl'riibung einer Blutprobe
in ein direktes Verhaltnis zur Zellzahl setzt (Weegd al. 2010). In Gegensatz dazu
steht die Methode von Coulter Electronics, einentr&fter der zuverldssigen
Analysemethoden. Bereits in den funfziger Jahreachie Coulter Electronics
Gerate auf den Markt, die einen oder mehrere Bilatpater analysieren konnten.
Die darin verwendete Messmethode basierte aufredekem Widerstand. In den
70er Jahren wurden von Ortho Diagnostik Systemsit€ervermarktet, welche
hydrodynamische Fokussierung an Laser-Streulictd K&lessmethode zur
Zellzahlung koppelten (Stiene-Martin et al. 1998)achdem die Anzahl der
Zellen gemessen werden konnte, wurden Methoden Differenzierung der

Zellen erforscht. Dazu zahlen entweder in Komboratder allein:

» elektrischer Widerstand

» selektive Lysierung bestimmter Zelltypen
* Trennung nach Zelldichte

» zytochemische Farbeverfahren

» Streulichtmessung.

Automatische Gerate arbeiten mit mindestens zwesadi Methoden in separaten
Kanélen (Bain and Huhn 1997). So verfligt ein Géb&r mindestens einen Kanal
zur Erythrozytenzahlung und einen zur selektivesd.ger Erythrozyten wonach
dann Leukozyten bestimmt werden kénnen. In denfolggnden Abséatzen soll
naher auf diese Methoden eingegangen werden. UmBd&immung von

Retikulozyten durchzuftuhren wirde ein weiterer satga Kanal bendtigt werden.

1.1. Impedanzmethode
Diese Messmethode basiert auf elektrischem Widsdstand wird daher als
Widerstands- oder Impedanzmethode bezeichnet.tEfeidislang bestandigste

Methode zur Blutzellzahlung und -differenzierunge éntweder alleine oder in
3
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Kombination mit anderen Verfahren eingesetzt wind wurde in den 50er Jahren
von Wallace Coulter entwickelt und von Coulter Hlenics Inc. patentiert
(Stiene-Martin et al. 1998).

Bei der Impedanzmethode wird eine Blutprobe in ir#ektrolytldsung

suspendiert. Diese Mischung wird zunachst durck desséffnung gesaugt, an
der zwei Elektroden angrenzen. Die Zellsuspensiod wit einer sogenannten
Mantelstrom-FlUssigkeit vermischt. Fir die Beanneit von Saugetierproben ist
dies meistens phosphatgepufferte KochsalzlésungcHDdie hydrodynamische
Fokussierung, die dazu fuhrt, dass der Strom, m dich die zu analysierende
Probe befindet, unter héherem Druck steht als di@nt®lstrom-Flissigkeit,

entsteht koaxialer Strom. Dieser Prozess ermogliodtsingulare Passage von
Zellen zu jeweils einem Zeitpunkt zwischen den Eledken einer Messkammer.
Die Zelle leitet im Gegensatz zum Medium in demsa&h befindet Elektrizitat

schlecht. Es kommt zu einem Anstieg des Widerswnder proportional zum

Zellvolumen ist. Dadurch andert sich der LeitwertAbhangigkeit der fir eine

Zellgruppe spezifischen Leitfahigkeit. Dieser Ingidt direkt proportional zu der
ZellgroRe, wahrend die Anzahl an Unterbrechungem Ahzahl der Zellen

widerspiegelt (Bain and Huhn 1997). Der Widerstadie, induktive Spannung

und die Kapazitat bestimmen die Impedanz in derdeidte. Damit diese Zahlung
und GréfRenbestimmung akkurat verlaufen kann, siggrsannte Schwellenwerte
erforderlich. Ein Schwellenwert stellt eine Spargegrenze dar. Wenn diese
Uberschritten wird, wird das auslésende Partikehng@gnommen und dessen
GroRRe gemessen. Es besteht die Mdglichkeit die Slidnwerte, obere sowie
untere, zu manipulieren, um eine Zielspannweitemaeugen, die sich nach den
PartikelgréRen richtet und in der Veterindrmedisipeziesspezifisch definiert
werden muss. Eine Koinzidenzkorrektur soll anhamfebauter Stromkreise
falsche Zellzahlungen kompensieren, die durch sanel Zellpassage durch die

Messoffnung entstehen konnten.

Vor allem impedanzbasierte Messgerate, die Zellathaad der GrolRe
differenzieren, konnen nur bedingt speziesspenéisdBesonderheiten der
Morphologie der Blutzellen kompensieren. Dies figtin der Kleintiermedizin
an erster Stelle Thrombozyten der Katze. Die eEhtembozytopenie bei Katzen
hat eine geringe Pravalenz (Norman et al. 200l&nnach wird diese

labordiagnostisch haufig festgestellt. Diese Felgdose beruht auf der

4
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Morphologie der Thrombozyten bei Katzen: die Z&llRg der Thrombozyten und
die der Erythrozyten uberschneiden sich. Somit keaine akkurate Trennung der
Zellpopulationen festgelegt werden und Thrombozytemden als Erythrozyten
gezahlt. Ein weiteres Problem, das bereits wahrded Probenaufbereitung
entsteht, ist die in vitro Aggregation der Thromygen. Aggregate kénnen nicht
als einzelne Thrombozyten erkannt werden, sondemdem als eine grol3e Zelle

gezahlt (Zelmanovic and Hetherington 1998).

Um die Messsicherheit zu erhdhen, wird bei eineel2dhl der modernen
Messgerate die Methode der Impedanz mit neuerenhddenh wie der
Fluoreszenz Durchflusszytometrie verbunden. Ein sgel hierflr ist der
Sysmex XE-2100.

1.2.  Selektive Lyse bestimmter Zelltypen
Die selektive Lyse bestimmter Zelltypen ermdglidig Auswahl einer Zellgruppe
und somit deren Analyse. Die daflir bendtigten Rezige greifen an
physiologischen Strukturen, die Zelltypen voneirandabgrenzen und

unterscheiden, an.

Die vollstandige Lyse von Erythrozyten ist ein Kelement im Prozess der
Untersuchung einer Blutprobe. Die Lyse ist notwgrfdr die Quantifizierung des
Hamoglobins oder die Differenzierung der LeukozyteDie Lyse von

Erythrozyten ist mit verschiedenen Substanzen uathbtien mdglich:

e Ammoniumchlorid (NH4CI)
» Diethylenglykol
» Saponine

» Hypotonischer Schock.

Die Entfernung des Zytoplasmas, wie es bei deregfizierung der Leukozyten
angewandt wird, stellt eine unvollstandige Lyse dellen dar. Dabei wird die
Klassifikation des Leukozyten erst anhand des @&lemfen Nukleus moglich. Die
Struktur des Nukleus oder die Differenzierung dasdphilen Leukozyten erfolgt
beim ADVIA 120 (Bayer Health Care) durch die Lyser d&Erythrozyten (RBC)

und Thrombozyten (PLT) gefolgt von der Entfernures &Zytoplasmas mittels

Phtalsaure, einem Tensid in Kombination mit erhBhfemperatur in einer
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Reaktionskammer. Die Klassifizierung des Leukozytds mononuklear oder

polymorphonuklear erfolgt durch StreulichtmessuBgyer Health Care 2004).

Die Annahme der unterschiedlichen Lyseresistenzan Differenzierung der
basophilen Granulozyten (BASO) von anderen LeulearyWBC) basiert auf
Eigenschaften menschlicher basophiler Granulozyfeass diese nicht ohne
Adaptionen fir Blutproben von Tieren ibernommendsarkdnnen, zeigte sich
in einem Versuch mit Cell-Dyn 3500, ADVIA 2120 uddm Sysmex XT2000iV.
Keines der Gerate konnte basophile Granulozytenvaterinarmedizinischen
Bereich zuverlassig erkennen (Lillieh6ok and Tvadt®011). Weitere
Auswertungen sind ebenfalls nur fir Proben mensieéfi Bluts mdglich.
Beispielsweise berichtet der ADVIA 120 neben dem@\iihd BASO count aus
dem oben beschriebenen Kanal auch den LobulaigxiiLI) oder dem Grad der
Lobularitat, der die Abgrenzung von mononuklearew gpolymorphonuklearen
Leukozyten darstellt. Bei einer Linksverschiebursy €ine Abgrenzung nicht
moglich und eine dementsprechende Meldung des €®gifolgt. Auch diese

Funktion ist nur mit menschlichen Proben moglich.

1.3. Quantitative Buffy-Coat-Analyse
Die Buffy-Coat-Analyse nutzt die unterschiedlicheiZelldichten der
Blutbestandteile. Die in den 80er Jahren von Wardlemd Levine entwickelte
Methode misst nicht die Zellzahl anhand der eiraeldellen, sondern analysiert
die verschiedenen Zellschichten, die aufgrund goteedlicher Zelldichten beim
Zentrifugieren der Blutprobe entstehen. Die mit BDT
(Ethylendiamintetraessigsaure oder Ethylendiamiadeetat) antikoagulierte
Blutprobe wird in einer Hamatokritkapillare (bei.300 Umdrehungen/Minute flr
funf Minuten) zentrifugiert. Dabei sorgt ein bewiebker Kunststoffschwimmer
dafir, dass der Buffy Coat kinstlich ausgedehntdwider Buffy Coat enthalt
Leukozyten (unterteilt in Granulozyten und Nichta@ulozyten) und
Thrombozyten und stellt die Grenzschicht zwischeytttozyten und Blutplasma
dar. Die Kapillare enthalt den Farbstoff Akridin &dge der nach Bindung an
Nukleoproteine (Jackson 1961) sowie Glyskosamiri@gig oder Lipoproteine
der Leukozyten und Thrombozyten bei Beleuchtungvmitttem Licht (460 nm)
einen Zelltyp-spezifisches Licht emittiert. Leuktey, die keine Granula besitzen
(Lymphozyten (LYM), Monozyten (MONO)) emittieren igres Licht. In

Granulozyten (GRAN) bindet Akridin Orange an Glyaosnokykane der
6
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Granula und fuhrt zu orange emittiertem Licht uttdimbozyten werden als gelb
fluoreszierend wahrgenommen (Wardlaw and Levine3198m eine bessere

Abgrenzung der unteren Granulozytenschicht zur FB@icht zu gewahrleisten,

werden die Erythrozyten mit Kaliumoxalat geschrutmyoid dadurch die RBC-

Schicht kondensiert. Die Starke der Fluoreszend wiit einem elektronischen

Mikrometer, kombiniert mit einem Fluoreszenz-Mikkop ausgewertet und gibt

Aufschluss Uber das Verhéltnis der verschiedendty@gen. Die Schichtdicke der

einzelnen Zellschichten steht im direkten Verh&limu den Zellzahlen (Jain 1993).
Dieses Messprinzip findet auch in vollautomatischtimatologiesystemen, wie

dem QBC-VetAutoread Hamatologiesystem (IDEXX In@Vestbrook, USA)

Anwendung.

1.4.  Zytochemische Farbeverfahren
Zytochemische Farbeverfahren stellen einen integrdleil der Ablaufe eines
vollautomatischen Hamatologiesystems dar. Je nacwendetem Farbstoff und
Zellstruktur an welche dieser bindet, emittiererllefe eine fir den jeweiligen
Zelltyp und Farbstoff spezifische Fluoreszenz. Sodwbeispielsweise die
Messung der DNA Menge in einer Zelle durch Farlfstotvie DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol), Polymethin- Fluoreszéarbstoff oder
Propidiumiodid ermdglicht. In der Durchflusszytometwird die Fluoreszenz in
Kombination mit Streulichtmessung eingesetzt, urtipdpulationen voneinander

zu unterscheiden.

Eine weitere Methode, die Peroxidase-Reaktion, eumdpringlich in dem Geréat
Technicon D-90 (95) (Bayer Health Care) verwendaty ein flunfteiliges

Differentialblutbild zu erstellen. Der Advia 120 diger Health Care) sowie die
Technicon H Gerateserie (H*1, H*2, H*3 und H-600Basieren auf dieser
Technik, bei der im Rahmen der Leukozytendifferenmg Zellen anhand der
granularen  Peroxidaseaktivitat  differenziert ~ werdenDas  Substrat
4-Chlor-1-naphthol wirkt auf die Zellen ein und eststeht ein schwarzer
Farbstoff, der Licht absorbiert. Dieser Farbstaffséeht durch die Ausfallung von
Wasserstoffperoxid an Orten der PeroxidaseaktjitéGranula der Leukozyten.
Die Lichtabsorption ist proportional zur Intensidgr Peroxidase-Reaktion. Bei
den meisten Tierarten weisen Lymphozyten eine gerifktivitat auf, wahrend

eosinophile Granulozyten die hdchste Peroxidasatitaufweisen.
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1.5.  Streulichtmessung
Das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung umel dharauffolgende
Zellzdhlung und Analyse der Zellen als Abfolge de€prgange in der
Impedanzmessung wird prinzipiell ebenfalls bei &geulichtmessung angewandt.
Hierbei verursachen Zellen, die in einer Durchfhede einzeln einen Lichtstrahl
durchqueren eine Brechung oder Beugung und Streulewy Lichts. Als
Lichtquelle werden z.B. Laser, Argon- oder Xenorpem verwendet. In &lteren
Geraten wurden auch Quecksilber- oder Halogenlamperwendet. Das
abgeleitete Licht wird mittels strategisch angebtew Photodetektoren erfasst. Es
gibt zwei verschiedene Methoden um das gestreuthtlLzu erfassen: die
Dunkelfeld optische Methode und anhand eines Admogkanals. Das erfasste
abgeleitete Licht wird als Vorwarts- bzw. Niedrighkelstreulicht, oder Seitwarts-
bzw. GroRwinkelstreulicht klassifiziert und ermafpi die Trennung einzelner
Zellpopulationen  (Dotson  1998) Die Intensitat  des orwarts-
Niedrigwinkelstreulichts (1-3°) ist proportional rzuZellgroRe. Vorwarts-
GroRRwinkelstreulicht (4-9°) gibt Auskunft Uber di&ranularitat der Zelle,
wogegen Seitwartsstreulicht (90°) von der inneresdBaffenheit und Struktur
der Zelle abgéangig ist.

Eine Steigerung der Aussagekraft wird durch Fluoeaz ermoglicht. Hierbei
wird ein zusatzlicher Parameter festgehalten: dagw8&rtsfluoreszenzlicht,
welches den Gehalt an Nukleinséuren sowie Zellalam angibt (Sysmex 2008).
Diese Methode wird z.B. in Geraten der Sysmex Xskéa verwendet. Der
Fluoreszenzfarbstoff Polymethin, bei Sysmex XT200@tromatolyser 4DS,
dringt durch eine Reihe an Reaktionen in die Zel&n. Dort bindet der
Polymethin-Fluoreszenzfarbstoff an die RNS oder DM$ Zellkern oder
Zytoplasma der jeweiligen Zelle und fihrt so zueeiAussage tber den Reifegrad
und die Zellaktivitat. Genauere Informationen zupsr8ex XT2000iV werden in
Abschnitt 3 dargestellt.

Die Methode der RNS-Farbung wird ebenfalls zur dégl der Retikulozyten
verwendet. Hierbei kann die Farbung von RNS Ubepieichrome erfolgen, so
dass die Fluoreszenz im Durchflusszytometer erfasstien kann. Eine weitere
Mdglichkeit ist die Farbung mithilfe von nicht-fluoeszierenden Farbstoffen wie
Methylenblau oder Oxazin 750, so dass Retikulozytdrer den Grad der

Lichtabsorption erkannt und gezahlt werden koénietikulozyten werden dann
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durch GréRe und Lichtabsorption oder -intensitétFlaoreszenz von Leukozyten
abgegrenzt. Der Reifegrad der Retikulozyten stehproportionalen Verhéaltnis
zur Intensitdt der Nukleinsduren-Farbung oder Mspenz und somit der
vorhandenen Menge an RNS. Informationen Uber derifedkad der
Retikulozyten im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Bmgtyten ermoglicht

Ruckschlisse Uber die Art der Erkrankung.

1.6. Hamoglobin-Messmethode
Seit dem 23. August 1966 empfiehlt das ICSH (lragomal Council for
Standardization in Hematology) die Zyanmethdmogldethode als
Referenzmethode fur die Erfassung der Hamoglobirdwimation (ICSH 1967).
Dabei erfolgt eine photometrische Bestimmung vombiglobinzyanid (HiCN).
Die Blutprobe wird 1:251 verdinnt mit Kaliumzyanidd Kaliumferrizyanid. Es
entsteht Methamoglobin. Die Hinzugabe von Kaliungditngenphosphat
(KH2PQy) fuhrt zur Senkung des pH-Werts und fihrt zur Bésaigung der
Reaktion, so dass ein Ergebnis bereits nach 3 Elinatfasst werden kann. Das
Hinzufligen eines nicht-ionischen Detergens besaoideéu die Lyse der
Erythrozyten und verringert den Grad der Trubungrckdu Senkung der
Lipoproteindmie. Die Nutzung eines Filters mit garengrdél3e von 0,2 - 0,25um
reduziert das Risiko falscher Ergebnisse durchEtigernung etwaiger Partikel.
Die Probe wird anschliefend bei 540 nm photométriggmessen, indem das

transmittierte Licht von einer photoelektrischedl@aufgefangen wird.

Diese Methode hat den deutlichen Nachteil, dassirddie toxische Substanz
Zyanid als Verbrauchsstoff erforderlich ist. Denmd@nnen damit drei Formen
von Hamoglobin einschliellich Carboxyhamoglobin iMdthamoglobin erfasst
und in Zyanmethamoglobin umgewandelt werden. Eberesiehen fur diese
Methode standardisierte und von dem ICSH anerkashtbstanzen fur die
Eichung (Zwart et al. 1996). Aufgrund der breiterbsArptionsbande von
Zyanmethamoglobin bei 540nm ist die Messung mitedign Photometern
moglich und fuhrt somit dazu, dass diese Methodehamit unterschiedlicher
Ausstattung durchgefiihrt werden kann. Zyan-freighdden wurden analysiert
und inzwischen auch in automatischen Analysegeratemd tragbaren
Hamoglobinometern umgesetzt. Zwei Beispiele hiesiiid die Verwendung von
Natriumlaurylsulfat oder die Umwandlung zu Azidmétioglobin durch Zusatz

von Natriumazid und Natriumnitrat.



Il. Literaturtibersicht

2. Celltac

Der Celltac alpha MEK-6450 (Nihon Kohden, Tokyopda) ist ein neues, auf der
Impedanzmethode basierendes Hamatologiesystermitamer Software fir die
Anwendung in der Veterinarmedizin ausgestattetlistoffenen Modus werden
30ul Blut fur die Analyse verwendet. Die Messung Kapillar-Modus ist
ebenfalls verfligbar. Dabei kann zwischen einer &nglbRe von 10 oder 20ul
gewahlt werden. Mit der derzeitigen Software (VemnsR009- heute) werden fir
die Tierarten Hund, Katze, Pferd und Rind 20 Patameusgewiesen.
Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Thrombozytenz&timoglobinkonzentration
sowie ein vierteiliges Differentialblutbild (Lymphkgten, Granulozyten,
Monozyten und eosinophile Granulozyten) werden g=e® Es werden drei
Histogramme erstellt: RBC, PLT und WBC. Daraus werédutomatisch RDW
(RBC distribution  width), MCV (mean cell volume; theres
Erythrozyteneinzelvolumen), PCT (platelet crit; ®imbocrit), MPV (mean
platelet volume; durchschnittiches Thrombozytemwoén) und PDW (platelet
distribution width) abgeleitet. MCH (mean cell hegtabin; Hamoglobingehalt
der einzelnen Erythrozyten) und MCHC (mean corplascuhemoglobin
concentration; mittlere Hamoglobinkonzentration Heythrozytenmasse) werden
anschlieBend berechnet. Die x-Achse der Histograrstelét die ZellgréRe und
die y-Achse die Zellzahl dar. Die Referenzbereikbenen manuell angepasst
werden, so dass der Verweis auf Uber- oder Untesohg bestimmter

Parameter den hauseigenen Referenzbereichen ehtspri

Bei der Erfassung der Granulozyten kann nicht zwaésc neutrophilen und
basophilen Granulozyten unterschieden werden. elifigérarten Kaninchen und

Ratte stehen dieselben Parameter bis auf das @itfatblutbild zur Verfigung.

Der MEK-6450 verwendet Verdunnungsmittel, Reiniggmgtel und Hamolysin,
vertreten durch die folgenden vier Reagenzien:

* ISOTONAC 3 Diluent
¢ CLEANAC Detergent
*» CLEANAC 3 Detergent

* Hemolynac 3N Lysing Reagent

10
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CLEANAC wird zur regelmafligen Reinigung des Geraegjesetzt, wahrend
CLEANAC 3 fur die Strong Clean Funktion, zur Wargudes Gerétes eingesetzt

wird.

2.1. WBC Count
Im WBC Modus wird die Zellmembran der Leukozyterd urythrozyten lysiert.
Anschliel3end werden die Zellkerne der Leukozytemabk. Falls Proben von
Tieren mit kernhaltigen Erythrozyten (z.B. Reptilievogel) analysiert werden,
deren Zellkerne in diesem Modus nicht lysiert werdénnen, ist das Ergebnis

der Leukozytenmessung als nicht belastbar zu werten

Ebenfalls beeinflussen manche Krankheitsbilder .(zHEpatophathien) und

artspezifische Eigenschaften die LyseresistenEdghrozyten.

2.2.  PLT Count

Thrombozyten und Erythrozyten werden anhand Grof@enschiede bei der
Impedanzmethode voneinander differenziert. BetkésBedingungsanleitung des
MEK-6450 weist auf die Gefahr der Pseudothrombgastie bei der

Thrombozytenmessung hin. Da es Uberschneidungen deei GroRe von

Thrombozyten und Erythrozyten, besonders bei Katgdr, werden Zellen

inkorrekt  zugeordnet. So wird zwar in der Laboragdung eine

Thrombozytopenie aufgezeigt, diese aber als Pskuaiobozytopenie

einzuordnen ist. ,Echte“ Thrombozytopenie (< 20D0kZellen/uL) ist selten,

wie in einer retrospektiven Analyse von n = 3300z€a gezeigt wurde, in der
nur n = 41 (1,2%) der Katzen eine "echte" Thrombazgnie hatten (Jordan et al.
1993). Mittels Impedanzmethode wurden in einem eveit Versuch mit n = 359
Katzen allerdings eine Rate von 71% Thrombozytapenioben. Nach manueller
Zahlung in diesem Versuch zeigten allerdings nur 11 Proben (3,1%)

tatsachlich einen Thrombozytenwert von < 200 %Zddlen/uL (Norman et al.

2001b).

In vitro Aggregatbildung, die durch die unsachgeendutentnahmetechnik
gefordert werden kann, erschwert die korrekte Etfag der Anzahl an
Thrombozyten zusatzlich. Die Aggregate werden atfig Zellen erkannt und
falschlicherweise anderen Zellgruppen zugeordndiese Zellzahlen fehlen im
PLT Count wodurch die Zahl an Thrombozyten geringrgestellt wird.

Manuelle Kontrollen mithilfe eines Blutausstrichesllten bei angezeigter
11
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Thrombozytopenie  durchgefihrt ~ werden. Der  Wert, deeine
»Thrombozytopenie® Meldung hervorruft, sowie dieinkkintern verwendeten

Referenzwerte fur andere Parameter konnen manogégeben werden.

Wird bei einer Probe ein sehr niedriger Thromboay#ert festgestellt, wird die
Probe automatisch erneut analysiert und die We€,RICT, PLT, MCV, PCT,

MCH, MCHC und RDW neu berechnet. Der Schwellenwedr einen sehr
niedrigen Thrombozytenwert darstellt, kann entwedei 50 x 1&/ul oder

100 x 16/ul festgelegt werden.

2.3.  RBC Count

Es stehen funf Verdiinnungs-Modi zu Verfigung: ndr(h@ bis 30 ul abhéangig
davon, ob im Kapillarmodus gemessen wird), pretiily high (kommt bei sehr
hohen WBC Werten zum Einsatz, 10 ul der Blutproleeden bis zu drei Mal der
normalen Verdinnung verdinnt), higher (ebenfallsi bsshr hohen
Leukozytenwerten, 5ul der Blutprobe zur sechsfademormalen Verdinnung)
und low (bei sehr niedriger Leukozyten- oder Thromitenanzahl). Bei sehr
hohen Werten (Uber 15.000.000 Gesamterythrozytednz sollte die
Verdiinnung der Probe angepasst werden.

Die Software bietet einen ,double count* Modus. Gegensatz zur einfachen
Messung wird hier die Blutprobe automatisch dopaeélysiert. Es wird dann der
Mittelwert beider Analysen gespeichert. Bei eindw&ichung von mehr als 10%
wird die Probe automatisch ein drittes Mal gezahtipei dann der Mittelwerte

der ahnlichsten Werte berechnet und gespeicheut wir

12
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20 OCT '09 11:38 @
ID 6UB 0896 @
MODE (OPEN) Messmodus

ANIMAL TYPE - Control
WBC 7.3 103 ul
RBC a4.77 106/ UL

HGB 13. 8 g/dlL
HCT 41.0 %
MCV  86.0  fL
MCH  28.¢ pg
MCHC 33.7 g/dL

PLT 262 103/ ul.

LY 2.2 [30.6 %]
MO 0.4 [ 4.9 %]
GR 4.7 [(64.5 %]

RDW 14.3 %
PCT 0.18 %
MPV 5.7 fL
PDW 17.6 %

WBC
(8 WBC Histogramm

k j"’—\“\.‘_
T T T T
100 00 00

RBC :
(5 RBC Histogramm
]\ (AUTO)
Ol 100 200 '
DL T
£ PLT Histogramm
untere Grenze des Referenzbereichs
2 /
obere Grenze des Referenzbereichs
/
WRC
RBC
T gemessener Wert
HGB
HCT
PLT

Abbildung 1: Ergebnisausdruck einer Kontrollmessung
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2.4.  Histogramme
Volumenverteilungskurven werden aus den durch dadled verursachten
Impulsen abgeleitet und als Histogramme darges(@libildung 1). An der
y-Achse werden die gezéhlten Werte aufgelistet.bEsteht die Mdglichkeit
entweder die absoluten Zellzahlen oder die Prozeméwder Messwerte anzeigen
zu lassen. Die x-Achse zeigt das BlutzellvolumefLiffL = 1 x 10*5L). Aus den

Histogrammen werden weitere Werte abgeleitet.

2.4.1. RBC Distribution Histogram

RDW (red blood cell distribution width, Verteilurtg®ite der Erythrozyten) wird
automatisch aus den Daten des RBC Verteilungsheatogs berechnet. Zellzahl
und Zellvolumen werden gegenubergestellt und bieferischluss Uber das
Abweichungsverhaltnis der Erythrozytenvolumina insteigramm (Abbildung 2).
Die Verteilungsbreite der Erythrozyten erlaubt Ricdisse tUber den Grad der
Anisozytose — die Zunahme der Variabilitat der Brgzytengrof3e, und stellt den

Wert des folgenden Quotienten dar.

14
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Zellzahl

1
sn'so 100 200

MCV Zellvolumen

Abbildung 2: RBC Histogramm (nach Benutzerhandbuch)

2.4.2. PLT Distribution Histogram

Aus dem Thrombozyten- Verteilungshistogramm (PLEtithution Histogram)
werden folgende Parameter berechnet: Platelet egn Platelet Volume und
Platelet Distribution Width.

Das Thrombocrit (Plateletcrit, PCT) stellt dasVerhéltnis des
Thrombozytenvolumens zum aspirierten Blutvolumen ddrombocrit erlaubt
Ruckschlisse Uber die gesamte zirkulierende Thragtbomasse und ist der
Anteil des Blutvolumens, der aus Thrombozyten bestdhrombocrit wird
berechnet aus der Anzahl der Thrombozyten und denitleran
Thrombozytenvolumen. Ein Beispiel fur den diagrsudten Wert dieses
Parameters wurde durch Tvedten et al. bei der Hasde Cavalier King Charles
Spaniel gezeigt. Diese Rasse weist eine hohe Rriwan einer genetischen
Pradisposition fur Makrothrombozytopenie (Pederseral. 2002) auf. So sind
Thrombozyten in reduzierter Anzahl vorhanden unchnign aufgrund der
Makrozytose schlecht von Erythrozyten abgegrenztdem® Dadurch wird ein
hoéherer Grad an Thrombozytopenie diagnostiziert calech diese genetische
Pradisposition, idiopathisch und regelhaft asympgtiosoh, auftritt. Mit
Thrombocrit konnte eine Aussage Uber den Thromleowyatus getroffen werden,
die fur die Klink die hdochste Relevanz hatte (Teedet al. 2008).

15
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Das mittlere Thrombozytenvolumen (Mean Plateletiitd (MPV)) bietet eine
Schétzung der Thrombozytengrof3e (Abbildung 3) wtdoei manchen Spezies
umgekehrt proportional zur Thrombozytenanzahl. Brado
Thrombozytenvolumenwerte kénnen allerdings auchAetefakt sein, das zum
Beispiel durch verlangerte oder verzogerte Expmsitler Blutprobe mit EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure oder Ethylendiantamteetat) (McShine et al.

1991) oder einer verzdgerten Kuhlung der Blutprebestehen kann.

Die Spanne der Volumenverteilung der Thrombozytém Wit dem Parameter
Platelet Distribution Width (PDW) aufgezeigt und présentiert den
Variationsindex der Thrombozytengrof3e. Dieser Patam wird in
humanmedizinischen Einrichtungen zur Differenzigrunder Art der
Thrombozytopenie verwendet und koénnte in der Ve#emedizin in
Einrichtungen von Nutzen sein, die selten Blutaids® mikroskopisch

analysieren.

Zellzahl

T T T
10 20 f

i I5plsp

= MPV-= Zellvolumen

Abbildung 3: PLT Histogramm (nach Benutzerhandbuch)

Bei Blutproben mit physiologischer Verteilung voelipopulationen und klarem
Unterschied in der Morphologie der Zellen, ist dindeutige Trennung der PLT
Volumenverteilung und der RBC Volumenverteilung Bddung 4) mdoglich.

Somit kann theoretisch eine akkurate Zahlung deombozyten erfolgen.

16
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Count
Normal blood i
PLT LO*
PLT HI*

amplitude

O e (volume)
PLT —_—t RBC .
volume range volume range

Abbildung 4: Ideale Verteilungskurve unter physidohen Bedingungen des
Histogramms mit Trennung der PLT- und RBC-Poputegio(Benutzerhandbuch)

Die, unter physiologischen Umstanden, mégliche Abgung der Volumina der
Zelltypen kann aufgrund verschiedener Ursacherhemsit werden, mit der Folge,
dass sich die Volumenverteilungen der Zelltyperrsideneiden

(Abbildungen 5 und 6). In diesem Fall ermittelt dzesréat anhand der
Verteilungsmuster (gestrichelte Linie) die Ubersgidong und die Talsohle und

setzt anhand dessen den oberen Schwellenwertd @idest (PLT HI).

Count

Microcytic blood (Microcythemia)

amplitude

RBC
(volume)

RBC —
volume range volume range

Abbildung 5: Nicht ausreichende Trennung der Plihd RBC — Population aufgrund
Mikrozytose mit errechnetem PLT HI Schwellenween{Bzerhandbuch)
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Count

Macro platelet

amplitude
_ (volume)

. PLT — J—  RBC
volume range volume range

Abbildung 6: Nicht ausreichende Trennung der PLiTd RBC — Population aufgrund
Makrozytose mit errechnetem PLT Hi Schwellenvgeh(itzerhandbuch)

Bei reduzierten Thrombozytenwerten sollte eine rmedau Zahlung der
Thrombozyten zur Kontrolle erfolgen, um Pseudothyorytopenie
auszuschlie3en (s. Abschnitt 2.2).

2.4.3.  WBC Distribution Histogram

Leukozyten werden anhand verschiedener physika&isEflgenschaften, die nach
Entfernung des Zytoplasmas messbar sind, in vieupfen eingeteilt:
Lymphozyten (LYM), Monozyten (MONO), eosinophile &wulozyten (EOS)
und Granulozyten (basophile und neutrophile Grazyiém, GRAN). Die
Differenzierung der Leukozyten (white blood celffeiiential, WBC-Diff) kann
fur die Tierarten Hund, Katze, Pferd und Rind dgefihrt werden. Es werden
sowohl die absoluten Leukozytenzahlen, als auclzdPtaverte einer Population
in Relation zur Gesamtleukozytenpopulation angegebas vierteilige WBC -
DIFF  Histogramm wird anhand der Hohen und Tiefen s de

Verteilungshistogramms beurteilt (Abbildung 7).
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Zellzahl
Lymphocyte distribution Eosinophil distribution
Monocyte o
distribution / Cranulocyte distribution

Zellvolumen

Abbildung 7: WBC Histogramm (nach Benutzerhandbuch)

Untypische Verteilungen der Zelltypen werden im tbligamm durch die
Software erkannt. Die Ergebnisse der Messung wemd@maufhin als nicht
belastbar charakterisiert und eine dementsprecheeliermeldung (Flag (F1-F4))

wird angezeigt.

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Feh#dungen, die am Geréat

angezeigt werden kénnen erlautert:

* F1: RBC Ghost — too many RBC ghost

 F2: Can'tanalyze LY — Lymphocyte cannot be analyze
* F3: Can't analyze GR — Granulocyte cannot be aedlyz
* F4: Can't diff WBC — WBC cannot be differentiated

F1: Zu viele RBC Rickstande

Zu viele ruckstandige Erythrozytenmembrane (RBC sd)o die nach der Lyse-
Phase noch intakt sind, werden im Histogramm alsgethafte Abgrenzung zur
Lymphozytenpopulation dargestellt (Abbildung 8). den mdglichen Ursachen
gehdren eine schlechte Hamolyse, Thrombozytenagtioeg und grof3e

Thrombozyten.
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Zelizahl RBC ghosts

Zellvolumen

Abbildung 8: F1; Die Leukozytenverteilung kann aufgl riickstéandiger

Erythrozytenbestandteile nicht analysiert werdesrcinBenutzerhandbuch)

F2: Lymphozyten kbnnen nicht analysiert werden

Die mangelhafte Bestimmung der Lymphozyten (Abhlglu9) entsteht
Uberwiegend aufgrund einer geringen Anzahl an Lysagten, welche dann nicht

von der Granulozytenpopulation abgegrenzt werdemén (vgl. Abbildung 7).

Zellzahl
Granulozytenverteilung

/

Zellvolumen

Abbildung 9: F2; Im Histogramm kann die Lymphozygeteilung nicht von den
Granulozyten abgegrenzt werden und somit nichtyaiett werden (nach
Benutzerhandbuch)
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F3: Granulozyten kénnen nicht analysiert werden

Bei dieser Fehlermeldung ist die Erkennung einean@lozytenpopulation nicht
maoglich (Abbildung 10). Die méglichen Ursachen fiiersind vielféltig. So ist es
moglich, dass der Zeitabstand zwischen Blutabnalmnde-analyse mehr als acht
Stunden betrug, die Blutprobe nicht sachgemal} gelagirde, die Granulozyten
aufgrund schwacher Membranen zu frih lysiert wurdeter die falschen
Reagenzien eingesetzt wurden. Es kann aber ausfcidith nur eine geringe

Anzahl an Granulozyten vorhanden sein.

Zellzahl Lymphozytenverteilung

|

Zellvolumen

Abbildung 10: F3; Die Granulozytenpopulation karioht definiert werden (nach

Benutzerhandbuch)

F4: Leukozyten kdnnen nicht differenziert werden

Im Falle einer generellen mangelhaften Differenmigr erscheint die
Fehlermeldung F4, mit dem Hinweis, dass keine gazieukozytenpopulation
differenziert und abgegrenzt werden kann (Abbildurig. Zu den mdglichen
Ursachen hierfiir zahlen, dass Granulozyten aufgeamivacher Membranen zu

frih lysiert oder, dass Reagenzien falsch angewenagielen.
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Zellzahl

Zellvolumen

Abbildung 11: F4; Die Leukozytenzellpopulationemr&@n nicht differenziert werden

(nach Benutzerhandbuch)

In der aktuellen Software existieren bei diesem aGekeine spezifischen
Fehlermeldungen fur die unklare Trennung zwischear dPLT- und
RBC-Volumenverteilungen. Wird ein ! neben den Ebgpissen der
Leukozytenanzahl angezeigt, so sind ebenfalls Eogttienrickstande vorhanden,
wodurch die Leukozytenanzahl verfalscht und die $deg nicht belastbar ist
(Abbildung 12).
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20 OCT "08 12:52 g
ID CTK 102399 2
MODE (OPEN)
ANIMAL TYPE : Cat
WRC 7 80 0¥
RRC .48 0L
HGR 7.4 mme | /1
HCT . 362 L/L
MCV 41.5 fL
MCH 0.87 fmol
MCHC 20.8 nmmol/l
PLT 96L 0¥ L
LY 3.3 [42.8F %]
MO [ F3%1
EO ( %]

GR 4.5 [57.2F4%]
RDW 19,7 %
PCT 0,08 %
MPV 9.7L  fL
PDW 11.5 %
wBC
(9
/\\ (14
L TR YRR
RBC
{ B
{3
T 8 187 '
PLT
L1
2 i T i
Flags
RBC ghost
Can't analyzelY
Can't analyzeGR
Ccan't diff WBC
Thrombopenia
wee [ v ]
D .0
RBC | ] J
5.00 1.0
HGB | < J
[N ] (]
HCT | < ]
1 Wi
PLT l:v__‘r_J
18) 4

Fehlermeldungen

Fehlermeldungen

Abbildung 12: Ergebnisausdruck einer KatzenprobeRehlermeldungen F1, F3, F4

und Thrombozytopenie
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2.5. Hamoglobin-Bestimmung

Die Hamoglobinkonzentration (HGB) wird durch Spekinotometrie bestimmt
und wird gemessen an der optischen Dichte, die gotiopal zur

Hamoglobinkonzentration ist. Der Messvorgang lauft einem sogenannten
Messbad (measurement bath) und frei von ZyanidUab.das Hamoglobin der
Erythrozyten freizusetzen, wird die Blutprobe mitean Hamolyse-induzierenden
Mittel (HEMOLYNAC 3N, Nihon Kohden, Tokyo, Japangrsetz. Die verdinnte
Blutprobe, wird von einer LED (light-emitting diodeeuchtdiode) durchleuchtet.
Das auf eine Photodiode treffende Licht, welcheshinidurch die Blutprobe
absorbiert wird, wird durch diesen Rezeptor in @ektrisches Signal Gbersetzt.
Dieses wird amplifiziert, konvertiert und vom Hapgizessor in Verhaltnis zu
den Absorptionswerten der unverdinnten Probe undm deeinen

Verdinnungsmittel gestellt. Nach einer weiterenatigmischen Konversion
sowie Multiplikation durch einen Kalibrationskoefenten, werden die

Ergebnisse am Bildschirm dargestellt.

2.6.  Qualitatssicherung
Um die Richtigkeit und Prézision der Messungen swéhrleisten, werden
Qualitatskontrollen durchgefuhrt. Das System deal@itssicherung beinhaltet:
(X bar)- R, L&J, ¥ BATCH und T Day CV. T stellt den Mittelwert einer

Datenreihe dar. Auf die einzelnen Programme wird=ofgenden eingegangen.

2.6.1. T— R Programm
DasZ-R Programm berechnet die taglichen Werte softie Mittelwerte der
ersten und zweiten Zahlung derselben KontrolleyisdR, (Differenz der Werte

der ersten und zweiten Z&hlung derselben Kontrol@gs r-R Programm

berechnet aucl und®, welche die Mittelwerte fit und R tiber mehrere Tage
hinweg darstellen (Abbildung 13). Die Kontrolle @imindestens zweimal taglich

gemessen uber mehrere (k) Tage.
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X = Mittelwert filr einen Tag X = Mittelwert fiir mehrere (k) Tage

= Differenz eines Tages R = Differenz iiber k Tage

Abbildung 13: Berechnungen d&sR Programms

Der Hersteller empfiehlt als Kontrollmaterial ausigefdlich das firmeneigene
MEK-3D (Nihon Kohden, Tokyo, Japan) zu verwendem, die Zuverlassigkeit
der Daten deZ-R Programms zu sichern. Die oberen und untererit$ werden

mit der Drei-Sigma-Regel statistisch berechnet, niein aber auch manuell

angepasst werden.

Die Ergebnisse werden in graphischer Form mit abered unteren Grenzwerten
dargestellt, so dass ein Referenzbereich entstehtgibt mehrere, typische
Fehlerquellen die dazu fuhren, dass Datenpunkterbalb des Referenzbereiches
von T liegen kénnen. Dazu gehéren veraltete Verbrauctesrahen des Gerates
und Unterschiede in der Zusammensetzung der Kdémitdrialien aufgrund
unterschiedlicher Chargen oder Geratefehler. Beeathenden Datenpunkten der
R-Analyse sind die zugrundeliegenden Fehlerqueti@afig ein unzureichendes
Mischen der Kontrolle, Temperaturschwankungen desldhnungsmittels oder
Verschmutzungen innerhalb des Gerates. Aber aucit&ehler, wie ein Fehler
im Verdinnungsverhaltnis (,dilution ratio error*) der im Stromkreis

(,circuit error®) kénnen eine Rolle spielen.

2.6.2. L&J Programm
Das L&J (Levey und Jennings) Programm analysieglidid eine Kontrolle,
wovon der Mittelwert sowie die Standartabweichungioematisch berechnet
werden. Die Datenpunkte werden graphisch als L-dg@imm dargestellt
(Abbildung 14).
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4901

4.80 . ; / Mean

4701

Abbildung 14: L&J Diagramm (Benutzerhandbuch)

Die Westgarfl Regeln, welche spezifische Grenzwerte fir die tuei einer
Methode definieren, werden durch die Programmierumg dieser
Qualitatskontrollmal3nahme bericksichtigt (Westgatdal. 1977). Die unteren
und oberen Limits werden berechnet. Wenn ein Daiekip au3erhalb des
Referenzbereiches liegt, wird eine entsprechendéduvig (,out of range*)

angezeigt. Die Fehlerquellen sind analog zu den

Abschnitt 2.6.1 ¥-R" aufgeflihrten.

Es wird vom Hersteller empfohlen, ausschlie3licre direi firmeneigenen
Kontrollmaterialien zu verwenden: MEK-3DN (NormaWEK-3DH (High/Hoch)
und MEK-3DL (Low/Niedrig) (Nihon Kohden, Tokyo, Jaip).

2.6.3. x-BATCH Programm
Das.r BATCH (rB) Programm teilt die taglichen Messungen in Gruppen 20
Messungen ein. Der Mittelwert der jeweiligen Mesgem von MCV, MCH und

MCHC in einer Gruppe wird berechnet (Abbildung 1B&r Durchschnitt de¥ B
Messungen ermoglicht eine Ubersicht der Prazisioms dSystems, da
physiologische Variationen in diesen Parametern YM®CH und MCHC)
minimal sind. Somit werden di#B Werte minimal durch die Unterschiede
zwischen den Blutproben beeinflusst und der Grad Beizision kann

uneingeschrankt widergespiegelt werden.
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X (B,i) =X (B, i-1) + SGN [F] x (F/N)Z

F=YSGN [ X- X(B,i- 1)] x N,'I X,—X(Bi-1)

X (B, i) =X B of present batch X;= each data in batch

X (B, i-1) =XB of previous batch SGN [ = sign function

N= number of samples in batch

Abbildung 15:F¥B zugrunde liegenden Berechnungen

Die X B Werte der vorangegangenen 20 Messungen (previmish) sind

erforderlich um diefB Werte der gegenwartigen 20 Messungen (presenh)at

zu berechnen.

2.6.4. 1TDayCV

DasT D « CV (x Day Coefficient of Variation) Programm berechneind
taglichen Durchschnittswert der an dem jeweiligexy Temessenen Proben, den
Variationskoeffizient hiervon, sowie die Standangalzhung (Abbildung 16). Es
werden nur Proben einbezogen, deren Messwerte ysiglbgischen Bereich

oder im programmierten Normalbereich liegen.
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XD: XB Daily mean value of daily sample data

Standard deviation
XD

CV: Coefficient of Variation (Variationskoeffizient, %) =

X 100 (%)

— 2
- . L(x-x)
SD= Standard deviation (Standardabweichung) = T
X= Mittelwert

X= gemessener Wert

N= Hiufigkeit der Messungen

Abbildung 16: Denx D » CV zugrundeliegenden Berechnungen

2.7. Evaluierung

Geréte der Celltac-Linie wurden bereits mehrmaldenHumanmedizin evaluiert.
In diesen Evaluierungen ist der Korrelationsko&fit (r) der Indikator fur den
Grad der Ubereinstimmung zwischen Celltac und \échsmethoden. Eine
Korrelation von = 0,5 wurde als eine gute Korrelation uad,7 als sehr gute
Korrelation bewertet. Die Korrelation kann durchrsghiedene Variablen
beeinflusst werden, die nicht unbedingt etwas mier deigentlichen
Ubereinstimmung zu tun haben. So steigt beispigtander r-Wert auch bei einer
hohen Spannweite der Messergebnisse, ohne dassufegiree eigentliche
Ubereinstimmung der Messergebnisse zuriickzufiihr@e wEbenso eignet sich
die alleinige Analyse durch RegressionsanalysenmbeVergleich von
Messmethoden nicht. Es sollte stattdessen ein koerter Ansatz, wie er durch
die Bland-Altman-Analyse geboten wird, angewendetrden (Grouven et al.
2007).

Von Nagai et al. wurde gezeigt, dass der CelltagMEK 8222) bei der
Thrombozytenmessung von Humanblutproben eine seate gorrelation zur
ICSH/ISLH Referenzmethode (r = 0,99) und zur maeaeMethode (r = 0,93)
aufweist (Nagai et al. 2005).

In der Humanmedizin zeigte der Vergleich vom Celazum Sysmex XE-2100

eine gute Korrelation fir die meisten CBC- und Biéntialparameter. Eine sehr
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gute Korrelation wurde fur WBC, RBC, Hamoglobin, raitokrit und PLT

(r>0,98) und die weiteren Erythrozytenparameter @93) im Vergleich mit

dem XE-2100 erreicht (Longair et al. 2011). Dienldche Evaluierung mit

Referenz zum Cell-Dyn 4000 erfolgte ebenfalls, walhueh Lagerungseffekte der
Blutproben bertcksichtigt wurden. Hierbei war dierk€lation fur CBC sowie

Leukozytendifferenzierung gut, abgesehen von dessMerten der Basophilen.
Auch der Vergleich zur manuellen Methode ergab siler gute Korrelation fur
Neutrophile (r =0,956), Lymphozyten(r = 0,951) umbsinophile (r =0,834)

(Kondo et al. 2004, Kondo et al. 2005). Der Vergtezum Sysmex SF-3000
bewies gute Korrelation bei der automatischen Zéhler unreifen Granulozyten,
sowie bei der Analyse der ublich erhobenen Blugalmeter. Fur die
Leukozytenparameter wurde, im Vergleich zum SF-308i6e sehr gute

Korrelation fur: Neutrophile (r=0,971), Lymphoeyt (r=0,967), und

Eosinophile (r=0,960) gezeigt. Bei Monozyten waurgositive Korrelation

(r = 0,76) der beiden Methoden beschrieben.

3. Sysmex XT2000iV

Der Sysmex XT2000iV ist ein an die Anspriiche derteviedrmedizin
angepasstes Model des in der Humanmedizin eingese®smex XT2000i. Es

stehen folgende Kanale der Messung zur Verfiigung:
* RBC/PLT- Kanal
* Hamoglobin-Kanal
*  WBC-Kanal (Bestimmung im Modus »CBC«)

* DIFF-Kanal.

3.1. RBC/PLT-Kanal

Erythrozyten und Thrombozyten werden im RBC/PLT-&anin einer
gemeinsamen Messkammer analysiert und gemessemeDarenschlichem Blut
sowie Hundeblut physiologisch vorhandene GroRemscided zwischen
Thrombozyten und Erythrozyten ermdglicht hier eiemdeutige Trennung.
Katzenblut stellt eine grolRere Herausforderung dda, Thrombozyten zu

Polymorphologie und Aggregation neigen (Mischke300
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Fur das Messverfahren mittels hydrodynamischer §sikoung und Impedanz
werden 4ul Blut der Probe verwendet (entsprichtemin Funftel des
Gesamtprobenvolumens) und mit CELLPACK (Sysmex Ga@jon,
Kobe, Japan) im Verhdltnis 1:501 in der Mischkammerdiinnt. Im weiteren
Verlauf werden 10,3ul in die Messkammer gefillt uwharch eine Kapillare,
welche als Messo6ffnung dient, hindurchgesogen. WiiarZellen einzeln durch
die Messoffnung treten, wird ein elektrischer Wgland nach dem Impedanz-
Prinzip erzeugt (s. Abschnitt 1.1). Dieser Widarmstaist proportional zur

ZellgréRe. Das Ergebnis wird als Histogramm gragihigargestellt.

Der Hamatokritwert wird anhand der kumulativen Idghdhensummierung
ebenfalls in diesem Kanal ermittelt. MVC, MCH undCMC werden aus diesem
Wert berechnet.

3.2. Hamoglobin-Kanal
Im Hamoglobin-Kanal wird die SLS-Hamoglobinmethodmgewendet. Die
Besonderheit dieser Methode ist, dass daflr keimanidy erforderlich ist.
Stattdessen wird das Reagenz SULFOLYSER (Sysmepotaiion, Kobe, Japan),
das Natriumlaurylsulfat (Sodium-Lauryl-Sulfate, §L&nthalt, verwendet. SLS
verfugt Uber einen seifenartigen Charakter und gheiit die Messung von
fettreichen Blutproben weil SLS die Trubung, dierdiuden hohen Fettgehalt

verursacht wird, weitestgehend bereinigt.

Die fur die RBC/PLT Messung hergestellte Verdinnumigd zuséatzlich mit
SULFOLYSER vermischt, so dass eine Verdinnung v@Bllentsteht.

SLS 16st Lipoproteine in den Zellmembranen der Engzyten. Dadurch wird
Hamoglobin freigesetzt. SLS bindet nun an den Glgtnteil und fuhrt zu einer
Konformationsédnderung im Hamoglobinmolekil, wodurdie Oxidation des
zwei-zum dreiwertigen Eisen moglich wird. So eristeaus Hamoglobin
Methamoglobin. Die hydrophoben Teile des SLS bindanden Globin-Anteil,
wahrend die hydrophilen Teile nun an das jetztvaeetige Eisen binden kénnen.
Dadurch entstent der stabile Farbkomplex SLS-HB,r dmei einem

Absorptionsmaximum von 555nm gemessen werden kann.

Die Zyanid-Messmethode ist die vom ICSH empfohlesgandardmethode
(s. Abschnitt 1.6.). Allerdings ist die SLS-Hamdglamethode seit circa 20

Jahren etabliert und es ist nachgewiesen wordess, dia Messungen mithilfe der
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Zyanid-Methode gut mit denen der SLS-Methode Ubstgnmen
(Lewis et al. 1991, Zwart et al. 1996).

3.3. WBC-Zahlung
Die Zahlung der Leukozyten und Basophilen findetWtBC/BASO-Kanal im
CBC-Modus (Complete Blood Count, kleines Blutbildiithilfe der

Durchflusszytometrie statt.

Das Blut wird mit Stromatolyser-FB (Sysmex Corpaat Kobe, Japan) im
Verhéltnis von 1:50 verdiinnt. Dadurch soll eine kiette Lyse der Erythrozyten
erreicht werden. Das saure Reagenz bewirkt zudem Ssihrumpfen der
Leukozyten, lediglich die Basophilen werden dabtib#isiert. GrofRe und

Struktur der Zellen bleiben, zumindest bei menstiein Proben, erhalten.

Vorwarts- und Seitwartsstreulicht werden gemesdeas Vorwartsstreulicht
korreliert mit der Zellgrof3e, wéhrend das Seitvsirelicht innere Struktur und
die Komplexitat der inneren Beschaffenheit, alse @ranularitét, der Zelle

widerspiegeln.

Die Detektion von Basophilen ist derzeit nicht zil&ssig bei Proben von Hunden
und Katzen (Lilliehodk and Tvedten 2011). Die Utsacliegt in der

unterschiedlichen Lyseresistenz der Basophilen Memschen im Vergleich zu
denen von Hunden und Katzen. Menschliche Basophibk stabiler und damit zu
einem hoheren Grad lyseresistent als BasophileHuwmden und Katzen. Somit
kann diese Methode nicht ohne weitere Anpassungendie Erfassung von

Basophilen in die Anwendung in der Veterindrmedi#i@rnommen werden.

3.4. WBC-Zahlung und -Differenzierung
Im CBC + DIFF Modus werden mithilfe von Fluoreszdharchflusszytometrie
die vier Zellpopulationen der Leukozyten bestimmeutrophile, Eosinophile,

Lymphozyten und Monozyten.

Die Blutprobe wird mit der Reagenzmischung, bestdhe aus
Fluoreszenzfarbstoff und Lysereagenz, im Verhdliroe 1:51 verdinnt. Das
Lysereagenz, Stromatolyser- 4DL (Sysmex Corporatiobe, Japan), bewirkt
eine Lyse der Erythrozyten und die Perforation d&llmembranen der

Leukozyten.
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Stromatolyser-4DS ist ein Polymethin-Fluoreszermtoff, der in die

Leukozyten eindringt, und die Nukleinsauren im Nuld und Zytoplasma farbt.
Durch das Anfarben der RNS und DNS kann die Zeilaglit und der Reifegrad
der Zellen beurteilt werden. Die Probe wird mitesm Halbleiterlaser mittels
Durchflusszytometrie analysiert, indem die Fluoesszntensitdt und das

Seitwartsstreulicht der Zellen gemessen werden.

Die gemessene Fluoreszenz gibt Auskunft Uber dehalGaler in der Zelle

vorhandenen RNS/DNS, wahrend das Seitwartsstrémliehsitat von der inneren
Beschaffenheit der Zelle (Granularitat, Gro3e unfularitat des Kerns) abhangt.
Besonders eosinophile Granulozyten kénnen dadunth vgn den anderen

Zellenpopulationen abgegrenzt und dargestellt werde

3.5.  Erfassung von Retikulozyten
Im RET-Kanal (Retikulozyten, reticulocytes) werdRetikulozyten mithilfe der
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie erfasst. Vorwémsticht und

Fluoreszenzintensitat werden analysiert.

Die Blutprobe wird mit einem spezifischen Reagenzgeh (Retsearch I,
Sysmex Corporation, Kobe, Japan) inkubiert. Die Meamen aller Blutzellen
werden perforiert, so dass der Fluoreszenzfarbstaffe Zelle eindringen und an
Nukleinsduren im Zellkern und Zytoplasma binden rkaZellarten kénnen
aufgrund ihres Gehalts an Nukleinsauren klar vaaradler getrennt werden, da der
Nukleinséduregehalt in der Zelle mit zunehmenderfuRgi der Retikulozyten
kontinuierlich abnimmt. Anhand der Fluoreszenz tsdkeidet das Gerat drei
Retikulozytenpopulationen: reife Retikulozyten (L&luorescence Reticulocyte,
LRF), halbreife Retikulozyten (Medium-FluorescerReticulocyte, MFR) und
unreife Retikulozyten (High-Fluorescence ReticutecHFR).

Informationen zur Retikulozytenpopulation ermdgéoh die diagnostische

Differenzierung zwischen einer regenerativen usgj@nerativen Anamie.

3.6. Evaluierung
Die Evaluierung des Sysmex XT2000i im humanmedszimén Umfeld erfolgte
bereits in mehreren Studien unter Beriicksichtigdeg diversesten Parameter
(Fernandes and Hamaguchi 2003, Fujimoto et al. 2d00et al. 2009, Langford
et al. 2003, Ogawa et al. 2010, Ratomski et al.0ROlleers et al analysierten
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n= 418 Proben in einem Vergleich des Cell-Dyn yulund des Sysmex
XT2000i. Das Ziel dieser Arbeit war es, den Aufwdiaddie Nacharbeitung nicht
auswertbarer Proben zu definieren. Die Geréte enbea bei der Analyse der
gangigen CBC-Parameter ahnliche Ergebnisse. Soberdia Analyse der
Gesamtleukozytenzahlen ein Bias von 0,0 und die Ri#srentialblutbilds ein
Bias von -0,08 bis 0,06 (Monozyten und Neutrophmédspektive). Der Sysmex
konnte bei 3,1% der Proben kein Differenzialblutbliefern, oder hielt die
Ergebnisse der Messungen zuriick, wahrend der Gell-0Ruby ein
Differenzialblutbild fur alle Proben lieferte. D8ysmex musste dementsprechend
haufiger eine zweite Analyse einer Probe anfertigésn der Cell-Dyn Ruby
(21% vs. 4,3%) (Leers et al. 2011). Durch unvolidige oder nicht zuverlassige
Ergebnisse, ist die weitere Bearbeitung durch Peatserforderlich und es entsteht

zusatzlicher Arbeitsaufwand.

Die Zuverlassigkeit des Sysmex XT2000i wurde vondfard et al. anhand von
Proben von adulten und juvenilen Patienten (n =9 1&m etablierten
Vorgangermodell, dem XE-2100, gemessen. Fur dem&ysXT2000i konnte
eine exzellente Ubereinstimmung der Messwerte liégr analysierten Parameter
(r>>0,92) im Vergleich zu denen des XE-2100 nachgssviewerden. Eine
Ausnahme bildete MCHC, wo eine geringere, aber demnals positiv
einzustufende Ubereinstimmung 2 (> 0,8552) gezeigt werden konnte
(Langford et al. 2003). Fernandes und Hamaguchemaihnliche Ergebnisse
erzielt und bestatigten, dass bei allen gemessemarametern die

Herstellerangaben Ubertroffen wurden (FernandedHamaaguchi 2003).

Fir die Adaption des Geradtes an veterinarmediZieisaAnforderungen liegen
ebenfalls zahlreiche Studien zur Evaluierung vardiesen Studien wurde der
Sysmex allgemein als robust und zuverldssig betyesmbei die ersten
Untersuchungen anhand Proben gesunder Versuchsheohgefihrt wurden
(Toyota 2004). Lillieh6dk und Tvedten validiertererd Sysmex XT2000iV

ausfihrlich im klinischen Umfeld und verwendetemmeéatsprechend Proben von
klinisch kranken Tieren (133 Hunde, 65 Katzen uBdPferde). Die Zahlung der
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten lieferi@ Vergleich zum

Cell-Dyn 3500 sehr gute Ergebnisse und zeigte dioke Ubereinstimmung
(r>0,98). Die Messungen von Hamatokrit und des méte

Erythrozytenvolumens wiesen einen systematischaerschied bei Katzen- und
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Pferdeproben auf. Die Messungen der mittleren |skpldren
Hamoglobinkonzentration (mean corpuscular/ cellllamoglobin concentration,
MCHC) stimmten bei allen Tierarten wenig mit derg&bnissen den Cell-Dyns
Uberein (r = 0,33 - 0,67). Zum Zeitpunkt dieserdgtuvurde der XT2000iV noch
mit menschlichen, standardisierten Proben kalibriewas eine mogliche
Erklarung fur diese Abweichung darstellt. Seit 8eftwareversion 9.0 ist jedoch
die individuelle Kalibration mit Proben der einzein Tierarten moglich, das
konnte dazu beitragen, diese Messfehler zu behefialiehook and
Tvedten 2009a).

Die Zahlungen der Retikulozyten bei Proben von Hum#orrespondierten mit
den manuellen ZahlungenX10,90). Bei Katzenproben stimmten die Messungen
von aggregierten Retikulozyten gréf3tenteils Ubergisr 0,86), wéahrend die
Ubereinstimmung bei der Messung der punktierten ikRlezyten nicht
zufriedenstellend war (r = 0,50) (Lilliehook andebien 2009a).

Das vierteilige Differenzialblutbild wurde mit magllen Auswertungen und
Ergebnissen des Cell-Dyns 3500 verglichen. Diedbéfizierung der Leukozyten
stimmte groRtenteils mit den Vergleichsmethodernréibe Die Messwerte fur die
Neutrophilen und Lymphozyten zeigten bei allen dyefesteten Tierarten eine
hohe Ubereinstimmung zwischen den Methoden (Nehbi®p r>0,97;
Lymphozyten ¢ 0,87). Die gemessenen Gesamtzahlen der Leukozyszan
beim Sysmex 10 - 26% hoher als beim Cell-Dyn undnagnuellen Bestimmung.
Eosinophile wurden im Streuungsdiagramm (Scatteryrals eigenstandige
Gruppe gegenuber den anderen Leukozyten gut difesdbar dargestellt. Auch
der gezeigte Wert vorer 0,93 spricht fur eine hohe Ubereinstimmung. Eirizg
der Tierart Pferd gab es eine geringere Korrespunder manuellen Messung
(r =0,72). Basophile Granulozyten wurden bei siebinden und finf Katzen,
die laut manueller Bestimmung eine Basophilie aeé&n durch den Sysmex
nicht erkannt. Unvollstandige Ergebnisse wurdenll88b der Katzenproben, 13%
der Hundeproben und 3% der Pferdeproben geliéfezte dieser Proben wiesen
allerdings starke Linksverschiebungen und toxiscWeranderungen auf
(Lilliehook and Tvedten 2009b).

In einer Studie zum Vergleich des Sysmex XT2000Advia 120 (Siemens
Healthcare Diagnostics AB, Tarrytown, NY, USA) udés Cell-Dyns 3500,

wurde gezeigt, dass keines dieser Gerate basofhd@ulozyten zuverlassig
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erkennen konnte. Dabei wurden 17 Proben von Hundatzen und Kaninchen
mit manuell diagnostizierter Basophilie mithilfeeder drei Gerate analysiert.
Keines der getesteten Gerdte konnte basophile ®mnen von Hunden
erkennen. Auch in den Streuungsdiagrammen war Kkéimveis auf eine
Basophilie zu beobachten. Lediglich bei einer Probg 54% basophilen
Granulozyten gab der Sysmex die Meldung ,WBC Abattcgram” aus, womit
auf eine abnormale Verteilung der Granulozyten irtreitdingsdiagramm

hingewiesen wird (Lillieh6dk and Tvedten 2011).

Mathers et al. evaluierten den Sysmex im Vergleiom Advia 120 und kamen zu
einem guten Ergebnis. Alle Uberpriften Parameiernsten bei beiden Geraten
nahezu tberein @ 0,986)(Mathers et al. 2008).

Auch bei der Analyse von bronchoalveolarer Lavagssigkeit (BALF) von
Ratten und Mausen korrespondierten die vom Sysrakefgrten Ergebnissen mit
denen des Sysmex XT2000i (humanmedizinische Ausfig)rund des Advia 120.
Somit kann das Gerat auch zur Analyse nicht-h&mgisdher Proben eingesetzt
werden (Mathers et al. 2007).

Die veterindrmedizinische Ausfiihrung des Geréats, $ssmex XT2000iV, ist

mittlerweile durch die genannten Studien als Refamethode etabliert und
wurde seither in zahlreichen Studien als Refereetiende verwendet (Bourges-
Abella et al. 2011, Pankraz et al. 2009, Tvedted020Tvedten et al. 2008,
Tvedten and Lillieh6ok 2011, Wassmuth et al. 2011).
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4, Evaluierung von Messgeraten

Die Evaluierung von Messgeréaten (Methodenvalidigjwstellt einen essentiellen
Teil der Qualitatssicherung in Kklinischen Laboranor dar. Nachdem die

Kalibrierung neuer Analysegerate mit Proben gesunbere erfolgt, muss

sichergestellt werden, dass auch die Messung vatp®ben von Patienten
zuverlassige Ergebnisse liefert. Zu den Aufgabeesiabors gehort es, Fehler
zu minimieren, um die korrekte Interpretation degdbnisse zu ermdglichen und
dadurch die Versorgung der Patienten sicherzusteBehler kbnnen entweder
durch die Ablaufe der Analyse selbst oder durch Aawender entstehen. Um
alle mdoglichen Fehlerquellen und Variablen in demakse von Blutproben

abzudecken, wird empfohlen die folgenden Aspekte lzeachten und

sicherzustellen (Jensen and Kjelgaard-Hansen 2006):

* Verwendung validierter Methoden

e Durchfihrung interner und externer Qualitatskoterol

» Sicherstellen der Fachkenntnisse des Anwendergghezider Methoden
und potentieller Fehlerquellen

« Kalibrierung und Wartung der Geratschaften

» Standardvorgehensweise (Standard Operating Prazed80OP)) als
Bestandteil hauseigener Protokolle

4.1. Fehler
Falsche Testergebnisse konnen, je nach Zeitputdtivveeur Messung, in drei
Kategorien unterteilt werden: praanalytische Fehl€eesamtfehler und
postanalytische Fehler (Jensen and Kjelgaard-Ha23@®).

Die Validierung von Analysegeraten im klinischen fgfd soll Aufschluss tber
den Gesamtfehler geben. Unter praanalytische Fefaben beispielsweise
unsachgemalie Blutabnahmetechnik oder falsche Lageder Proben. Ein
klassischer postanalytischer Fehler besteht in idkorrekten Ablesung der
Ergebnisse. Gesamtfehler konnen unterschieden weirdesystematische und
zuféllige Fehler (Abbildung 17).
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Fehlerim Labor,

I | 1
. . Gesamt- .
Praanalytische nalvtisch Postanalytische
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Systematische
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Konstante Proportionale AR T
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Abbildung 17: Fehlerkategorien (nach Jensen unddgard-Hansen 2006)

Der Gesamtanalytische-Fehler (total analytical rogler Gesamtfehler ist eine
guantitative MessgréRe (Inczédy et al. 1998). Dagdastick dazu im Rahmen

gualitativer Untersuchungen wird als Richtigkeieo#lesssicherheit bezeichnet.

Der Zufallsfehler (random error) ist ein qualitaivwVert, der die Prazision einer
Messmethode beschreibt. Er steht aber nicht imdosanhang mit dem wahren
Wert (Westgard 1995, 1998). Der Variationskoeffiti¢coefficient of variation,
CV) stellt das Mal} an Préazision dar und héngt ven ldonzentration des
gemessenen Parameters ab. Der Variationskoeffizigntder Quotient der

Standardabweichung (standard deviation, SD) undviliéslwerts.

Systematische Fehler oder Messabweichungen (systeenar), beeinflussen die
Richtigkeit und werden als Bias erfasst. Mecharm@schehler, falsche
Einstellungen der Software oder Verunreinigungereihalb des Analysegerates

konnen hierfur beispielsweise eine Ursache daestell

Die Beurteilung der Prazision eines Gerates erflgth wiederholte Messungen
mit identischem Material. Dieses ist bei der Kaiwn von Geraten
standardisiertes Kontrollmaterial, wahrend in datidderungsphase mit derselben

Blutprobe mehrere Messungen durchgefihrt werden.

Zur Beurteilung der Richtigkeit werden in der Vaidingsphase zwei

37



Il. Literaturtibersicht

Vorgehensweisen empfohlen. Im Rahmen generellefit@s&ontrolle werden

Kontrollimaterialien mit bekannten Messwerten tdglicgemessen, um
systematische Fehler weitestgehend ausschlieRe&drmen. Wichtiger ist aber
der Vergleich der Messergebnisse anhand Patiemteaprdes zu testenden mit

denen eines bereits validierten Gerates.

Eine weitere Methode zur Qualitatskontrolle bieRingversuche. Dabei wird ein
Material durch am Ringversuch beteiligte Institatealysiert und die Ergebnisse

daraufhin verglichen. Ringversuche sind in der Hamedizin bereits etabliert.

4.2.  Methodenvalidierung
Die Validierung von neuen Methoden und Evaluatiom klinischen Umfeld
wurde bereits haufig in Fachmedien diskutiert (Bsiget al. 2008, England et al.
1994, Flatland et al. 2010, Jensen and Kjelgaamseta 2006, Klee 1990, Tonks
1963, Westgard 1995, 1998, 2003, Westgard et @4, 1@ estgard and Hunt 1973,
Westgard et al. 1994). Es gibt eine Vielzahl vorblRationen, Richtlinien und
Empfehlungen zu diesem Thema. Das ,InternationalnCib for Standardization
in Hematology* (ICSH) und das ,National Committea Glinical Laboratory
Standards® (NCCLS), das inzwischen ,Clinical Lalilorg and Standards
Institute* (CLSI) genannt wird, haben mehrere Riolgn und Empfehlungen

zum Thema Methodenvalidierung und Messgenauigleziifientlicht.

Dabei wird die Messgenauigkeit oder -richtigkeis dlbereinstimmung des
gemessenen Wertes mit dem ,wahren Wert" defini€@8H, 1994). Der ,wahre
Wert" wiederum muss ebenfalls anhand etablierterd umorgegebener
Referenzmethoden ermittelt werden. Es existiera@eruenderem Empfehlungen
zur Hamoglobinmessung (ICSH 1987; NCCLS 1994), Tdepmbozyten- (ICSH

1988b) und Retikulozytenzahlung (ICSH 1992, NCCI993), zur Bestimmung
des Mikrohdmatokrits (ICSH 1989), der Erythrozyte€SH 1988), und

Leukozytenanzahl (ICSH 1988), und zur Erstellung ddfferenzialblutbilds

(NCCSL H20-A).

Auch einzelne Autoren oder Verbadnde haben Empfgennverfasst. So hat
beispielsweise die ,American Society for Veterin@tynical Pathology* (ASVCP)
1996 das ,Quality Assurance and Laboratory Starsl@@dmmittee “ (QAS)
gegrundet. Empfehlungen des QAS Committees werderdréi Kategorien
unterteilt: generelle analytische Fehler in deistusg von veterindrmedizinischen
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Laboreinrichtungen und darauf bezogene Vergleicthdimatologie und

Hamostase, und klinische Chemie, endokrine Fungpaifung und Urinanalyse.

Die Empfehlungen wurden aufgrund mangelnder Kolgrdurch die Regierung

herausgegeben (Flatland et al. 2010) und skizzsehrittweise die Prinzipien der
Qualitatssicherung und Sicherstellung von Quaktatdards. Parameter der
Qualitatskontrolle (Quality Control, QC) im Rahmeger Selbstkontrolle

beinhalten unter anderem die Festlegung von Keitedur Sicherstellung eines
akzeptablen Leistungsbereiches von QC-Materiak&figkeit der Uberprifung

des Kontrollmaterials (beispielsweise nach dem Wekteiner Charge eines
Reagenz), Uberprifung kumulierter QC-Ergebnissed das Befolgen von

Herstelleranweisungen zur Routine-Wartung von Geltdften (Flatland et al.

2013, ASVCP 2009).

Eine interne Qualitatskontrolle kann mithilfe voromkmerziell erhaltlichem
Kontrollmaterial durchgefuhrt werden. Die Ergebrisder Messungen sollten
dokumentiert werden. Durch Qualitatssicherungsndgthowie Levey-Jennings-

Diagrammen wird die Verlaufskontrolle ermdglicht.

Jensen und Kjelgaard-Hansen haben ein umfassendedokdt fur
Methodenvalidierung erstellt (Jensen and Kjelgddadisen 2006). Nach Jensen
und Kjeelgard-Hansen, gliedert sich die Validieruregier Tests in drei Aspekte
(Jensen AL 2010).

* Analytisches Verhalten (Analytical Performance)
« Uberschneidungsverhalten (Overlap Performance)

» Klinisches Verhalten (Clinical Performance)

In der ersten Phase, die besonders fur Analysegeetgvant ist, werden unter

anderem die Prazision, Messsicherheit und der Mietinergleich behandelt.

Um darzustellen, wie prazise oder unprazise Messursind, werden Analysen
innerhalb einer Messwertreihe (within run) und akiBsn Messwertreihen
(between run) durchgefiihrt. Bei diesen Analysendeermehrere Messungen an
einer Probe oder Probengruppe entweder nacheinaoder in definierten

Zeitabstanden z.B. zwei Mal taglich tber finf Tdgeweg durchgefuhrt. Das
Ergebnis der Prazision wird als Variationskoeffitiein Prozent dargestellt

(coefficient of variation, CV).
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Der Variationskoeffizient sollte 5% oder ein Achtdes Referenzintervalls
(Prozent vom Mittelwert der Spannweite) fur autasiatte Analysen nicht
Uberschreiten (Tonks 1963).

Die Richtigkeit oder Messsicherheit stellt die Udiastinmung zwischen dem
Mittelwert einer Anzahl von Messungen der gleichembe und des wahren
Wertes dar. Die Messunsicherheit wird auch als B@er systematischer Fehler
bezeichnet. Systematische Fehler werden in kormstamd proportionale

systematische Fehler unterteilt.

Ein konstanter Fehler liegt vor, wenn beim Verdieiowveier Methoden eine
Methode konsequent hohere oder niedrigere Wertestmim Vergleich zur

zweiten Methode. Bei einem proportionalen systesnoh&n Fehler ist die
Abweichung zwischen den Messungen der beiden Methqatoportional zur

Hohe der gemessenen Werte. Um die Art und Hoheds#ematischen Fehlers zu
ermitteln, wird ein Methodenvergleich durchgefisttAbschnitt 4.1).

Bei der Validierung neuer Methoden, speziell beimetihddenvergleich,
empfehlen Jensen und Kjelgaard-Hansen ein neuigasuProtokoll, in dem die
Vorbereitung und Definition der Rahmenbedingungemere besonderen

Stellenwert einnehmen (Jensen and Kjelgaard-Ha2@e6).
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1. Abstract

Background: Small hematology analyzers for veterinary practiogsrove point-
of-care diagnostics of companion animals. Validatmf these instruments is

needed to ensure accuracy of results.

Objectives: To validate the Celltac alpha by measuring felind aanine blood

samples.

Methods: A total of 623 blood samples (363 canine, 260 &)lwere analyzed on
a Celltac alpha and a Sysmex XT-2000iV. Manual w@shwere applied for
WBC differential count, PCV and feline platelet obuFlagging and precision of
the new instrument were analyzed. Correlation almhd@Altman analyses were

used to compare the methods.

Results: Within-batch precision of the Celltac showed atable coefficients of
variation for WBC (< 4%), PLT count (< 8%), HGB ammtration (< 3%) and
HCT (< 3%), while precision was poor for the leuysc subpopulations. HGB
and WBC count agreed well between the methods. @\the GRAN count was
2-9% in cats and 6-29% in dogs. CV for the LYM cowas 8-20% in cats and
13-51% in dogs. Negative bias and a proportionsiesyatic error were apparent
for PLT count (bias Sysmex — Celltac, canine -7x09/L; manual count —
Celltac, feline -44.62 x BL), for feline HCT (bias manual PCV — Celltac -8%3)
and for eosinophil count. Analytical error flagadaincomplete results were

reported for 11.8 % of canine and 25.4% of feliamples.

Conclusions: The PLT count of the Celltac was precise but syateally
overestimated. Feline HCT was systematically ovenegsed and WBC

differential counts showed high imprecision.
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2. Manuscript

Several small instruments for in-clinic use hawerb developed to facilitate
point-of-care hematologic diagnostics in veteringsyactice. Accuracy and
reliability of different systems have been comparedseveral studies, often
revealing important limitations of in-clinic anaBts compared to technically
more advanced laboratory instruménitsThe Celltac (Celltac alpha, MEK-6450,
Nihon Kohden, Tokyo, Japan) is a fully automatedoeaiance point-of-care
hematology analyzer which has initially been depetb and tested for the
analysis of human samples but is available witbfengre for veterinary samples
since 2007 & Its small footprint and low sample volume are attageous in
veterinary practice, but its performance has ndtbgen evaluated for animal
patient samples. The instrument reports 20 varsabking a sample volume of
30 ul. WBC count, RBC count, PLT count, hemoglofifGB) concentration,
mean platelet volume (MPV) and a 4-part differdnifilBC count (lymphocytes,
granulocytes, monocytes, eosinophils) and MCV aeasured and the variables
HCT, MCH, MCHC, RBC distribution width, platelettand platelet distribution
width are calculated. The granulocyte count of @®dltac does not differentiate
between neutrophils and basophils. Flags for aicalyerrors are given in case of
too high or too low WBC count, poor RBC lysis, Plclumps or inability to
measure granulocyte (GRAN), lymphocyte (LYM) eoghd (EOS) and
monocyte (MONO) or WBC differential. When WBC cousitoo high or too low
for a measurement the instrument shows the optoautomatically dilute the
sample differently and re-measure it. Samples &aggéd when out of the
reference range for the variables WBC, RBC, HGBWRMCV, MCHC and
PLT.

In this study, we compared the results of the @eltb a laboratory hematology
analyzer (Sysmex XT 2000iV), which has been vadidatextensively for
veterinary clinical use, and to manual referencéhos using blood samples of
canine and feline patients in order to assesseltability and accurady*? The
frequency of flags and precision of the Celltac evassessed. The results of the
most commonly used variables WBC, HGB, HCT, PLT,ABRLYM, EOS and

MONO were compared between the different methods.

The aim of this study was to test the reliabilifytioe Celltac to perform on-site
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hematologic analysis of feline and canine bloodamfor practitioners.

Performance criteria were set according to the estygns made by Jensen and
Kjelgaard-Hanse. Blood samples were collected during diagnostickwmps in
the Clinic for Small Animal Medicine in Munich fro®63 canine and 260 feline
patients from November 2009 to March 2010. The remif samples was
decided to be sufficient since the lowest rang® r@aximum value divided by
the minimum value) was 5.75 (for feline hemoglobin)The samples were
anticoagulated using EDTA-coated collection tubeZargtedt, NuUmbrecht,
Germany) and automatically analyzed within two Isousing the Celltac alpha
(MEK-6450, Nihon Kohden, Tokyo, Japan, Software siem V01-01-01) and the
Sysmex XT-2000iV (Sysmex Corporation, Kobe, Jafsaitware Version 00-10).
Control material was run daily on both instrumenEar canine blood the
impedance based PLT count was used in the Sysntexhanoptical based PLT
count was used for feline blood. The same refereabdges as used in-house for
the Sysmex were programmed into both analyzersnaamd also used for manual
methods. Two blood smears were prepared for mamMil differentiation from
all samples and stained with a modified Wright'sirst (Hematek, Bayer,
Germany). Three hundred cells were microscopicdifferentiated into five
populations (neutrophils, eosinophils, basophilspatytes, lymphocytes) by one
observer (B. M.) on one or two slides, dependingV@BC count. A manual
platelet count was performed by one observer (B.d. feline blood samples.
20 ul EDTA-blood were collected in an end-to-enghikary and placed into a
Thromboplus vial (Sarstedt, NUmbrecht, Germany)taioing a lysis reagent.
After five minutes platelets were counted in a Nsmudr counting chamber.
Manual PCV was determined by microhematocrit chrgdtion using
heparinized hematocrit capillaries (Hirschmann, drgbrate, Ebersberg,
Germany) and a Haematokrit 210 centrifuge (Hetfialttlingen, Germany).

The within-batch precision of the Celltac was tdsta five canine and five feline
samples. For each species three samples had namdaltwo samples had
abnormal high WBC count. Ten replicate analysesewdone on each sample
within 20 minutes. The coefficient of variation (G %) was calculated for the
variables WBC count, HCT, PLT count, HGB concemrat GRAN, LYM, EOS

and MONO count as standard deviation (SD) / med®& The between-batch

precision was tested using stabilized human corniobd material (level 1
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‘normal’) provided by the manufacturer on 20 congee days.

Data were statistically analyzed with GraphPad rRri&GraphPad version 5,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). FishegXact test was used to
compare the proportions of flagged samples; Thegbstino-Pearson test was
used as normality test for the data. Spearman’sledion coefficient (r) was

calculated to assess data range and Bland-Altmalysas for comparison of the
Celltac to the Sysmex and manual methods was wsddtermine the source of

bias.

The Celltac functioned well for the duration of ghstudy. Operation and
maintenance of the instrument was easy and orlg time had to be spent for
priming, rinsing and control measurements. Clogging to clots in the samples
could be easily removed, and the turnaround time ®alaout one sample per

minute.

The range of CV values and the data range for theigion study of canine and
feline samples are shown in Table 1. In the patfiolsamples with high WBC
count the CV values were not consistently higherlaaver for the different
variables than in samples with normal WBC count Whthin-batch precision for
WBC count and HCT was within the range of maximuioveable imprecision
for these variables as published in guidelines floe quality control of
hematologic analyzers and was only slightly overliits for HGB and PL¥> 16
However, for LYM and EOS, the within-batch CV vadueanged much higher
than published maximum allowable imprecision liffitsespecially in canine
samples. For GRAN and MONO, no maximum imprecidionts are published,
but the within-batch CV values range is considammwide when compared to
the values calculated when using the same samplébeoSysmex (GRAN CV
1.1- 2.9%; MONO 3.1-11.8%). For the judgment ofegutability as well as for
the method comparison of the Celltac results it lkdae preferable to calculate

the total allowable error for all variablés

In most studies, within-batch precision is repoti@tbe better than between-batch
precision. Surprisingly, in our study, between-bafrecision was superior for
most parameters to within-batch precision, probdglgause abnormal veterinary
samples were included, while the human control $armpnsisted of stabilized

material for the normal range. A linearity studysmaot done on our samples.
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About 12% of canine samples and 25% of feline sampbuld not be analyzed
completely due to error flags (Table 2). No valdes PLT and HCT were
released with the error flag ‘RBC ghost’ and for @WHifferential with the error
flag ‘Can’t diff WBC’. No apparent pathologic chagcould be detected in most
of these samples using other methods, so the refasothe analytical errors
remains unclear. Similar problems with a high petage of samples lacking

WABC differential results have been reported in ptirpedance-based analyZers

Similar to other studies, we performed a correfatanalysis on the method
comparison results. The correlation coefficientsenall found to be < 0.99 and
the median difference between the comparison methas larger than 10% for
several variables (Table 3). The correlation cosdfit cannot be used to judge

accuracy of the methods, since it does not asggesraent but associatign

A comparable percentage of canine and feline sampkye flagged for WBC,
GRAN and HGB outside the reference range on botilyaers (Table 2), and
Bland-Altmann analysis revealed biases close to far these variables in both
species, although feline WBC count displayed muatgdr 95% limits of

agreement than canine samples (Fig. 1 and 2).

A negative bias (i.e. overestimation) for PLT coumtboth, canine and feline
samples was found, and in the corresponding Blaliah plots a proportional
systematic error was apparent (Fig. 1). Felinesjés are difficult to differentiate
in all impedance-based instruments, since theyaaige and show a tendency to
form platelet aggregates, which are then countederRBC channel, resulting in
underestimated respectively thrombocytopenia flaggdf feline PLT by most
analyzer¥ 1® The Celltac, however, systematically overest@sa®LT count in
feline samples in the normal and high value ramggortantly, close inspection
of the values revealed that the Celltac underestisn@LT count in the low range,
i.e. a range from 90- 260 ¥Dby manual PLT count. When using the same
reference ranges, the Celltac therefore reportsriynetwice as many
thrombocytopenic samples than the manual count (¥8%8%, Table 2). This
instrument seems to have an unusual platelet aount in its feline software that
should be corrected. The manufacturer should alssider adding an instrument

error flag for poor separation between erythrocytes platelets.
Significantly more samples were flagged for high TH@ both species when
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compared to the manual method while low HCT wasnfbun comparable
quantities when compared to the manual count (T2plé\ negative bias and a
proportional systematic error was also found in Bi@nd- Altman plots of the
feline samples, but not in the ones for the casaraples (Fig. 2). This systematic
error leads to overestimation of HCT values innelsamples above HCT values
of 25%. While the clinical impact of this error méwg negligible for low and
medium HCT values, it may gain clinical significenwith high HCT values

where deviations of about 9% were detected.

For WBC differential, the manual count was considethe gold standard.
Correlation was good for GRAN count between thdt@eland the manual count
(which includes neutrophils and basophils, sinee@elltac does not differentiate
these cells), but poor for LYM, EOS and MONO coutse difference between
the manual count and the Celltac was high for @aniM¥M count and feline

MONO count (Table 2), the 95% limits of agreemerd quite wide for these
variables and the plots are very spread out (Fam@ 4), indicating that the
methods do not agree. The difference of the Cel&S count to the manual
count was very high in both species, and Bland-Alm plots showed a
proportional systematic error (Figure 4). Poor elations and large differences to
the manual count for WBC differential have alsorb&mind in other impedance-

based instrumerfts

In conclusion, the Celltac alpha is easy to useraathtenance is not very time-
consuming. Leukocytic and leukopenic samples aliabtg detected with the

Celltac. Incomplete results are released for 12%asfine and 25% of feline
samples due to error flags. The instrument givesp@atable results for total WBC
count, GRAN count, HGB concentration and HCT iniparblood samples, but
PLT count is proportionally overestimated. In felibhlood samples both low and
high PLT counts are inaccurate and a proportioystiesnatic error for HCT leads
to overestimation of this variable. The differetia of lymphocytes, eosinophils
and monocytes shows high within-batch imprecisioad the results of the Celltac
do not agree well with manual differentiation. Fetiable WBC differentiation

and in case of incomplete results the evaluatidnladd smears is often necessary.
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4, Figure Legends

Fig. 1: Bland-Altman plots for comparison of canine agtine WBC count (Fig.

1 a and b) and platelet (PLT) count (Fig. 1 c ahdTthe results of the Celltac
were subtracted from the results of the Sysmex, (4, & and from the manual
count for feline PLT count (1 d). The dashed lihews the bias (Sysmex minus
Celltac; manual count minus Celltac), the dottegkdi show the 95% limits of
agreement. The exact values are annotated at tresponding lines. The values
for mean and median of the reference method an€#liéac are inserted below

the figure.

Bias for WBC is close to zero. A negative biasdasrsfor PLT since the Celltac
counts more platelets than the Sysmex (in caningkes) or the observer of the
manual method (in feline samples). Both caninefatide blood samples show a

trend for increased negative bias when the valoieBIET are high.

Fig. 2 Bland-Altman plots for comparison of HGB and HCIhe results of the
Celltac were subtracted from the results of thent&ysfor HGB (2 a and b) and
from the manual count for HCT (2 ¢ and d). The @ashne shows the bias
(Sysmex minus Celltac; manual count minus Celltd®, dotted lines show the

95% limits of agreement.

Bias for HGB is close to zero. When compared to uah®CV values, in feline
samples the negative bias is more pronounced thahei canine samples, the
Celltac measures higher HCT values than the mamethod. A trend for

increased negative bias with high HCT values casdem in the feline samples.

Fig. 3: Bland-Altman plots for comparison of GRAN and LYd&dunt. The results
of the Celltac were subtracted from the resultshef manual count. The dashed
line shows the bias (manual count minus Celltd®), dotted lines show the 95%

limits of agreement. Bias is close to zero for bBBRAN and LYM counts.

50



I1l. Publikation

Fig. 4: Bland-Altman plots for comparison of EOS and MON@unt. The results

of the Celltac were subtracted from the resultshef manual count. The dashed
line shows the bias (manual count minus Celltd®),dotted lines show the 95%
limits of agreement. Bias is negative for EOS coamd an increasing negative

bias is detectable with higher EOS counts in belimné and canine samples.
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5. Figures
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Fig. 1. Bland-Altman plots for comparison of canared feline WBC count
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GRAN, canine (10°/L)
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6. Tables

Table 1: Precision of the Celltac. Within-batch precisidrten replicates of five
canine and five feline samples. The range of thieatian coefficient (CV in %)
and the range of data measured in the five saniplglsown. Maximum allowed
imprecision according to a published guideline fguality assurance of
guantitative laboratory assays(*) and the Westgard Biological variation
database & desirable quality specificatidn®). Between-batch precision, mean
and SD of stabilized control samples, 20 measur&mehfi one batch on 20

consecutive days.

56



I1l. Publikation

¥0°0=F E00F o910+ 0T 0=F 00° 1= 6l'0=F 0Ll 8T0F as

7’0 SE0 §T LY £Tr 8’8 08T oL Ues]y
001 £8 ¥9 £r F'T [ 19 L'E (%) AD  [onyuod uorspaud gojeq-usamngeg
+£01 U8 *0°E 0T *0°L *0'9 (%) AD uolspaxdu pasofe ‘Xey

I'T-T0 0§-§0 L¥—60 16T-9F TOr—§87 §6—9¢ 8F9— 101 86¢— 6L Buerele(

69¢—F6 00F—T+T S0T—-8L €6-1T 0€-8T €€-91 611-¢S L¢€-8T (%) AD
LT=€0 +1-+0 6€-6T1 €S1-T+ 8T1S—T1'1T 8°01—8'€ 60F— €8T 90T —+'9 =Buereeq

T8 —807 €H6—T8T OIS —S€1 6709 6T-C1 €F—TT TL-9¢ 8T-1T (%) AD
Ws01) (W01 (W01 W01) (%) (Urowm) (/501  (1/607)

ONOIN SOH AT NVAED LOH g45H L1d 2dM

yE2 motsxd gajeq-uIIIAy

Sop uorsaad yareq-urgpay

57



I1l. Publikation

Table 2 Analytical error flags (Error flag ‘RBC Ghost’nsufficient red blood
cell lysis, error flag ‘can’t diff WBC’: unable tanalyze the 4-part differential
WBC count; &: eight samples were flagged with bettors) and flags for values
outside the reference range in canine and felioedobamples. The same samples
were flagged ‘outside reference range’ on bothyameab for the variables WBC
count, GRAN count and HGB. Values with a statidtisgnificant difference

p < 0.05 to the Celltac are marked witfFisher's Exact test). NA: not applicable
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Table 3 Spearman’s correlation coefficient (r) and meddifference in %

(% Diff.) of the Celltac results compared to thosethe Sysmex or manual

methods. NA: not applicable
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7. Letter of Acceptance

Von: Weber, Karin

Gesendet:Mittwoch, 17. Oktober 2012 09:37
An: Barbara von Beust

Betreff: AW: VCP-11-1756.R3

Dear Dr. von Beust

please find attached the edited version. Authonses4 affiliations/ address are

verified and do not need any changes.

The proposed changes have been accepted in thenxihe comments have been
taken care of except comment #1 which | also conteteon because | don't
understand it (see text).

Thank you ver much for your time and effort in gditing process.
Kind regards

Karin
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Von: Barbara von Beust [mailto:barbara.vonbeust@blusijn
Gesendet:Samstag, 13. Oktober 2012 01:03

An: karin.weber@Imu.de

Betreff: VCP-11-1756.R3

13 October 2012

Dear Dr. Weber,

Your article entitled Validation of the automated Hematology Analyzeli@el
Alpha for canine and feline blood samplés’being edited for publication in
Veterinary Clinical Pathology. It will be an exa&ik contribution to an upcoming
issue of the journal. Your article has been editedjrammar, style, and
consistency. Please refer to the attached Wordndentiand consider the editorial
suggestions, comments listed in the manuscripaedtions listed below in this
message (also attached). | would appreciate rexgpour response within 14

days.

| suggest you may make your revisions directlylmdttached manuscript in
track mode, either by accepting the proposed clsaogby further editingOnce
these changes are made or approved, your artiilbevsent to the publisher for
copyediting and layout. You will have the opportyrid review the final proofs

of the article prior to publication.

Please let me know if you have any questions. texpate your consideration and

look forward to working with you towards the pulalion of your paper.

Dr. Barbara R. von Beust
Co-Editor-in-Chief
Veterinary Clinical Pathology

Changes have been made throughout the text to conform to journal style and

use of language. Please read the entire manuscript very carefully to ensure that
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unintentional changesin meaning have not occurred.

1) Title: -

2) Names, Co-authors, AffiliationsPlease confirrmames and affiliations of
all authors. Affiliations of all authors should be where thegre at the time the

work was performed.

3) Mailing and E-mail address Please verify your mailing and email

addresses.

4)  Key words:-

5) Abstract: The abstract has been edited. Please confirnOKis
a) Introduction sectionPlease confirm rephrasing is OK.

b)  Materials and methods sectionPlease confirm rephrasing is OK and

address comments.
c) Results sectionPlease confirm rephrasing is OK and address cortgne

d) Discussion sectionPlease confirm rephrasing is OK. Please addresgss

addressed in comments and edit unclear statements.

6) ReferencesReferences and reference citations — please ssld@mmment
for ref. 17.

7)  Acknowledgements:
8) Tables:-
9)  Figures:Figure captions have been slightly edited, plezsept of edit.

Please see also Author Guidelines at
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/%Z3$N%291939-
165X/homepage/ForAuthors.html).
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V. DISKUSSION

Die Blutanalyse ist ein wichtiger Bestandteil desgdostischen Vorgehens in der
Veterinarmedizin. Kompakte automatisierte hamatskdge Analysegerate mit
einem begrenzten Angebot an analysierbaren Parame&rden trotz begrenzter
Kapazitat fur Tierarztpraxen als nudtzlich eracht€derdte mit weniger
analysierbaren Parametern haben einen niedrigeraschaffungspreis und
geringeren Wartungsaufwand als komplexe Systemeheein kommerziellen
Laboren zu finden sind, und kdnnen dennoch belestBegebnisse zeitnah in der

eigenen Einrichtung liefern.

Manuelle Methoden sind zeitaufwandig und persotetisiv. Insbesondere bei
der manuellen Zellzéhlung und -differenzierungest hoher Grad an Variation
der Ergebnisse, abhangig von der subjektiven Eitgahg und den Fahigkeiten
der durchfihrenden Person festzustellen, so dassMidissunsicherheit steigt.
Durch Analyse vor Ort kann auch die Alterung dentBtobe durch den Versand
an ein externes Labor als mdgliche Fehlerquelle diir falsches Ergebnis

vermieden werden.

Wichtige Parameter, die im Entscheidungsprozessdkei Anschaffung eines
automatischen Analysegeréates bertcksichtigt werdeltten, sind Prazision,
Richtigkeit, Messgeschwindigkeit, Benutzerfreunilkeit sowie die Kosten fir

die Analyse einzelner Proben.
VERGLEICHSMETHODEN

Die Messergebnisse des in dieser Studie zu vadidoeEm Gerétes Celltac alpha
wurden mit denen des XT2000iV (Sysmex) verglichBei der Erfassung der
Thrombozytenzahlen bei Katzen, Hamatokrit bei Hindad Katzen sowie die
Differenzierung der Leukozyten wurde eine manuellszahlung als

Vergleichsmethode der Wahl herangezogen.

Obgleich die manuelle Auszéhlung aufgrund der \Mfamain der Durchfiihrung
und/oder Auswertung unpréazise sein kann und daimé& Blessunsicherheit mit
sich bringt, stellt diese dennoch die Referenznaghfiir die Auswertung von
Thrombozytenzahlen bei Katzen und der Erstellungesi Leukozyten-

Differentialblutbildes bei Hunden und Katzen dar.
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Der Sysmex wurde aus diversen Grinden als besondgmsignetes
Vergleichsgerét erachtet. Es existieren bereittreighe Validierungsstudien und
das Gerat ist deutlich héher technisch ausgestdieter Celltac. Die Moglichkeit
Thrombozyten sowohl durch Impedanz als auch durpkische Erfassung
analysieren zu konnen, war hinsichtlich der Probigknbei der Zéhlung der
Thrombozyten in Proben von Katzen von besonderderdasse. Aufgrund der
bekannten Problematik mit Impedanz-basierter Megswnrde bei Katzenproben
standardmalig die im optischen Kanal gemessenesmbluzytenwerte (PLT-O)

verwendet.
ERGEBNISSE

Der Celltac alpha konnte zuverlassig Leukopeniett beukozytosen in Proben
von Hunden und Katzen erkennen. Somit waren die sMegen zur

Leukozytengesamtzahl belastbar. Die klinikeigenefeRenzbereiche wurden bei
allen  hier  angewendeten Methoden  bertcksichtigt  undurch

Softwareeinstellungen im Sysmex und Celltac hietgrl Die Messungen zur
Anzahl der Granulozyten, der Hamoglobinkonzentrasowie dem Hamatokrit
bei Hunden wiesen eine akzeptable Ubereinstimmunglen Ergebnissen der

Referenzmethoden auf.

Die Ergebnisse der Leukozytendifferenzierung (Z#llen fir Lymphozyten,
eosinophile Granulozyten und Monozyten) stimmertnic ausreichendem Maf3
mit denen der manuellen Auswertung Uberein. Daduddss die manuelle
Auszahlung aktuell den Goldstandard darstellt, @e Nditzlichkeit der
Leukozytendifferenzierung mithilfe des Celltacsktimischen Einsatz in Frage zu

stellen.
ERGEBNISSE THROMBOZYTEN

Seit 1988 gilt international die manuelle Auszallwer Thrombozyten als der
Goldstandard (ICSH, 1988). Die Prazision dieserhddé wird allerdings nicht
als zufriedenstellend angesehen. In der Humanmmedvaid die Variation mit
Variationskoeffizienten von 10 - 25% beschriebergnw die Auszahlung von
verschiedenen Personen durchgefuhrt wird (Harrisbnal. 2000). Prazisere
Thrombozytenmessung liefert der Sysmex durch Fhrenez-
Durchflusszytometrie. Bei Hunden, Katzen und Pferdeurden bei der
Auszahlung im optischen Kanal (PLT-O) Variationdiaeenten von 2-4%
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erreicht (Lilliehook and Tvedten 2009a).

Bei der Thrombozytenmessung mit dem Celltac wurdeetgell eine negative
Abweichung (Bias) zur manuellen Auszahlung (Katzen)l zu den Werten des
Sysmex (Hunde) festgestellt, der sich als propogier systematischer Fehler
erwies. Dabei wurden speziell bei Katzenproben moitmalen und Werten im
oberen Referenzbereich permanent héhere Thrombozgtee ausgewiesen als
durch die jeweilige Vergleichsmethode. Somit wurdenThrombozytenwerte als
falschlich hoch ausgewiesen. Dies hatte zur Falgss Proben weniger haufig
mit Thrombozytopenie gekennzeichnet wurden. Beb®nomit geringen Werten
von 90 - 260 x I%ellen/uL  wurde die Thrombozytenzahl wiederum

unterschéatzt.

Thrombozyten der Katze kénnen aufgrund von Polyimolgnie und der Tendenz
zur Aggregation nur schlecht mit der Impedanzmethgézahlt werden und
werden aufgrund der sich tUberschneidenden ZellgroR&ufig als Erythrozyten
gezahlt (Norman et al. 2001a, Pastor et al. 19B®se fehlerhafte Zuweisung
fuhrt eigentlich zu niedrigeren Thrombozytenwert@md somit zu haufigeren
Meldungen einer Thrombozytopenie. Nach diesen Gagediten besteht somit
bei den meisten Geraten die Gefahr einer fehleghafMeldung einer

Thrombozytopenie, die als Pseudothrombozytopenigzuerdnen ist. Eine
.echte“ Thrombozytopenie (< 200 x32ellen/uL) bei Katzen ist selten, wie in
einer retrospektiven Analyse von 3300 Katzenbluiprogezeigt wurde. Nur 41
(1,2%) der Katzen hatten eine "echte" Thrombozytapé€Jlordan et al. 1993). In
einer weiteren Studie mit 359 Katzen, wurden einateRvon 71%

Thrombozytopenie mithilfe impedanzbasierter Ger&drmben. Nach manueller
Auszahlung in diesem Versuch hatten jedoch nur robdh (3,1%) tatsachlich
einen Thrombozytenwert von < 200 x*R&llen/uL (Norman et al. 2001a).

Um Aggregatbildung zu vermeiden, wurde in einerd&wusatzlich zu EDTA
Prostaglandin E1 den Blutproben von Katzen beigemig\ls diese im optischen
Kanal vom Sysmex XT2000iV gemessen wurden, wurdereniger
Pseudothrombozytopenien ausgewiesen als durch afglmgmethoden. Somit
konnte gezeigt werden, dass mithilfe weiterer Beiwbg der Blutproben von
Katzen  mdglicherweise  eine  zuverlassigere  Aussageber U den

Thrombozytenstatus von Katzen mdglich ist (Tvedted Johansson 2010).
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Wie Studien belegen, ist die Unterausweisung vorombozyten aufgrund der
Uberschneidung in ZellgroRe zu Erythrozyten einbRnm, welches aktuell
technisch noch nicht komplett zu I6sen ist. Einestdlnsweisung aufgrund der
Kalibrierung der Software liefert dennoch auch keifdsung dieses Problems. Es
sollte Uberdacht werden seitens des Herstellers Stitware diesbezuglich
anzupassen und eine weitere Fehlermeldung zu ietegr die auf mangelhafte

Trennung von Erythrozyten und Thrombozyten hinweist
ERGEBNISSE HAMATOKRIT

Erhebliche Unterschiede bei den Hamatokritmessungen Katzenproben
wurden zwischen dem Celltac, dem Sysmex und deruail@m Methode
festgestellt. Laut Messungen des Celltacs, wiesen die dreifache Anzahl der
Proben Hamatokritwerte aul3erhalb des oberen Redesezichs (> 44%) auf als
die Messungen des Sysmex und die der manuellenodetargaben. Hamatokrit
(packed cell volume, PCV) ist der Volumenanteil vBrythrozyten (%) am
Gesamtblutvolumen. Die Parameter MCV und Erythreaghzahl wurden in
dieser Studie nicht explizit verglichen zwischenrsehiedenen Methoden.
Denkbar ware dennoch, dass falls zahlreiche Thragtba als Erythrozyten
gemessen werden, die gemessene Erythrozytenanadorcth erhdoht werden
wirde. Eine erhdhte Erythrozytenanzahl wirde pribgaell zu einem erhéhten
Hamatokritwert fuhren. Weitere Auswertungen wéaraforderlich um diese

Theorie zu bestatigen.
ERGEBNISSE LEUKOZYTEN

Die manuelle Methode wurde als Goldstandard zurkbeytendifferenzierung
angesehen. Einzelne Subpopulationen der Leukozyteinden zuverlassig
detektiert. Die Messungen von Granulozyten der raatschen und manuellen
Methoden entsprechen einander mit hoher Korrelatind lediglich geringen
Abweichungen (Bias), wahrend Ergebnisse der Lymptesenessungen nur
geringe Korrelation aufweisen mit hoher Streuung [datenpunkte bei Hunden

und Katzen.

Geringe Abweichungen (Bias) wurden bei den Zeleahifiir eosinophile

Granulozyten und Monozyten festgestellt. Bei hoher&ellzahlen der

eosinophilen Granulozyten wurde jedoch ein TrendUterschatzung durch den

Celltac ersichtlich. Die Ubereinstimmung der Webtdder Zellarten zu anderen
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Methoden war sehr gering. Da der Vergleich zwiscdem XT2000iV und der
manuellen Methode gute Korrelation fiir Lymphozytelapsinophilen und
Monozyten zeigte, kann die Schlussfolgerung, das<elltac nicht sehr akkurat

bei der Differenzierung dieser Zelltypen, ist egfah.
MESSSICHERHEIT

Die Richtigkeit der Messungen des Celltacs wurdeaad des Vergleichs zum
Sysmex XT2000iV und zu manuellen Methoden beweBé. Uberschneidung
der verschiedenen Ergebnisse kann erfahrungsgencéi® bei 100% liegen,
allerdings ermdglicht eine Evaluierung mittels Riafdltman-Analysen die
Beurteilung der allgemeinen Abweichung des neueréi@e im Vergleich zu

etablierten Methoden.

Die Ergebnisse des Celltacs fur LeukozytenzahlehHiémoglobinkonzentration
kdnnen als akkurat fur beide Tierarten betrachtrtien, da die Korrelation hoch,
wahrend die Abweichungen zu anderen Methoden gewimdy klinisch nicht

relevant waren. Ergebnisse zu Hamatokrit bei Hundemessen durch den
Celltac stimmten in hohem MalRe mit Ergebnissen vEiR000iV sowie

manueller Erhebung uberein. Dagegen zeigte sichdeei Ergebnissen des
Hamatokrit bei Katzen ein systematischer Fehledwioh héhere Werte berichtet
wurden als die manuelle Auszahlung ergaben, wiehdwlen dazugehorigen
Bland-Altman Plot und einer Abweichung (Bias) vat.6 deutlich wurde. Es
zeichnet sich ein Trend zur groReren Abweichung Aibbhangigkeit von

ansteigenden Mittelwerten ab.

Die Messungen des Celltacs zeigten, dass KatzernVengleich zu anderen
Messmethoden vermehrt einen Uber dem physiologiscReferenzbereich
liegenden Hamatokrit aufweisen. Dieser Effekt kénatif die falsche Zuordnung
von Thrombozyten als Erythrozyten aufgrund der kpgpenden Zellgrof3e
zurlckzufuihren sein. Leider liegen in dieser Stukkéne expliziten Werte zu
MPV und Erythrozytengesamtzahl vor. Somit mussteierzh weitere

Untersuchungen getatigt werden, um die genau Uesd¢in den erhdhten
Hamatokritwert bei Katzenproben zu erklaren. Diei&the Relevanz dieses
Fehlers hélt sich fir niedrige und mittlere Hamaitelerte in Grenzen, bei hohen
Werten kann eine Relevanz bestehen, da eine Abwmgckon 9% festgestellt

wurde.
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Eine Aussage Uber den hamatologischen Zustand &loedes in Behandlung
mithilfe der Gesamtanzahl der Leukozyten, neutiephi Granulozyten,

Thrombozyten und Erythrozyten ist mit hoher Medssibeit durch den Celltac
moglich. Die zuverlassige Kennzeichnung des Celltier abnormalen Proben bei
Hunden wird durch die hohe Uberschneidung der Wantischen den Geraten
und den manuellen Methoden bei Leukozytose, LeukiepeNeutropenie,

Thrombozytopenie und Hamatokrit aul3erhalb des Re#lrereiches verdeutlicht.
Diese Hinweise haben durchaus klinische Relevane,baispielsweise weitere
diagnostische Schritte einzuleiten oder um die Kaontlikation einer Therapie zu

stellen.
PRAZISIONSMESSUNGEN

Prazisionsmessungen wurden in dieser Studie nuddur Celltac durchgefihrt
und anhand des Variationskoeffizienten bewertet. Zariationskoeffizient (%)

zeigt das relative Streuungsmal.

Die Prazision des Celltacs innerhalb einer Messeib (within run) in Bezug
auf Leukozytenzahl und Hamoglobinkonzentration (WB&%, HBG< 4,3%)
war im Vergleich zu anderen Analysegeraten wie @&mmex (WBC< 1,77%,
HGB = 0,93%) und den sieben von Becker et al. ésdkn Analysegeraten
(WBC 1,4 -3,2%, HGB 0,6 - 2,9%) unterlegen (Beckeral. 2008, Lilliehook
and Tvedten 2009a). Jedoch waren die Ergebnissh aktuell publizierten
Referenzbereichen noch ausreichend fir die Analygm Hund- und
Katzenproben (Klee 1990, Bundesarztekammer 2001l)swArtungen des
Hamatokrit mit einem Variationskoeffiziest3% wurde fur sowohl Hunde- als
auch Katzenproben erreicht. Da die manuelle Zahlwog Thrombozyten
aufwandig, ungenau und zeitintensiv ist, ist eing/ezlassige automatisierte
Zahlung durchaus winschenswert. Multiple Messundea Celltacs anhand
Thrombozyten zeigten geringere Prazision als Magsumes Hamatokrit, wobei
bei Katzen € 11,9%) eine geringere Prazision als bei Hunden,2%) erreicht
wurde. Die Ergebnisse sind fur beide Tierarten dén klinischen Gebrauch
ausreichend prazise, wobei hier erneut die Richtighinterfragt werden muss.
Die maximal zuléassigen Variationskoeffizienten bei der
Leukozytendifferenzierung wurden nicht eingehalBandesarztekammer 2001,
Ricos 1999). Die manuelle Methode gilt weiterhirs @oldstandard in der

Leukozytendifferenzierung aufgrund der Messsichierhe obgleich
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Variationskoeffiziente von 10 bis 25%, in der Humeedizin dokumentiert
wurden (Harrison et al. 2000). Die Gesamtanzahlem Monozyten und
eosinophilen Granulozyten weisen beim Hund eineet@Nariabilitdt auf als bei
der Katze und auch hier sind die erreichten Vamnskoeffizienten denen der
Messungen vom Sysmex unterlegen. Eine breiterenBa&iung kann auf der
geringen Anzahl der einzelnen Zelltypen basierdieydings ist der Celltac im
Vergleich zu anderen Instrumenten in Bezug auf Riézision durchgehend

unterlegen.

Im Rahmen von Studien wurden ebenfalls Prazisioesomgen zur
Leukozytendifferenzierung innerhalb einer Messreilmeit dem Sysmex
XT2000iV anhand von Patientenproben durchgefuhe.\[ariationskoeffizienten
bei der Prazisionsmessungen mit dem XT2000iV wattarchweg niedriger
(Lilliehook and Tvedten 2009b), bei Lymphozyten a&ogmehr als eine
Zehnerpotenz (Lymphozyten VK Celltac 7,8 — 51,0%, XT2000iV 1,5 — 3,4%)
als die der Messungen des Celltacs. Der Vergletmur bedingt méglich, da

diese Daten nicht im Rahmen derselben Studie erhaibeden.

Die spezifische Identifikation der basophilen Giaayten ist durch den Celltac
nicht gegeben. Basophile Granulozyten werden stsdth laut Angaben des
Herstellers im Granulozytenkanal gemessen. Der 8ysKir2000iV fihrt im
Rahmen der Leukozytendifferenzierung die GesamtdnZér basophile
Granulozyten fur Proben von Hunden und Katzen &@#durch, dass diese
Methode aber auf die Eigenschaften von basophilem@ozyten von Menschen
beruht und diese von den veterinarmedizinischeneBagheiten abweichen,
insbesondere in Bezug auf die Lyseresistenz déerZedind die Ergebnisse leider
nicht zuverlassig (Lilliehook and Tvedten 2009b).

FEHLERMELDUNGEN

Bei den ausgewerteten Katzenproben wurde bei 25% Ri®ben eine
Fehlermeldung durch den Celltac angezeigt. Folgiidisste in der Praxis jede
vierte Probe mittels der aufwéndigeren manuellesz&hlung oder durch andere
Gerate nochmals analysiert werden, vorausgesetzt wasde gentgend

Probenmaterial am Patient daftir gewonnen.

Bei 38 Katzenproben (15%) wurde die Fehlermelduny flckstandige
Erythrozytenmembranen (RBC-Ghost) herausgegeben. es Di kdnnte
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maoglicherweise ein Indiz daflr sein, dass Erythteayvon Katzen resistenter
gegen die vom Celltac verwendete Lysereagenz aladlie anderer Spezies. Eine
Ursache hierfur kdnnte sein, dass das Plasma wndmithrozyten von Katzen
eine andere Osmolaritat haben als das Plasma voisdlen (Chew et al. 1991)
und die Herstellung der Reagenzien sich primar rdem Charakteristika von

menschlichen Blutproben richten.

Bei 34 der Hunde- und 36 der Katzenproben (9% ul¥d despektive) konnte das
vierteilige Differenzialblutbild, auch nach wiedettem Messen mit verandertem
Verdinnungsverhdltnis nicht erstellt werden. Es nten kein eindeutiger
Zusammenhang erkannt werden, weshalb diese Probemt rollstéandig

analysiert werden konnten.

Auch bei anderen automatischen Analysegeraten,deme LaserCyte (Wenger-
Riggenbach et al. 2006), dem CA530-Vet (Roleff le2807) und dem Sysmex
(Lilliehook and Tvedten 2009b) wurden Probleme deollstandigen

Differenzierung der Leukozyten in vergleichbaremf3dabeschrieben. Dies gilt
ebenso fir in der Humanmedizin verwendete, hoclgeerGerate wie dem
Sysmex XT2000i, der das Pendant zum in der Vetariaedizin eingesetzten
XT2000iV darstellt. So berichten Leers et al. imeih Studie bezlglich der
Differenzierung von Leukozyten von Fehlermeldundpen 21% der Proben, die
durch den XT2000i gemessen wurden und folglich eiretere Bearbeitung

erforderten (Leers et al. 2011).

Dies lasst erkennen, dass die automatisierte A@alysn Blutproben von
Patiententieren, welche Abweichungen von den Refbereichen aufweisen,
weiterhin eine technische Herausforderung darstellder Tiermedizin bereiten
vor allem die Differenzierung der Leukozyten und déhlung der Thrombozyten
bei Katzen Probleme, so dass die manuelle Probdmsgmg weiterhin

unumganglich fur eine zuverlassige Auswertung aebén bleibt.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend, ist der Celltac alpha leicht zdieben und fordert nur
geringen Wartungsaufwand. Proben von Patienten Ipeittkozytose oder
Leukopenie werden erfolgreich detektiert. Unvolslifile Ergebnisse im
Zusammenhang mit Fehlermeldungen werden bei bE6%u der Katzen berichtet.
Das Gerat liefert im Vergleich zu Referenzmethoderanuell und Sysmex
XT2000iV) tbereinstimmende Ergebnisse fir Leukoayéhl, Thrombozytenzabhl,
Granulozytenzahl, Hamoglobinkonzentration und H &rkratt bei

Hundeblutproben. Bei Katzenblutproben sind die Bnjgse ebenfalls belastbar
fur Leukozytenzahl, Granulozytenzahl und Hamoglkbieentration, aber
systematische Fehler sind bei der Messung von Thoagien und Hamatokrit
vorhanden. Bei hohen H&amatokritwerten kann diesehlgf auch Kklinisch

signifikant sein. Ein moglicher Softwarefehler, ddie Uberausweisung der
Thrombozytenzahl zur Folge hat sollte durch denstédler gepruft werden und
die Software dementsprechend angepasst werden.Pidigrammierung einer
zusatzlichen Fehlermeldung fir mangelhafte Differemung von Thrombozyten
und Erythrozyten konnte fir den Anwender ein wigatiund hilfreicher Hinweis
sein. Die Differenzierung von Lymphozyten, Eosinibgrn und Monozyten ist
nicht zuverlassig fir Proben beider Tierarten, satir geringer Ubereinstimmung
zur Vergleichsmethode und niedriger Préazision. Urnme e zuverlassige
Leukozytendifferenzierung zu gewabhrleisten, ist dianuelle Evaluierung der

Blutausstrichen erforderlich.

Zu den Vorteilen des Celltacs zahlen, neben derzewrEinarbeitungszeit
aufgrund der intuitiven Benutzeroberflache und demimalen Zeitaufwand fir
Wartung und Kalibrierung, vor allem das geringeogrtérliche Probenvolumen
von 30 pl. Da haufig nur sehr geringe Volumina atightenproben gewonnen
werden konnen, bertcksichtigt das Design des Ger&i@en wichtigen Aspekt

der Kleintiermedizin.

Allerdings kann das Gerat lediglich zur Anwendung Rahmen eines kleinen
Blutbildes empfohlen werden und es muss bei dezig berticksichtigt werden,
dass die Parameter Thrombozyten bei Hunden undeKaawie Hamatokrit bei
Katzen systematischen Fehlern unterliegen und elaniberprift werden

mussen.
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VI. SUMMARY

The objective of this study is the clinical validet of the fully automated
hematology analyzer, Celltac alpha (MEK-645, Nilkahden, Tokyo, Japan) for
feline and canine blood samples collected withirtiree diagnostic workups in
the Clinic of Small Animal Medicine, LMU, Munich, &many. This was
accomplished using a systematic comparison ofhé/ses from the Celltac
alpha and two established techniques: manual metiod the Sysmex

XT2000iV (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

A total of 623 blood samples (363 canine, 260 &lwere analyzed. Manual
methods were used for the leukocyte differentiaintphematocrit (packed cell
volume), and feline platelet count. The outputh&f hew instrument was analyzed
to determine its precision and its ability to flagoneous or incomplete results.

Correlation and Bland-Altman analyses were usambtopare the methods.

The within-batch precision of the Celltac was ea#dd using five canine and five
feline samples which were each analyzed ten tirmasecutively. The results
showed acceptable coefficients of variation forlheocyte count (< 4%),

platelet count (< 8%), hemoglobin concentratior3¥%y), and hematocrit (< 3%),
while precision was poor for leukocyte subpopulaioComparing these values to
another trial conducted by Lilliehook and Tvedt2Ad9), the Sysmex showed
consistently superior precision values to the @ejlalbeit that this is a cross-trial

comparison.

Leukopenia and leukocytosis were reliably deteetgd the Celltac. The
hemoglobin concentration and the leukocyte courgedywell with the
comparator methods. The coefficient of variationtfe granulocyte count was

2 -9% in cats and 6 - 29% in dogs. The coefficantariation of the lymphocyte
count was 8 - 20% in cats and 13 - 51% in dogs akieg biases as well as
proportional systematic error were apparent forghdd count, feline hematocrit
concentration, and eosinophil count. Analyticabeffags and incomplete results
were reported for 11.8% of canine and 25.4% ohé&samples. This is a relevant
aspect for the clinical setting, since this portidrsamples requires further

processing and evaluation, consuming resources$iraed

To conclude, the Celltac alpha is easy to use aaidtain. Samples with
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leukocytosis or leukopenia were reliably detectdti whe Celltac. Incomplete
results were often returned due to error flagsctviwas the case for every fourth
feline sample. Thereby, re-evaluation and the @iseamual methods become
necessary. The instrument gives acceptable rdsultstal leukocyte count,
platelet count, granulocyte count, hemoglobin catregion and hematocrit in
dog blood samples. In feline blood samples, bothdad high platelet counts are
inaccurate, and a systematic error for hematceaid$ to overestimation of this
parameter. For high hematocrit values, this erray tve of clinical significance.
The differentiation of lymphocytes, eosinophils andnocytes appears to be not
very accurate for both species with very low catiehs and low intra-assay
precision. For reliable WBC differentiation, andciase of incomplete results, the

evaluation of blood smears remains necessary.
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VIII. Abbildungsverzeichnis

VIII. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

1 Ergebnisausdruck einer Kontrollmessung

2 RBC Histogramm (nach Benutzerhandbuch)

3 PLT Histogramm (nach Benutzerhandbuch)

4 ideale Verteilungskurve unter physiologischeniBgdngen des Histogramms
mit Trennung der PLT- und RBC-Populationen (Bentitzedbuch)

5 nicht ausreichende Trennung der PLT- und RBC-Rdipa aufgrund
Mikrozytose mit errechnetem PLT HI SchwellenweréBtzerhandbuch)

6 nicht ausreichende Trennung der PLT- und RBC-Rdipa aufgrund
Makrozytose mit errechnetem PLT Hi SchwellenwBer{utzerhandbuch)

7 WBC Histogramm (Benutzerhandbuch)

8 F1,; Die Leukozytenverteilung kann aufgrund ri&kstiger
Erythrozytenbestandteile nicht analysiert werdeacfnBenutzerhandbuch)

9 F2; Im Histogramm kann die Lymphozytenverteilumcht von den
Granulozyten abgegrenzt werden und somit nichtyareat werden (nach
Benutzerhandbuc

10 F3; Die Granulozytenpopulation kann nicht defitiverden (nach
Benutzerhandbuch)

11 F4; Die Leukozytenzellpopulationen kénnen ndifferenziert werden (nach
Benutzerhandbuch)

12 Ergebnisausdruck einer Katzenprobe mit Fehletamglen F1, F3, F4 und
Thrombozytopenie

13 Berechnungen dasR Programms

14 L&J Diagramm (Benutzerhandbuch)

15 B zugrunde liegenden Berechnungen

16 Dem & D « CV zugrundeliegenden Berechnungen

17 Fehlerkategorien (nach Jensen und Kjelgaard-¢#a?806)
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