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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Hamatologische Untersuchungen von Tierblutproben werden heute routinemalig zur
klinischen Diagnostik, im Rahmen der Lebensmittelkontrolle und
Arzneimittelforschung sowie in der Forschung allgemein durchgefihrt. Blutbilder
werden von Tierarzten regelmalig als praoperative Checks und immer haufiger auch
im Rahmen der optimalen medizinischen Versorgung der Tierpatienten eingeleitet.
Traditioneller Weise wurden diese Blutproben zu grof3en, meist kommerziellen
Labors verschickt oder in der eigenen Praxis anhand zeit- und arbeitsintensiver
manueller Methoden untersucht. Mit zunehmender Verflgbarkeit von
halbautomatischen  und  vollautomatischen =~ Hamatologiesystemen  haben
Pharmaunternehmen, Forschungseinrichtungen und praktizierende Tierarzte die
Mdglichkeit, Blutproben effizienter und akkurater zu analysieren als mit manuellen
Methoden. In der tiermedizinischen Praxis sorgen diese Gerate fur eine schnelle
Probenbearbeitung und erhdéhen die Qualitat der Patientenversorgung und
Besitzerzufriedenheit. In Forschungseinrichtungen fihren technisch aufwendigere
leistungsstarkere Gerate zu einem schnelleren Probendurchsatz und groRRerer
Bearbeitungskapazitat. Sie kénnen eingesetzt werden, um Veranderungen einzelner
Zellpopulationen zu identifizieren oder geringgradige Anderungen von ZellgroRen zu
dokumentieren und quantifizieren.

Nahezu alle Hamatologiesysteme wurden fir den Einsatz in der Humanmedizin
konzipiert und sind fur diese Zwecke evaluiert worden. Fir menschliches Blut liefern
sie daher akkurate und reproduzierbare Ergebnisse. Dass diese Gerate mit dem Blut
verschiedener Tierarten vergleichbar gut arbeiten, kann nicht ohne weiteres
vorausgesetzt werden, da Zahl und Gré3e von Blutzellen sowie Sedimentations- und
Gerinnungsverhalten des Blutes der unterschiedlichen Spezies zu mannigfaltig sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das vollautomatische Hamatologiesystem
CELL-DYN® 3500 auf seine Tauglichkeit in der tierarztlichen Praxis anhand von
vendsem Hunde- und Katzenblut zu Uberprifen. Die Zuverlassigkeit der
Messergebnisse  soll mit  Hilfe  von Prazisionsuntersuchungen und

Vergleichsmessungen mit manuellen Referenzmethoden ermittelt werden
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Automatische Hamatologiesysteme

Da tausende von Zellen pro Analysedurchgang von einem automatischen
Hamatologiegerat untersucht werden, haben diese grundséatzlich hohere Prazisionen
als manuelle Techniken. Die Verringerung manueller Zahlfehler war deshalb auch
einer der Hauptgrinde, warum bereits Mitte der 30er Jahre des 20. Jahrhunderts die
ersten automatischen Techniken zur Blutzellzahlung entwickelt wurden. Eine grol3e
Vielzahl von Geraten, die zumeist fir humane Blutproben entwickelt wurden, ist
seitdem verfuigbar. Untersuchungstechniken, die heutzutage bei Ermittlung des
Blutbildes Verwendung finden, sind die Messung des elektrischen Widerstandes, die
.Buffy Coat Analyse”, die Streulichtmessung, spezielle Zellfarbungs- und
Lichtabsorptionsmethoden sowie eine Kombination aus diesen Methoden. Fir die
Bearbeitung von nichtmenschlichen Blutproben ist es essentiell, dass das
entsprechende Gerat fur eine Multispezies-Analyse evaluiert wurde. Gerate, die fur
Humanblut entwickelt wurden benétigen insbesondere Modifikationen beztglicher
der Erythrozyten- und Leukozytenzahlung (WEISER 1987). In letzter Zeit sind Gerate
auf den Markt gekommen mit Voreinstellungen fir die h&aufiger vorkommenden
Tierarten. Es sind dies der Coulter Z1 oder ZBI, das QBC® VetAutoread™
Hamatologiesystem, der Baker 9110, der VetABC, der CDC Hemovet, der Bayer
Technicon H*1, der Bayer ADVIA 120 und der CELL-DYN® 3500 von Abbott.

Die einfachen Modelle liefern ausschlieBlich Zellzahlungen (Erythro [RBC]-,
Leuko [WBC]- und Thrombozyten [PLT]), wéhrend die komplexeren, neueren Geréte
deutlich mehr Informationen liefern (z.B. Differentialblutbilder). Halbautomatische
Instrumente sind arbeitszeitintensiver und benétigen vorbereitende Schritte wie z.B.
Probenverdinnung. Vollautomatische Systeme verdinnen die Probe, flgen
Lysereagenzien zu, fuhren die Blutprobenanalyse durch und drucken das Ergebnis
abschlieBend aus. Die géangigsten auf dem Markt befindlichen Gerate werden im

Folgenden anhand ihrer technischen Unterschiede besprochen.
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2.1.1 Quantitative , Buffy Coat Analyse*

Das QBC® VetAutoread™ Hamatologiesystem (IDEXX Inc., Westbrook, USA) ist ein
Gerat, welches die speziell fur die Veterindrmedizin optimierte quantitative ,Buffy
Coat Analyse” einsetzt. Diese Technik wurde Anfang der 80iger Jahre entwickelt, um
die Blutzellzéhlung zu vereinfachen (WARDLAW und LEVINE 1983). Das System
basiert auf der Tatsache, dass die unterschiedliche physikalische Dichte der Zellen
diese beim Zentrifugieren in einem Hamatokritréhrchen in verschiedene Schichten
sortiert. Das Gerat gibt Werte fir den Hamatokrit [HCT], die
Hamoglobinkonzentration [HGB], RBC und WBC Zahlungen, Zahlungen der
Gesamtgranulozyten, neutrophilen Granulozyten [NEU], Lymphozyten [LYM],
Monozyten [MONO] und eosinophilen Granulozyten [EOS] (nur bei Hunden und
Rindern), sowie Thrombozyten [PLT], mittleren Hamoglobinkonzentration der
Erythrozytenmasse (MCHC) und eine Retikulozytenprozentzahl aus.

Das QBC® VetAutoread™ Hamatologiesystem ist einfach zu bedienen und fiir den
Einsatz bei den haufiger vorkommenden Tierarten (Hund, Katze, Pferd, Rind) als
Screening-Methode geeignet (LEVINE et al. 1986). Ein Probenvolumen von 111 ul
wird bendtigt und die Ergebnisse stehen nach ca. sieben Minuten zur Verfliigung,
obwohl langere Inkubationszeiten und zuséatzliche Zentrifugationsschritte besonders
bei der Katze ndétig sind, um die Trennung der einzelnen Zellschichten zu verbessern
(HOFMANN-LEHMANN et al. 1998). Das Gerat arbeitet am akkuratesten bei
physiologischen Blutproben. Es identifiziert die meisten Leukozytosen aber nur 57%
der Leukozytopenien korrekt. Retikulozyten und canine eosinophile Granulozyten
werden ebenfalls nur unzureichend erkannt (HOFMANN-LEHMANN et al. 1998).

Der Einsatz des Geréates ist limitiert auf die oben genannten Tierarten und kalkuliert
die Zahlen fir RBC und WBC anhand der Annahme einer ,normalen“ Zellgréf3e und
Zellstruktur. Diese Annahme mag nicht zutreffen bei Tierarten wie z.B. Frettchen,
Kaninchen oder Lamas. Auch fur Reptilien und Vogel liegen keine Untersuchungen

Vvor.
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2.1.2 Widerstands- (Impedanz-) Messung

Es sind derzeit mehrere Gerate verfugbar, die die Zellzahl und Zellgrol3e nach der
Methode der elektrischen Widerstandsmessung erfassen. Diese Technologie macht
sich zu nutze, dass Zellen elektrische Strome schlecht leiten. Das Blut wird hierbei
mit einer Losung verdunnt, deren elektrische Leitfahigkeit hoch ist und so in eine
schmale Rohre zwischen zwei Elektroden verbracht. Auf die Messtechnik wird in
Kapitel 3.2.2.1 ,Methoden der Blutuntersuchung“ naher eingegangen.

Die Impedanz-Messmethode fand erstmals Anwendung in den 50iger Jahren mit den
Coulter particle counters Model A, FN und ZBI (Coulter Corporation, Miami, USA)
und deren Folgemodellen (Model S770, S880, S-Senior). Erstgenanntes Modell war
ein halbautomatisches Einkanal-Gerat zur Partikelzahlung und ZellgroRenanalyse
(DUTCHER 1981).

Verglichen mit moderneren Geraten sind diese ersten Counter zeit- und
arbeitsintensiv, die Messung von WBC und RBC erfolgte separat und die Proben
missen manuell vorverdinnt werden. Diese Verdinnung ist sehr wichtig, um zu
verhindern, dass zwei oder mehr Zellen gleichzeitig in die Messvorrichtung eintreten
(so genannte Koinzidenz, s. Kapitel 3.2.2.1 ,Methoden der Blutuntersuchung®). Um
akkurate Ergebnisse zu erhalten, sollte die Zellkonzentration kleiner 80000 pro pl
Ldsung liegen. Die Ergebnisse werden nach ca. finf Minuten ausgegeben.

Die neueren Gerate (ZBI, Z1 und Z2) haben bereits veranderbare Messschwellen,
die fur eine akkurate Trennung der RBC und PLT im unteren Gré3enbereich (wichtig
fur Tierarten mit kleinen Erythrozyten) und der WBC und RBC im oberen Bereich
sorgen. Es kbnnen so bis zu funf Tierarten analysiert werden. Der Z2 benutzt als
GrolRendiskriminatoren bereits 256 Kanale.

Vollautomatische Hamatologiesysteme mit Veterindrapplikationen sind Counter der
Baker 9000er Serie (Bio-Chem ImmunoSystems Inc., Allentown, USA) und der
VetABC animal blood counter (ABX Hematology Inc., Garden Grove, USA). Diese
Gerate bestimmen gleichzeitig WBC-, RBC- und PLT-Konzentrationen, das mittlere
Erythrozytenvolumen (MVC) und die Hamoglobinkonzentration (HGB). Beide
berechnen anschlieBend den Hamatokrit (HCT), die mittlere
Hamoglobinkonzentration der Erythrozytenmasse (MCHC) und den
Hamoglobingehalt der einzelnen Erythrozyten (MCH). Sie kdnnen ca. 45 Proben pro

Stunde analysieren.
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Der Baker 9110 braucht 40 bis 110 ul Blut je nach Verdinnungsgrad, der VetABC
lediglich 12 ul, was vorteilhaft ist, um z.B. Heimtierblut zu untersuchen. Beim Baker
konnen die Schwellen vom Benutzer angepasst werden und so fur zehn Tierarten
vorprogrammiert werden. Der VetABC arbeitet mit speziesspezifischen
elektronischen Karten in der GrofRe einer Kreditkarte, auf denen samtliche
Messeinstellungen fur die Tierarten Katze, Hund, Pferd, Ratte, Maus,
Meerschweinchen und Rind programmiert sind. Manuelle Korrekturen sind nicht
moglich. Die Linearitat fur den MCV liegt beim Baker 9110 zwischen 50 und
150 Femtolitern (fL), sodass das Geréat Probleme mit Tierarten hat, deren RBC klein
sind (z.B. Ziege und Schaf). Auch durch GréReniberlappung der z.T. sehr grof3en
felinen PLT mit den RBC kommt es zu ungenauen Messungen. Die weitere Spanne
des VetABC fur den MCV (25 bis 300 fL) I6st die Probleme mit den kleinen RBC.
Nach NEUERER und HIRSCHBERGER (1999) sollte das Gerét aber ebenfalls nicht
fur die Bestimmung der felinen Thrombozyten herangezogen werden.

Obwohl beide Gerate ein 3-Zell-Differentialblutbild ausgeben (Monozyten,
Lymphozyten, Granulozyten) sollten die Ergebnisse ebenfalls nicht Gbernommen
werden, da sie beim Baker Counter nicht akkurat sind (KNOLL 2000) und fur den

VetABC bezuglich Differentialblutbildern keine Evaluationsstudie vorliegt.

2.1.3 Durchflusszytometrie

Zwei modernere Hamatologiesysteme, der Bayer Technicon H*1 (Bayer, Fernwald)
und der CELL-DYN®3500 (Abbott, Wiesbaden) bedienen sich der
Durchflusszytometrie zur Messung von Tierblutproben. Wenn Zellen von Laserlicht
durchleuchtet werden, absorbieren und streuen sie Anteile des Lichtes.
Unterbrechungen des Lichtstrahles werden hierbei zur Zellzahlung genutzt, wogegen
Anderungen im Streulichtverhalten des Laserlichtes Aussagen tiber die ZellgroRe
und deren inneren Strukturen (Komplexitat des Zellkernes, Dichte des Zytoplasmas)
ermdglichen (KOSANKE 1999). Beide Gerate sind vollautomatisch und bestimmen
WBC-, RBC- und PLT-Konzentrationen, Hamoglobinkonzentrationen sowie
Differentialblutbilder mit ca. 100 pl Blut. Der CELL-DYN® 3500 ist einfacher zu
bedienen und etwas schneller als der Technicon (Resultate verfugbar nach ca. 45

bzw. 60 Sekunden). Anders als andere moderne Geréte wie z.B. der Coulter STKS,
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2 SCHRIFTTUM

sind beide Maschinen fur den Einsatz in der Tiermedizin vorbereitet (Veterinar-
Software).

Der Technicon H*1 wurde erstmalig von DAVIES und FISHER (1991) fur Tierblut
validiert. Neun Spezies (Ratten, Mause, Hunde, Kaninchen, Cynomolgus Affen,
Rhesus Affen, Katzen, Pferde und Menschen) sind in der Multi-Spezies-Software
vorprogrammiert. Nachtragliche Anpassungen sind nicht méglich, sodass akkurate
Resultate von Tieren mit ungewohnlichen RBC (z.B. Lamas oder Ziegen) nicht zu
erzielen sind.

Die CELL-DYN® 3500 Veterinarsoftware basiert auf Daten fiir Humanblut und kann
individuell fir mehr als 50 Tierarten im jeweiligen Labor modifiziert werden. Um die
Schwellenwerte des Lasers einzustellen (gain settings) mussen mindestens flnf
physiologische Blutproben einer neuen Tierart herangezogen werden und die
Ergebnisse gleichzeitig anhand von Referenzmethoden uberprift werden. Da diese
Einstellungen sich deutlich von Gerat zu Gerat unterscheiden, muss dieser als
Kalibration bezeichnete Prozess bei jedem neuen Gerat individuell durchgefuhrt
werden.

Obwohl beide Gerate die Durchflusszytometrie nutzen, unterscheiden sich die
Messtechniken deutlich voneinander. Der Technicon H*1 benutz eine einzigartige
Zwei-Winkel-Streulichttechnik fur die RBC und PLT Zahlung sowie fir die MCHC
Messung. Hierbei werden Erythrozyten zunachst fixiert und abgerundet, um Artefakte
durch unterschiedliche Richtungen der RBC zum Laserlicht zu mindern. Sobald RBC
und PLT das Laserlicht passieren, werden individuelle Messungen an jeder Zelle
vorgenommen. ,Klein-Winkel-Streulicht” korreliert mit der Zellgré3e, Recht-und-Grol3-
Winkel-Streulicht dagegen mit interner Granularitat und Dichte der Zelle. Hierbei
verhalt sich die intrazellulare Hamoglobinkonzentration linear zu dem RBC-
Refraktivitats-Index (gemessen als ,Gro3-Winkel-Streulicht”). Diese Technik
verbessert die Trennbarkeit von RBC und PLT, da beide Zellarten unterschiedliche
Refraktivitats-Indizes besitzen und ermdglicht genauere Aussagen uUber abnormale
RBC. Basierend auf Zellgrole und Hamoglobinkonzentration werden RBC
klassifiziert als makrozytar, mikrozytar, hypochrom oder hyperchrom. Trotz dieser
vorteilhaften Methodik ist es auch mit dem Technicon H*1 wie schon bei den
Impedanz-Counter erwahnt, nicht moglich, feline Thrombozyten akkurat zu
bestimmen (LIEDL 1996). Nach TASKER et al. (2001), der verschiedene

Hamatologiegerate mit der Referenzmethode ,Zahlkammer® verglichen hat, konnte
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2 SCHRIFTTUM

keines der Gerate die PLT-Zahl akkurat wiedergeben. Die beste Methode in dieser
Studie war die Schatzung der felinen PLT-Zahl anhand von Blutausstrichen.

Der CELL-DYN® 3500 benutzt die traditionelle Impedanz-Messtechnik fir die
Zahlung von RBC und PLT (s. Kap. 3.2.2.1.2 ,Erythrozyten- und Thrombozyten-
bestimmung®).

Auch die Messtechnik der Leukozyten (Zahlung und Differenzierung) unterscheidet
sich bei beiden Geraten. Auf die Technik des CELL-DYN®3500 wird in dem
entsprechenden Kapitel ,Leukozytenbestimmung® in Material und Methoden néher
eingegangen (Kap. 3.2.2.1.1).

Die Bestimmung der Leukozytenkonzentration erfolgt beim Technicon H*1 anhand
einer Doppelmessung mit zwei voneinander unabhangigen Messmethoden. Die erste
Messung erfolgt im Peroxidasekanal, die zweite im sog. Kernsegmentierungskanal.
Beiden Messmethoden liegt das Prinzip der optisch-elektronischen Zellzéhlung
zugrunde. Ein Unterschied besteht nur in der Art der Streulichterfassung beider
Kanale (SCHNEIDER 1989a).

Im Peroxidasekanal wird die durchflusszytometrische kombiniert mit einer
automatisierten zytochemischen Messung und so eine Zellzdhlung und eine
Zelldifferenzierung vorgenommen. Hierbei werden die Leukozytensubpopulationen,
die sich von einander durch ihre GréRe und die Intensitat ihrer Peroxidaseaktivitat
unterscheiden, aufgetrennt. Bei den meisten Spezies besitzen z.B. die eosinophilen
Granulozyten die hochste Peroxidaseaktivitdt, wahrend Lymphozyten Uberhaupt
keine Aktivitat aufweisen.

Im Kernsegmentierungskanal wird das Zytoplasma der Leukozyten aufgeldst und die
nackten Zellkerne klassifiziert als polymorphkernig oder mononukleéar. Anschlie3end
werden die Zellen nach ihrer Grof3e eingeteilt. Basophile Granulozyten werden von
anderen Leukozyten dadurch unterschieden, dass ihre Zellmembran resistent
gegenuber dem Lysereagenz ist. Eine Diskrepanz der Ergebnisse aus beiden
Messungen wird vom Technicon durch Angabe von Warnungen (,flags) vor
bestimmten Zelltypen (z.B. unreife/stabkernige Granulozyten, Blasten oder
kernhaltige Erythrozyten) kommentiert. Die Ergebnisse der Analyse werden vom
Gerat anhand mehrerer Histogramme (RBC und HGB) und Punktwolkendiagramme
graphisch dargestellt. Es wurde von TVEDTEN (1993a) eine Multispezies-Anleitung
zur Interpretation der RBC- und WBC-Zytogramme herausgegeben.
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Nach der Arbeit von LIEDL (1996) werden, trotz der besseren Technik im Vergleich
zur Impedanz-Methode, die PLT der Katze nicht zuverlassig gemessen. Ebenfalls
kritisch sollten die Daten der automatischen Blutzelldifferenzierung betrachtet
werden. Aufgrund des Mangels an Peroxidase in den felinen eosinophilen
Granulozyten werden diese Zellen vom Technicon H*1 nicht erkannt (JAIN 1993).
Probleme hat das Gerat auch bei der zuverlassigen Differenzierung von Monozyten
und basophilen Granulozyten von Hunden und Katzen.

Das neueste Gerat von Bayer mit Veterinarapplikationen ist der ADVIA 120 (Bayer,
Fernwald). Er kann zu den beim Technicon H*1 genannten Spezies auch Blut von
Meerschweinchen, Ziegen, Rindern und Schafen analysieren. Basierend auf der
Technik des Technicon H*1 kann der ADVIA 120 bis zu 120 Proben pro Stunde
verarbeiten und ist damit noch einmal deutlich schneller als alle bislang erwahnten
Gerate. Nach der Erfassung der RBC-Daten schliel3t der ADVIA 120 eine weitere
Messung an, bei der er die Niedrig- und Hochwinkelstreulichtsignale verstarkt und so
eine verbesserte PLT-Auflésung erzielt. Die PLT-Zahlung wird genauer, ebenso die
PLT-GroRenmessung (mittleres Plattchenvolumen, MPV). Diese zweite Messung
ermdglicht zudem die Bestimmung eines weiteren Parameters, des sog. MPC (mean
platelet component) (ZELMANOVIC und HETHERINGTON 1998). Der MPC konnte
fur die Veterindrmedizin interessant sein, da er sich in der Humanmedizin als
Malfl3stab fur den Aktivitatszustand der PLT zu eignen scheint und wesentlich weniger
aufwendig ist als alternative Methoden wie Fluoreszens-Durchflusszytometrie oder
Dichte-Gradienten-Analyse (CHAPMAN et al. 1996 und 2003, MACEY et al. 1999).
Zusatzlich fuhrt der ADVIA 120 automatisierte Retikulozyten-Zahlungen durch.

Der ADVIA 120 wurde von MORITZ (2000) fur Hunde- und Katzenblut evaluiert. Vom
selben Autor sind kirzlich auch Referenzwerte fur den ADVIA 120 bei Hunden und
Katzen publiziert worden (MORITZ et al. 2004).

Das Gerat erwies sich als zuverlassig in der hdmatologischen Routinediagnostik.
Insbesondere die eosinophilen Granulozyten der Katze, deren Differenzierung fir
den Technicon H*1 ein grof3es Problem darstellte, korrelierten beim ADVIA 120 mit
der manuellen Referenzmethode deutlich besser (r > 0,800). Da der ADVIA 120
Thrombozytenaggregate guantifizieren kann, konnten auch die
Thrombozytenkonzentrationen bei der Katze vom Gerat tbernommen werden, wenn
die Anzahl der Aggregate kleiner 1000 war (MORITZ et al. 2004). Die Zahl der

Retikulozyten scheint nur gut mit der manuellen Referenzmethode
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Ubereinzustimmen, wenn ausschlieBlich die aggregierten Retikulozyten (Typ 3)
gezahlt werden (MORITZ et al 2004). Zum Beleg dieser Hypothese sind aber weitere
detaillierte Studien notig.

2.2 Manuelle Methoden

Auf die Art und Durchfihrung der manuellen Methoden der Blutzellanalyse wird im
Kapitel ,Material und Methoden“ ausfuhrlich eingegangen. Sie sind in der
veterinarmedizinischen Literatur gut dokumentiert (KRAFT und DURR 1995, KNOLL
und ROWELL 1996, JAIN 1986).

Die systematische mikroskopische Blutzelldifferenzierung umfasst eine Leukozyten-
und Thrombozytenschatzung (mit dem Vermerk, ob Thrombozytenaggregate
erkennbar sind), eine Beurteilung der Leukozyten- und Erythrozytenmorphologie und
die eigentliche Leukozytendifferenzierung. Die Richtigkeit dieser manuellen
Referenzmethode hangt ab von der Qualitdt des Blutausstriches und wird zudem
beeinflusst durch den Bereich, der zur Differenzierung herangezogen wird, von der
Anzahl der Zellen, die beurteilt werden und von der Anzahl der einzelnen Zelltypen,
die in der Blutprobe vorhanden sind. Die mikroskopische Blutzelldifferenzierung
bedarf einer grof3en Portion Erfahrung und Fachkenntnis, um die weite Spanne an
Blutabnormalitaten, die vorkommen konnen, korrekt zu identifizieren. Einige
Farbatlanten mit Abbildungen normaler und pathologischer Blutzellen verschiedener
Tierarten sind in der Veterinarmedizin verfigbar (HAWKEY et al. 1989,

REAGAN et al. 1998).



3 EIGENE UNTERSUCHUNG

3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielvorstellung

Die Evaluation des Hamatologiesystems CELL-DYN® 3500 soll unter Routinelabor-
bedingungen erfolgen. Die hierflr benétigten vendsen Hunde- und Katzenblutproben
stammen von klinisch gesunden und kranken Tieren und werden im normalen
Laborbetrieb untersucht. Anhand von Prazisionsmessungen sowie in einem
Methodenvergleich sollen die vom Gerat ausgegebenen Messergebnisse Uberprift
werden. Zusatzlich soll der Einfluss der Blutalterung oder Blutlagerung auf die
automatische Zellzdhlung und Blutzelldifferenzierung untersucht werden. Die
Ergebnisse werden statistisch ausgewertet und graphisch oder tabellarisch

dargestellt.

3.2. Material und Methoden
3.21 Material

3.2.1.1 Patientengut

Die Hunde- und Katzenblutproben stammen von ambulanten und stationdren
Patienten der Medizinischen Kleintierklinik und der Chirurgischen Tierklinik der
Universitdt Minchen. Um mdglichst den gesamten Messbereich des Geréates
auszutesten, wird der Untersuchung sowohl das Blut klinisch gesunder, als auch das
kranker Tiere zugefihrt. Die Auswahl erfolgt hierbei zufallig und ist weder abhéngig
von Rasse, Alter, Geschlecht der Tiere, noch der Art der Krankheit der Patienten.

Uberpriift werden die Parameter Leukozytenzabhl, Erythrozytenzahl,
Thrombozytenzahl,  H&moglobinkonzentration, = H&amatokrit, Lymphozytenzahl,
Monozytenzahl und Zahl neutrophiler, eosinophiler und basophiler Granulozyten.

10
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Zur Auswertung gelangen insgesamt je 315 Hunde- bzw. Katzenblutproben. Diese
teilen sich wie folgt auf:

Im Methodenvergleich werden je 100 Hunde- und Katzenblutproben analysiert sowie
je Tierart 200 Blutausstriche mit den vom Gerét erstellten Differentialblutbildern
verglichen.

Fur die Prazisionsmessungen werden je funf Blutproben pro Tierart verwendet.

Zur Uberpriifung der Lagerfahigkeit des Blutes werden je finf Blutproben pro Tierart
bei Raumtemperatur und Dunkelheit bzw. im Kuhlschrank gelagert, untersucht.

3.2.1.2 Probenmaterial und Probenlagerung

Als Probenmaterial dient bei beiden Tierarten mit Gerinnungshemmer versetztes
Vollblut. Die Blutentnahme erfolgt nach Rasur der Punktionsstelle unter sterilen
Kautelen durch Punktion der Vena cephalica antebrachii oder der Vena saphena
lateralis mit einer sterilen Einmalkanile (Sterican 0,9 x 40 mm der Fa. Braun
Melsungen AG, Melsungen). Das Blut wird unmittelbar in mit EDTA beschichtete
Rohrchen (1,2 bis 2 mg/ml Blut) der Fa. Sarstedt (NUmbrecht) aufgefangen.

Die Blutanalyse mit dem CELL-DYN® 3500 sowie die Aufbereitung der Proben fiir die
manuelle Zellzdhlung, die Beschickung der Mikrohamatokritzentrifuge und die
Bestimmung der Hamoglobinkonzentration am Photometer erfolgt innerhalb von
maximal einer Stunde nach der Blutentnahme.

Die Blutausstriche werden auf fettfreien, 25 x 75 mm Objekttragern (Fa. Assistent)
sofort angefertigt und nach dem Trocknen bei Raumtemperatur mittels Wright-
Farbung im Farbeautomaten (Ames-Hema-Tek-Slide-Stainer der Fa. Miles,

Tarrytown, New York) gefarbt.
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3.2.1.3 Gerate

3.21.3.1 CELL-DYN® 3500 Blutanalysegerat

Der CELL-DYN® 3500 der Firma Abbott Laboratories (IL, USA), wird in Deutschland
vertrieben durch Abbott GmbH Diagnostika (Wiesbaden). Es ist ein
vollautomatisches elektronisches Blutanalysesystem, das die
Impedanzmessmethode mit der Durchflusszytometrie in einem Geréat vereint.
Zur Ermittlung der hamatologischen Parameter werden im Gerat vier voneinander
unabh&ngige Messungen vorgenommen.
e Die Daten fur die optische Leukozytenzahlung (WOC) und fur die
Leukozytendifferenzierung werden im optischen Kanal gemessen.
e Die Leukozytenwiderstandsmessung (WIC) erfolgt in einem
Widerstandsmesskanal.
e Die Erythrozyten (RBC)- und Thrombozyten (PLT)-Daten werden in einem
zweiten Widerstandsmesskanal erfasst.
e Die Hamoglobinkonzentration (HGB) wird im Spektrophotometriekanal

gemessen.

Probenanalyse

Bei jedem Geratezyklus werden Ansaugung, Verdinnung und Mischung der Probe
und die fir jeden Parameter erforderlichen Messungen durchgefihrt.
Das Geréat benotigt insgesamt 130 pl KsEDTA-BIut oder Vollblut.
Die Blutprobe wird tber ein Scherventil aufgeteilt in drei Verdiinnungen:
e WOC-Verdinnung
e WIC-/HGB-Verdunnung
e RBC-/PLT-Verdinnung

Die Analyse der Leukozyten (WBC) erfolgt in zwei getrennten Kanélen: im optischen
Kanal (WOC) und im Widerstandsmesskanal (WIC).

12
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Die optische WBC-Zahlung wird wie folgt durchgefiihrt:

Nach Verdinnung mit dem Sheath-(Hull-) Reagenz (sorgt flir Unsichtbarmachung
der Erythrozyten) wird eine definierte Probenmenge in der WOC-Mischkammer zur
Probenzufiuihrung in die WOC-Durchflusskiivette vorbereitet. Die WOC-Verdiinnung
wird hydrodynamisch zu einem schmalen Strom fokussiert, sodass jeder Leukozyt
einzeln vom Laserlicht in der Durchflusskiivette erfasst wird. Sobald der Probenstrom
den Laserstrahl durchquert, wird das durch die mitgefuhrten Zellen gestreute Licht
aus vier verschiedenen Winkeln gemessen. Diese Streulichtmessung dient der
Leukozytendifferenzierung und wird im Kapitel 3.2.2.1 ,Methoden der
Blutuntersuchung“ naher beschrieben. Es werden pro Messung ca.
10000 Leukozyten differenziert.

Die WBC-Widerstandsmessung (WIC) wird wie folgt durchgefihrt:

Eine definierte Probenmenge wird mit Diluent-(Verdinnungs-) Reagenz und
WIC-/HGB-Lyse-Reagenz (zur Lyse der Erythrozyten) in der Mischkammer des
Von-Behrens-WIC-Transducers mittels Luftblasen gemischt und mittels Vakuum
durch die Messo6ffnung gesaugt. Durch das als volumetrische Messung bezeichnete
Verfahren (s. Kapitel 3.2.2.1 ,Methoden der Blutuntersuchung“) wird sichergestellt,
dass genau 200 pl Verdiinnung fir die Messung verwendet werden.
RBC-/PLT-Analyse:

Eine definierte Probenmenge wird mit Diluent-(Verdinnungs-) Reagenz versetzt und

analog der WIC-Messung im Widerstandskanal analysiert.

HGB-Bestimmung:

Der Rest der WIC-HGB-Verdinnung gelangt im Anschluss an die WIC-Messung in
die HGB-Durchflusskivette und wird mittels Spektrophotometrie analysiert.
Ergebnisanzeige:

Die Daten werden zur Analyse an die Datenstation Ubertragen. Dort werden fur alle
Parameter die Ergebnisse berechnet und im Meni RUN (Probenlauf) der
Datenstation angezeigt. Die Ergebnisse werden dartber hinaus im Journalformat
unter der Bezeichnung Data Log (Ergebnisdatei) gespeichert.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNG

Reinigung des Gerétes:

Nach jedem Messzyklus wird:

e Die Ansaugnadel innen und aufRen mit Verdinnungsmittel gespuilt.

e Die WIC- und die RBC-/PLT-Mischkammern mit Verdiinnungsmittel gespiilt.

e Die WOC-Mischkammer mit Sheath-Reagenz gesplilt.
e Die WIC- und die RBC-/PLT-Volumenmesseinheit, sowie die HGB-Durchfluss-

kivette mit Detergens gesplilt.

Kalibrierung und Qualitatskontrolle

Der CELL-DYN® 3500 besitzt eine Veterinarsoftware, die vom Hersteller vorinstalliert

ist. Das Geréat wurde vor der Evaluierung von Technikern der Firma Abbott kalibriert.

Nur die gemessenen Parameter weil3e Blutzellen (WBC), rote Blutzellen (RBC),

Hamoglobinkonzentration (HGB), mittleres korpuskulares Volumen (MCV) und

Blutplattchen (PLT) konnen kalibriert werden. Die Humanblutsoftware ist ab Werk

installiert und kalibriert. Sie dient als Basis fur die Veterinarsoftwarekalibrierung.

Interne Qualitatskontrollprogramme Uberprufen fortlaufend die korrekte Kalibrierung

des Gerates. Sie werden wie folgt bezeichnet:

X-B Analyse Dieses Programm kalkuliert Durchschnitts-
werte der Erythrozytenindizes und einiger optischer Parameter der
Leukozytendifferenzierung Uber einen langeren Zeitraum. Die
Ergebnisse sind graphisch darstellbar. Hierbei findet das ,Bull’'s Moving
Average Program“ (Programm des gleitenden Mittelwertes nach Bull)
Anwendung.

QC-Dateien Statistische und graphische Analyse der in
den 20 QC-Dateien enthaltenen Daten zum Berechnen des
Mittelwertes, der Standardabweichung und des Variationskoeffizienten.
Westgard-Regeln Das Programm ,Westgard rules” testet die
Kontrolldaten aus den QC-Dateien gegen Referenzdaten, um zu
Uberprifen, ob das Geréat akzeptable Richtigkeits- und Prazisionswerte
erzielt. Die  Referenzdaten werden aus  Mittelwert und

Standardabweichung von Kontrollmessungen ermittelt.
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Taglich vor Beginn der Messungen wurde die Prazision und richtige Kalibrierung des
Gerates anhand von drei unterschiedlichen Kontrollblutproben Gberprtft (WB control
Jow”, normal“, ,high*, REF 99106-01, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, 60064,
USA). Hierbei handelt es sich um Proben im niedrigen, normalen und hohen

Konzentrationsbereich der Blutzellen.

3.2.1.3.2 Mikrohamatokrit-Zentrifuge

Die manuelle Hamatokritbestimmung erfolgt mit der Kleinzentrifuge HAEMATOKRIT
24 (Fa. HETTICH, Tuttlingen). Hierzu wird die zu ca. ¥ mit Blut gefllite HETTICH-
Hamatokritkapillare in den Schleuderteller eingelegt und fiinf Minuten zentrifugiert.
Anschliel3end wird der Hamatokrit auf einer Auswertungsskala abgelesen (HETTICH
1991)

3.2.1.3.3 Spektrallinienphotometer PCP 6121

Fur die Referenzwertbestimmung der Hamoglobinkonzentration wird das
Spektrallinienphotometer PCP 6121 der Fa. Eppendorf, Hamburg, verwendet. Die
photometrische Einheit des PCP 6121 ist mit einem Mikroprozessor verbunden.
Dieser uUberwacht zum einen den Messablauf der photometrischen Analysen und
errechnet zum anderen aus den gemessenen Extinktionsdnderungen die
Hamoglobinkonzentration, die als Ergebnis digital angezeigt wird (EPPENDORF
1981).

3.2.1.34 Ames-Hema-Tek-Slide-Stainer

Die Blutausstriche werden in dem automatischen Farbegerat Ames-Hema-Tek-Slide-
Stainer (Fa. Miles, Tarrytown, New York) gefarbt. Hierbei werden die Objekttrager
mittels zweier Transportschnecken mit der zu farbenden Flache nach unten Uber eine
Fixier- und Farbeplatte bewegt, auf der durch Kontaktauslésung die entsprechenden
Fixier-, Farb- und Spullésungen freigesetzt werden. Das Trocknen der Objekttrager

erfolgt im Anschluss an den Farbe- und Spilvorgang in einem Geblaseluftstrom.
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Als Farbemethode findet eine modifizierte Wright-Farbung Verwendung (Ames
1975).

3.2.1.35 Mikroskop

Zur manuellen Zahlung von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten wird das
Standardmikroskop CH-2 der Fa. Olympus (Unterhaching) und ein Handzahler
verwendet. Die Differenzierung der Blutausstriche erfolgt ebenfalls mit Hilfe des oben
bezeichneten Mikroskops sowie des elektrischen Zahlgerdates CD 2010 der

Fa. Clinicon International GmbH (Mannheim).

3.2.2 Methoden

3.2.2.1 Methoden der Blutuntersuchung

3.221.1 Leukozytenbestimmung
a) CELL-DYN® 3500 (Abbott GmbH Diagnostika 1996):

Vom Gerat werden zwei WBC- Werte ermittelt:

e WIC (WBC-Widerstandsmessung)

e WOC (optische WBC-Zahlung)
Vom Gerat wird primar der WOC-Wert ausgegeben.
Unterscheiden sich beide Werte Uber ein bestimmtes Mal3 voneinander, werden die
Daten zur Ermittlung eines mdglichst genauen Ergebnisses weiteren Uberpriifungen
unterzogen. Mittels eines Datenanalyse-Algorithmus wird jede Messung automatisch
bewertet und das plausiblere Ergebnis fir die Ausgabe ausgewahlt. Der im
CELL-DYN® 3500 verwendete Algorithmus gliedert sich in drei Hauptteile: 1) den
WOC-Entscheidungsbaum fur die Analyse und Ausgabe der WOC-Daten; 2) den
WIC-Entscheidungsbaum fir die Analyse und Ausgabe der WIC-Daten und 3) einen
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vergleichenden WIC-/WOC-Entscheidungsbaum fir den Vergleich der beiden
Ergebnisse.

Liegt nun wie oben erwahnt eine deutliche Abweichung vor, erfolgt eine
weitergehende Uberprifung der Werte zur Ursachenermittiung. Je nach Art der
Ursache (Interferenztyp, s.u.) wird vom Algorithmus entweder der WOC-Wert oder
der WIC-Wert als WBC-Zahlung mit den entsprechenden Markierungen (sofern

vorhanden) ausgegeben, je nachdem, welcher Wert plausibler ist.

WIC-Messunag:

Die WIC-Messung erfolgt im Widerstandsmesskanal. Es werden hierfir die

Erythrozyten lysiert. Eventuell vorhandene kernhaltige Erythrozyten werden ebenfalls
lysiert und die Zellkerne in den WIC-Wert einbezogen. Folglich ist in diesem Fall der
WIC-Wert als Leukozytenzéhlung falsch hoch (Interferenztyp NRBC ,nucleated red
blood cells®). Das Gerat erkennt das Problem NRBC und bevorzugt den WOC-Wert
als Ergebnis der Leukozytenzéhlung.

Das Widerstandsmessprinzip basiert auf der Messung von Veradnderungen des
elektrischen Stroms, die durch ein Partikel, das in einer leitfahigen FlUssigkeit
suspendiert ist, bei seinem Durchtritt durch eine Messoffnung bekannter Grol3e
hervorgerufen werden. An den gegenuberliegenden Seiten der Messoffnung sind
zwei Elektroden in die Flussigkeit getaucht, zwischen denen ein elektrischer Strom
flieRt. Beim Durchtritt eines Partikels durch die Messoffnung kommt es zu einer
kurzzeitigen Veranderung des elektrischen Widerstandes zwischen den beiden
Elektroden. Diese Veranderung lost einen messbaren elektrischen Impuls aus. Die
Anzahl der Impulse entspricht der Anzahl der Partikel, die die Messoffnung passiert
haben. Die Amplitude eines Impulses ist im Wesentlichen proportional zu jeweiligen
Partikelvolumen. Jeder Impuls  wird verstarkt und mit  internen
Referenzspannungskanalen  verglichen. Diesen Kandlen sind Kkalibrierte
GroRRendiskriminatoren vorgeschaltet, so dass jeweils nur Signale einer bestimmten
Amplitude akzeptiert werden. Auf diese Weise werden die Impulse entsprechend
ihrer Amplitude unterschiedlichen GréRenkanalen zugeordnet.

Als Koinzidenzverlust wird bezeichnet, wenn zufallig mehr als eine Zelle gleichzeitig
durch die Messeinheit flie3t. Die so ermittelte Zellzahl wéare falsch niedrig. Dieser

Koinzidenzverlust lasst sich statistisch vorhersagen, da er im direkten
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Zusammenhang mit dem tatséachlichen Volumen der Messo6ffnung und der Menge
der Verdinnung steht. Er wird vom Gerat automatisch korrigiert.

Die Bestimmung der absoluten Zellzahl setzt voraus, dass das genaue Volumen des
verduinnten Blutes bekannt ist, das wahrend des Zahlzyklus die Messeinheit passiert.
Im CELL-DYN® 3500 besteht die Volumenmesseinheit aus zwei optischen Sensoren
und einer dazwischen liegenden Glassaule mit Prazisionsbohrung (s. Abb. 3.1). Der
Abstand zwischen den Sensoren ist so gewahlt, dass genau 200 pl abgemessen
werden. Zur Bildung eines Meniskus in der Flussigkeit wird dem Verdinnungsmittel
in der Volumeneinheit Detergens zugesetzt. Der Zahlzyklus wird ausgelost, wenn der
Meniskus den oberen Sensor erreicht und gestoppt, sobald der Meniskus den
unteren Sensor erreicht. Die Zeit, die der Meniskus benétigt, um vom oberen zum
unteren Sensor zu gelangen, wird vom Geréat standig tberwacht, genau wie die Zeit,
die zur Bildung eines neuen Meniskus benétigt wird. Bei Verschmutzung der
Messoffnung, Vakuumschwankungen und Luftblasen in der Volumenmesseinheit
kann es zu deutlichen Abweichungen kommen. Das Gerét gibt eine Warnung und

Aufforderung zur Fehlerbehebung aus und die Ergebnisse werden unterdrickt.

Staridetektor
(Zahlung
Meniskus beginnt)
Zahizeit

Stoppdetektor
{Zahlung endet)

Abbildung 3.1: Volumetrische Messung
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, ,Der Blick in die Zukunft“, (1995)

Die Daten der WIC-Z&ahlung werden, sofern sie Uber der unteren WBC-Schwelle
liegen (Kanal 40), als WBC registriert und in einem 256-Kanal-Histogramm

gespeichert, wobei ein Kanal 0,5 Femtolitern (fL) entspricht.
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Nach Korrektur des Koinzidenzverlustes wird der WIC-Wert abschlieRend per

Algorithmus mit dem WOC-Wert verglichen.

WOC-Messung:

Die mit Sheath-Reagenz verdiinnte, definierte Probenmenge wird zur optischen

Zellzahlung und Zelldifferenzierung hydrodynamisch fokussiert, damit die Zellen die
WOC-Durchflusskivette, eine optisch reine Quarzkammer, einzeln hintereinander
passieren (s. Abb. 3.2).

Streulicht in verschiedenen
Raumwinkeln
Fokussierter
Laserstrahl Probenstrom
4 |
' l : Sheath-Strom
Probenzufithrung :

Abbildung 3.2: WOC-Durchflusskuvette mit hydrodynamisch

fokussiertem Probenstrom
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, , Der Blick in die Zukunft“, (1995)

Als Lichtquelle dient ein vertikal polarisierter Helium-Neon-Laser. Die vom Gerat in
der so genannten optischen Bank (s. Abb. 3.3) gemessenen Streulichtwinkel sind:
Vorwartsstreuung (1 bis 3°, im folgenden als 0° bezeichnet), im rechten Winkel
abgestrahlte Seitwéartsstreuung (70 bis 110°, im folgenden als 90° bezeichnet),
Schmalwinkelstreuung (7 bis 11°, im folgenden als 10° bezeichnet) und
Seitwartsstreuung (depolarisiert) (70 bis 110°, im folgenden als 90° depolarisiert,
kurz 90°D bezeichnet). Dieses Verfahren wird als MAPSS™ (Multi Angle Polarized
Scatter Separation, Mehrwinkelstreu-Depolarisation) bezeichnet. Es werden
verschiedene Kombinationen dieser vier Messungen verwendet, um die Leukozyten-
subpopulationen zu klassifizieren und morphologische Markierungen (Flags) zu

generieren (s. Kap. 3.2.2.1.5 Leukozytendifferenzierung).
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Die aus allen vier Messungen gewonnenen Daten erlauben die Differenzierung der
Leukozyten in funf Subpopulationen:

e Neutrophile Granulozyten

e Lymphozyten

e Monozyten

e Eosinophile Granulozyten

e Basophile Granulozyten

Helium-Neon-Laser
{632,8 nm), vertikal

Polarisationsfiter ~ polarisiert
{horizontal)

80°-Streuungs-Photo- 90°-Streuungs-Photo-Multiplier
Multiplier {depolarisiert)

Oberflachen- | .\ : \ % |~ Strahlenteiler
spiegel ™ - ; ~

Zylinder-
linse

HNERE S

Spaitblende,

: 10°- treuungs
700 pm — ] ;

Photod io

Oberflachen-

spiegel /I A 1
/ / 0°-Streuungs-
Vertikale WBC- Photodiode
Spaltblende, Dunkelfeld- .
125 um ;‘:kf::ggp:ﬁ lf?:[;mvette scheibe Halbdurchlassiger

Spiegel

Abbildung 3.3: Optische Bank
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, ,Der Blick in die Zukunft*, (1995)

Zur Ermittlung der WBC-Zahl werden die Impulse gezahlt, die Gber der vom Rechner
vorgegebenen Schwelle im 0°-Kanal liegen.
Die WOC-Daten werden graphisch als Scattergramm ausgegeben.

Das Sheath-Reagenz dient bei der WOC-Messung unter anderem auch der
optischen Lyse der Erythrozyten (s.u. ,Reagenzien®). Sollte das Gerét lyseresistente
Erythrozyten vermuten, die bei der WOC-Messung der Leukozytenzahl zu falsch
hohen Werten fihren wirden (Interferenztyp RRBC ,resistant red blood cells), wird
vom Algorithmus der Datenstation der WIC-Wert ausgegeben. Die Messung wird in

diesem Fall mit ,RRBC" markiert und der Benutzer aufgefordert, die Probe noch
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einmal im so genannten ,RRBC-Modus” zu messen. Die Lysezeit ist in diesem

Modus stark verlangert, um dem WIC/HGB-Lyse-Reagenz (s.u.) mehr Zeit zur Lyse

der Erythrozyten zu verschaffen. Sollte nach Wiederholung der Messung das

Problem behoben sein, wird der WOC-Wert als wahrer Wert der Leukozytenz&hlung

ausgegeben. Sollte nach Wiederholung der Messung das Problem weiter bestehen,

wird vom Gerat der WIC-Wert ausgegeben.

Reagenzien:
Die vom CELL-DYN® 3500 benétigten Reagenzien sind:

1.

Sheath-Reagenz (REF 99311-01) verdinnt die Leukozyten bei der WOC-
Messung, ohne diese morphologisch zu beeinflussen. Da der osmotische
Druck der Erythrozyten hoher ist, als im Reagenz, diffundiert Hamoglobin aus
den Erythrozyten in das Reagenz und Wasser aus dem Sheath-Reagenz in
die Zelle. Die Zellmembran bleibt dabei zwar intakt, die Erythrozyten weisen
aber nun den gleichen Brechungsindex wie das Sheath-Reagenz auf und sind
somit fir den Laser unsichtbar. Das Reagenz dient darUber hinaus als
Hullstrom wahrend der hydrodynamischen Fokussierung und verhindert die
Ansammlung von Luftblasen im Durchflusszytometer.

Diluent (REF 99231-01) dient als Verdinnungslésung der Leukozyten bei der
WIC-Messung, sowie bei der RBC-, PLT- und HGB-Messung.

WIC/HGB lyse (REF 99431-01) dient der schnellen Lyse der Erythrozyten. Die
Zellmembran der Leukozyten wird ebenfalls lysiert, die Kernmembran dabei
aber erhalten. Somit konnen die Leukozytenzellkerne bei der WIC-Messung
gezahlt werden. Zudem wandelt das Reagenz H&amoglobin in einen
modifizierten Hamiglobincyanid-Komplex um, welcher bei 540 nm gemessen
wird (s.u.).

Detergent (REF 99321-01) dient als optisch klare Lésung zur O-Wert
Kalibrierung bei der HGB-Messung, zur Erzeugung und zum Erhalt eines
Meniskus fur die WIC-, RBC- und PLT-Messung (s.0.) und zur Spulung der
WIC-/RBC-/PLT-Zahlkammer, sowie der HGB-Messzelle unter Minimierung
der Luftblasenbildung

Enzymatic Cleaner (REF 93641-01) dient zur enzymatischen Reinigung des
Gerates, insbesondere der Entfernung von  Proteinrickstanden.
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Die unter 1. bis 4. genannten Reagenzien werden bei jedem Messzyklus bendtigt,
der Enzymatic Cleaner wurde jeden Abend zur Reinigung des Systems

eingesetzt.

b) ZAHLKAMMERMETHODE:

Die Leukozyten wurden mit der Zahlkammer nach NEUBAUER gezabhit.

Auf die saubere und trockene Z&hlkammer wird ein sauberes und trockenes
geschliffenes Deckglas aufgelegt (s. Abb. 3.4). Hierbei ist auf optimale und nahtlose
Haftung zu achten, erkennbar durch die Entstehung Newtonscher Farbringe am
seitlichen Zahlkammerrand (KRAFT und DURR 1995).

Abbildung 3.4: Neubauer-Zahlkammer; Vorbereitung der Kammer
nach: KRAFT und DURR, Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin, (1995)

Die Aufbereitung der Vollblutprobe erfolgt mit der Unopette® fiir Leukozyten
(Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidelberg). Zunachst wird das Unopetten®—
Flaschchen! mit der Kunststoffhiilse der Kapillare durchstochen.

Danach wird die Kapillare vollstandig mit Blut (25 ul) gefullt. Au3en auf der Spitze
des Kapillarstiftes anhaftendes Blut wird vorsichtig mit Zellstoff entfernt. Nun drtckt
man mit zwei Fingern das Unopetten®~Flaschchen zusammen, um einen leichten
Unterdruck im Fascheninneren entstehen zu lassen. Gleichzeitig wird die blutgefillte
Kapillare auf die Flaschchenéffnung aufgesetzt und das Blut durch den Unterdruck in
die Verdinnungslésung gesaugt. Durch mehrmaliges, vorsichtiges
Zusammendriucken des Flaschchens wird die aufsitzende Kapillare gespult und somit
das Blut vollstdandig in die Verdinnungslosung udberfuhrt. Anschlielendes

Schwenken gewahrleistet eine gute  Durchmischung von Blut und
22
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Verdinnungslosung. Die Blutverdinnung muss zur vollstandigen Lyse der
Erythrozyten mindestens zehn Minuten ruhen. Danach zieht man die Kapillare aus
dem Flaschchen und setzt das Adapterteil mit der Kapillare nach auf3en auf den
Flaschchenhals auf (BECTON DICKINSON AND COMP., 1991)
Nach Verwerfen der ersten Tropfen wird die Blutverdinnung blasenfrei bis zur
vollstandigen Fillung des gesamten Kammerteils auf die Zahlkammer verbracht. Vor
der Auszahlung lasst man das Gemisch funf Minuten sedimentieren.
Die Leukozytenzéhlung erfolgt bei 100 bis 200facher Vergrof3erung und Kklein
gestellter Blende durch Auszéhlung der vier GroRRquadrate (L) der Zahlkammer
(s. Abb. 3.5).
Zur Berechung multipliziert man die erhaltene Zahl von Zellen (n) mit dem Faktor 50
und gibt das Ergebnis in Leukozytenzahl pro Mikroliter Blut an:

n x 50 = Leukozyten/pl

Zur Qualitatskontrolle werden jeweils Doppelzéhlungen durchgefihrt.

F

Abbildung 3.5: Neubauer-Zahlkammer
E = Erythrozytenzahlfeld

L = Leukozytenzahlfelder
nach: KRAFT und DURR, Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin, (1995)
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3.2.2.1.2 Erythrozyten- und Thrombozytenbestimmung
a) CELL-DYN® 3500 (Abbott GmbH Diagnostika 1996):

Die Erythrozyten- und Thrombozytendaten werden im Widerstandsmesskanal
ermittelt. Nach Verdiunnung einer definierten Probenmenge wird beim Durchtritt der
Zellen im Von-Behrens-RBC-/PLT-Transducer (Messeinheit) deren Zahl und Grol3e
nach dem Widerstandsmessprinzip erfasst (Technik s. ,WIC-Messung® Kap.
3.2.2.1.1. a)). Eine bewegliche Schwelle (s.u.) trennt die Thrombozyten von den
Erythrozyten. Die zu analysierende Probe von 100 pl wird von der RBC-/PLT-
Volumenmesseinheit genau dosiert (Technik s. ,Volumetrische Messung® Kap.
3.2.2.1.1. a)). Liegt der erzeugte Impuls uber der unteren PLT-Schwelle (1 fL), wird er
als ein PLT registriert. Liegt der erzeugte Impuls hingegen Uber der unteren RBC-
Schwelle (35 fL), wird er als ein RBC registriert. Fur jeden der Parameter stehen
256 GroRRenkanale zur Verfigung, wobei ein RBC-GrofRenkanal 1 fL und ein PLT-
GroRRenkanal 0,137 fL entspricht.

Die RBC-Z&hlung wird um den Koinzidenzverlust korrigiert (analog ,WIC-Messung®)
und der MCV von der RBC-GrdRRenverteilungskurve (dargestellt als Histogramm)
abgeleitet.

Alle Impulse zwischen 1 und 35 fL gehen in die Thrombozytenzahlung ein. Liegt
keine Interferenz vor, wird die untere und obere Schwelle auf 2 bzw. 30 fL eingestellt.
Bei Interferenzen sorgen bewegliche Schwellen fir eine bessere Trennung zwischen
der Interferenz und der PLT-Population. Die untere Schwelle liegt dann zwischen 1-3
fL und die obere zwischen 15-35 fL. Nach dem Setzen der Schwellen wird die PLT-
Zahlung aus den dazwischen liegenden Daten ermittelt.

Interferenzen im oberen Schwellenbereich sind in der Regel auf mikrozytare
Erythrozyten oder makrozytare Thrombozyten zurtickzufihren. Daher werden nach
dem Setzen der oberen PLT-Schwelle die Daten zwischen dieser und der unteren
RBC-Schwelle neu berechnet. Liegt die obere PLT-Schwelle unter 35 fL, werden
Zahlungen dariber (aber wunterhalb der RBC-Schwelle) der RBC-Zahlung

hinzugerechnet.
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Erythrozytenindizes:

MCV

MCH

MCHC

RDW

Das mittlere Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) wird von der RBC-
Grol3enverteilungskurve abgeleitet und in Femtolitern (fL) angegeben

(s.0.)

Das mittlere Zellhamoglobin (MCH) ist der durchschnittliche
Hamoglobinanteil eines Erythrozyten, der in Picogramm (pg)
angegeben wird. Das MCH wird aus den Erythrozyten (RBC) und dem
Hamoglobin (HGB) wie folgt errechnet:

MCH = (HGB/RBC) x 10

Die  mittlere  Zellhamoglobinkonzentration = (MCHC) ist die
Hamoglobinkonzentration im durchschnittlichen Erythrozyten und wird
in Gramm pro Deziliter angegeben. Sie wird aus dem Hamoglobin
(HGB) und Hamatokrit (HCT) wie folgt errechnet:

MCHC = (HGB/HCT) x 100

Die Verteilungsbreite der Erythrozyten (RDW) ist ein Mal3 fur die
Heterogenitat der RBC-Population. Vom CELL-DYN® 3500 wird eine
relative RDW ausgegeben, die einem Variationskoeffizienten (VK) in
Prozent entspricht. Die RDW wird aus dem RBC-Histogramm unter
Verwendung der Breite der Erythrozytenkurve bei 50 % der

Maximalh6éhe abgeleitet.

25



3 EIGENE UNTERSUCHUNG

b) ZAHLKAMMERMETHODE:

Erythrozytenzahlung mit der Zdhlkammer nach NEUBAUER

Die Vorbereitungen fur das Fullen der Zahlkammer laufen analog der
Leukozytenzahlung ab (s. Kap. 3.2.2.1.1b)). Hierbei wird die Erythrozyten-Unopette®?
(Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) mit einem Fassungsvermoégen von 10 ul
verwendet.

Die Erythrozyten werden im mittleren Gro3quadrat (s. S. 23, Abb. 3.5: E) bei
400facher VergréfRerung durch Auswertung von finf Gruppenquadraten gezahlt
(s. Abb. 3.6).

12850 L
<02 4029 «02-p <02
1 mm =

Abbildung 3.6: Erythrozytenzahlfeld. Die funf mit E bezeichneten Gruppen-

quadrate werden zur Erythrozytenzahlung herangezogen.
nach: KRAFT und DURR, Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin, (1995)
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?|nhalt: 0,5 %ige Natriumazid-Natriumchlorid-Losung (Fa. Becton Dickinson and Comp., Rutherford, New Jersey,
USA)



3 EIGENE UNTERSUCHUNG

Um Doppelzahlungen zu vermeiden wird dabei nach der so genannten L-Regel

vorgegangen (s. Abb. 3.7).

0,05 mm
O
I D
O
1 O
@) ()
. 0,2 mm .

Abbildung 3.7: Alle die innere Linie der linken und unteren Dreifachlinie
berihrenden und innerhalb des Gruppenquadrates
liegenden Zellen werden gezahlt (O). Nicht bericksichtigt
werden die innere obere und rechte Linie berihrende oder

aullerhalb liegende Zellen.
nach: KRAFT und DURR, Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin, (1995)

Die erhaltene Zahl von Zellen (n) wird mit dem Faktor 10000 multipliziert. Daraus
resultiert die Erythrozytenzahl pro Mikroliter Blut:
n x 10000 = Erythrozytenzahl/ul

Zur Qualitatskontrolle werden jeweils Doppelzéhlungen durchgefihrt.

Thrombozytenzéhlung in der Zdhlkammer nach NEUBAUER
Eine mit EDTA beschichtete, 20-ul-End-zu-End-Kapillare der Fa. Sarstedt,

Numbrecht wird vollstandig mit Blut geflllt. Aul3en anhaftende Blutreste werden

vorsichtig mit Zellstoff entfernt und die Kapillare wird in ein Thrombo-plus®-Réhrchen®
der Fa. Sarstedt, Numbrecht gegeben.

Durch Schwenken des Réhrchens wird der Inhalt der Kapillare vollstandig in das
Reagenz uUberfuhrt und die Probe gut gemischt. Um eine vollstandige Hamolyse der

enthaltenden Erythrozyten zu gewahrleisten, wird das Probengemisch funf Minuten
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auf dem Blutrohrchen-Roller gerollt. Nach Beschickung der Zahlkammer analog der
Leukozyten- und Erythrozytenzéhlung, lasst man das Gemisch finf bis zehn Minuten
sedimentieren.
Funf Gruppenquadrate des mittleren Grol3quadrates aus Abb. 3.5 werden bei
400facher VergréRerung im Phasenkontrastmikroskop ausgewertet.
Durch Multiplikation der erhaltenen Thrombozytenzahl (n) mit dem Faktor 5000 erhalt
man das Ergebnis pro Mikroliter Blut:

n x 5000 = Thrombozyten/pl
(THROMBO-PLUS® SARSTEDT 1995)

Es werden ebenfalls Doppelzahlungen zur Qualitatskontrolle durchgefihrt.

3.2.2.1.3 Hamoglobinbestimmung
a) CELL-DYN® 3500 (Abbott GmbH Diagnostika 1996):

Der HGB-Kanal dient zur kolorimetrischen Hamoglobinbestimmung. Die Messung
erfolgt im Anschluss an die Verdinnung der Probe und Lyse der Erythrozyten
gemeinsam mit der WIC-Zahlung (s.0.). Das WIC-/HGB-Lyse-Reagenz wandelt das
freigesetzte Hamoglobin in ein stabiles Chromogen um. Nach Abschluss der WIC-
Zahlung wird die Probe in die Hamoglobindurchflusskiivette Uberflihrt, wo die
Bestimmung der Hamoglobinkonzentration erfolgt. Das von der LED abgegebene
Licht passiert die Durchflusskivette und ein 540-nm-Filter, bevor es auf den
Photodetektor trifft. Die Hamoglobinkonzentration ist der Absorption der Probe bei
540 nm direkt proportional. An jeder Probe werden funf separate
Hamoglobinbestimmungen vorgenommen. Der endgiltige HGB-Wert ist der
Mittelwert aus drei Messungen, wobei der hdchste und der niedrigste Wert
unbericksichtigt bleiben. Nach der Hamoglobinbestimmung wird die HGB-
Durchflusskuivette mit Detergens gesplilt. Frisches Detergens dient anschliel3end der
Leerwertbestimmung. Auch hierbei werden 5 Messungen durchgefiihrt und analog
der Probenmessung der Mittelwert bestimmt, der als Referenzwert bei der
anschlieBenden Probenmessung dient. Die HGB-Konzentration der Probe wird mit
dem Referenzwert verglichen und das HGB-Ergebnis in Gramm H&amoglobin pro

Deziliter Vollblut angegeben.
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b) ZYANMETHAMOGLOBINMETHODE:

Die Hamoglobin-Vergleichsbestimmung wird mit der photometrischen Methode und
dem Reagenziensatz Hamoglobin-Merckotest® der Fa. Merck, Darmstadt,
durchgefihrt.

Aus den einzelnen Reagenzien des Hamoglobin-Merckotest® stellt man zunéchst die
bendétigte Reaktionslosung her. Dazu gibt man in einen 1000-ml-Messkolben 800 ml
Aqua bidest., leert dann den Inhalt je einer Flasche Reagenz1
(Kaliumhexazyanoferrat (ll)-Lésung) und Reagenz 2 (Kaliumzyanid-L6sung) in den
Kolben, spilt gut nach und fllt mit Aqua bidest. bis zur 1000-ml-Marke auf.

Durch Mischen von Blut und der hergestellten Reaktionslosung kommt es zu
folgender Reaktion:

Das im Blut enthaltene Ha&moglobin wird durch Kaliumhexzyanoferrat (lll) zu
Hamiglobin (friihere Bezeichnung: Methdmoglobin) oxidiert. Dieses wiederum wird
durch Kaliumzyanid in Hamiglobinzyanid (friihere Bezeichnung: Zyanmethdmoglobin)
umgewandelt, das bei 546 nm ein typisches Absorptionsmaximum aufweist. Durch
den im Reaktionsgemisch vorliegenden pH-Wert von 7,2 ist eine vollstandige
Umwandlung innerhalb von drei Minuten gewahrleistet (VAN KAMPEN und
ZIJLSTRA 1961).

Diese Losung ist bei Aufbewahrung in einer dunklen Flasche bei Raumtemperatur
mindestens vier Monate haltbar. Bei auftretender Verfarbung oder Tribung ist sie zu
verwerfen.

Fur die Hamoglobin-Bestimmung mischt man 5 ml der Reaktionslésung mit 0,02 mi
Blut. Auf vollstandige Uberfiihrung des Blutes ist zu achten. Das Probengemisch wird
mindestens drei Minuten inkubiert.

Zur Messung wird das Photometer (Spektrallinienphotometer PCP 6121 der
Fa. Eppendorf, Hamburg) auf die Schichtdicke ein Zentimeter, bei einem Filter mit
der Wellenlange 546 nm und einem Berechnungsfaktor von 36,8 eingestellt. Als
Leerwertbestimmung wird die Extinktion der Reaktionslésung ohne Blut gemessen.
Diesen legt das Photometer bei der anschlieRenden Hamoglobinbestimmung als
Nullwert zugrunde. Vor den Probenmessungen wird eine Kontrollmessung mit dem
Kontrollblut (CELL-DYN®3000 Tri-Level, REF 99106-01, Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, 60064, USA) durchgefuhrt. Liegen die Werte innerhalb der geforderten

Bereiche, konnen die weiteren Messungen erfolgen. Die oben beschriebenen
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Einstellungen des Photometers ermdéglichen ein direktes Ablesen der Hamoglobin-
Konzentration auf der Digitalanzeige (MERCK-PUBLIKATION 1996)
Zur Qualitatskontrolle werden jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt.

3.221.4 Hamatokritbestimmung

a) CELL-DYN® 3500 (ABBOTT GMBH DIAGNOSTIKA 1996):

Der Hamatokrit (HCT) ist das Verhaltnis der zellularen Bestanteile des Blutes zum

Blutplasma (PSCHYREMBEL, 1990). Aufgrund der Mengenverhéltnisse wird als

Hamatokrit im weiteren Sinne der Anteil der Erythrozyten am Plasma bezeichnet. Die

korrekte Bezeichnung hierfir lautet im Englischen ,packed cell volume*” (PCV).

Im CELL-DYN® 3500 wird der HCT (besser PCV) aus der Erythrozyten(RBC)-

Zahlung und dem mittleren Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) wie folgt berechnet:
HCT = (RBC x MCV)/10

Das Ergebnis wird in % angegeben.

b) MIKROHAMATOKRITMETHODE:

Als Referenzmethode der Hamatokritbestimmung wird die Mikrohdmatokritmethode
herangezogen.

Hierflr werden spezielle Kapillaren (NHs-heparinisierte Mikrohamatokritkapillaren der
Fa. Brand, Wertheim) in die Blutprobe gehalten, % bis /s Uber Kapillarwirkung mit
Blut gefiillt und an einem Ende mit Spezialkitt (Seal-Ease® der Fa. Becton Dickinson
and Comp., Rutherford, New Jersey) verschlossen. Die Kapillare wird mit dem
verschlossenen Ende in zentrifugaler Richtung auf den Schleuderteller der
Mikroh&matokrit-Zentrifuge (Fa. HETTICH, Tuttlingen) gelegt und finf Minuten mit
einer Zentrifugalkraft von 13000 g zentrifugiert (KRAFT und DURR 1995; HETTICH-
PUBLIKATION 1991).

Der Anteil der Erythrozyten am Gesamtblut kann anschlieend mit Hilfe einer
Mikroh&matokrit-Schablone oder eines speziellen Auswertgerates abgelesen werden
(BEGEMANN 1997)
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3.2.2.1.5 Differentialblutbilderstellung

a) CELL-DYN® 3500 (ABBOTT GMBH DIAGNOSTIKA 1996 und NEBE 1997):

Die Leukozyten werden nach Lyse der Erythrozyten durch eine als hydrodynamische
Fokussierung bezeichnete Technik (s.0.) wie in einer Perlenkette einzeln einem
Messpunkt zugefuhrt. Dort wird jede Zelle vollstandig und einzeln vom Laserstrahl
beleuchtet, und das in verschiedene Richtungen gestreute Licht wird durch
Detektoren (Photonenvervielfacherréhren oder Photodioden) in seiner Intensitéat
gemessen.

Jeder Raumwinkel erfasst unterschiedliche physikalische und biologische
Eigenschaften der Zelle. Das im engen Winkel gestreute Licht (0°[1 bis 3°]-Vorwarst-
streulicht ,SIZE") ist primar der Zellgro3e proportional. 10° Vorwartsstreulicht (7 bis
11° ,Complexity”) ist ein relativer Indikator fir die Zellstruktur und die Komplexitat,
das Kern-Zytoplasma-Verhdaltnis. Das im rechten Winkel gestreute Laserlicht
(90° orthogonal [70 bis 110°] ,Lobularity”) ist den optischen Phasenibergéngen, das
heit dem Granula-Gehalt des Zytoplasmas proportional und zudem ein Mal3 der
Lobularitat (,Segmentkernigkeit®, lobularity) des Zellkerns. Depolarisierte 90° Licht-
streuung (70 bis 110°, ,Granularity”) wird benutzt, um Eosinophile von Neutrophilen
und anderen Zellen zu trennen. Dies basiert auf der Tatsache, dass durch
Mehrfachreflexion an den Granula der Eosinophilen polarisiertes Laserlicht
depolarisiert wird.

Die aus der Lichtstreuung gewonnen Informationen werden in ein
mehrdimensionales Koordinatensystem eingeordnet. Die Messwerte von Zellklassen
mit jeweils gleichen optischen Eigenschaften wie Lymphozyten, Monozyten,
neutrophile und eosinophile Granulozyten bilden dort Wolken von Messpunkten, die
sich eindeutig voneinander abgrenzen lassen und graphisch in Form von
Punktwolkendiagrammen (Scattergrammen) ausgegeben werden. Jeder Punkt im
Diagramm entspricht einer Zelle und entspricht dem Schnittpunkt der auf der X- und

Y-Achse aufgetragenen Kanalzahl.
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Im CELL-DYN® 3500 System werden fiinf Subpopulationen des weien Blutbildes
und sog. Non-White-Blood-Cells (s.S. 35) farbig dargestellt (s. Abb. 3.8):

Neutrophile [NEU] (gelb/ beim Ausdrucken rot)

Lymphozyten [LYM] (blau)

Monozyten [MONO)] (purpurfarben)

Eosinophile [EOS] (gruin)

Basophile [BASO] (weil3/ beim Ausdrucken schwarz).

Non-White-Blood-Cells [NWBC] (unterschiedlich farbig)

el E PN LD Y

COMPLEXITY LOBULARITY

Abbildung 3.8: Ausdruck CELL-DYN® 3500 , physiologisches Blutbild Hund*

Die Analyse der Daten der Leukozytendifferenzierung (sog. Listmode Daten) findet in
der Datenstation statt. Sie lauft im mehreren Schritten ab:
1. Schritt (optische Messung)
Das hochauflosende Flowzytometer erfasst von jedem Leukozyten vier
verschiedene Streulicht-Parameter. Ein Mikroprozessor sammelt diese Daten
und erstellt eine Liste. Bei dieser Stufe sind alle Zellklassifikationen noch
unbekannt (s. Abb. 3.9 links).
2. Schritt (Trennung mononuklear und polymorphkernig)
Die Daten der Komplexizitats- (10°) und Lobularitatsmessungen (90°) werden
analysiert, und die Zellen werden in zwei Gruppen getrennt, polymorphkernige
und mononukledre Zellen. Eine dynamische Schwelle wird benutzt, um die

optimale Trennung zu finden. Jede Zelle wird so entweder als mononukle&r
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oder polymorphkernig Kklassifiziert und im Schirmbild und im Ausdruck
verschiedenfarbig markiert (s. Abb. 3.9 rechts).

Der Begriff ,Nicht-granuliert* anstelle von ,mononuklear* wére hier richtiger,
weil die so erhaltene Population der mononukledren Zellen auch Basophile
enthalt. Deren Granula werden durch das Sheath-Reagenz (s.0.) zum
Verschwinden gebracht. Der eingefihrte Name ,mononuklear” soll hier jedoch
beibehalten werden.

LOBULARITY 907

SIZE O°

COMPLEXITY 10’ COMPLEXITY 10°

Abbildung 3.9: Schritt eins (links) und zwei (rechts) der Datenanalyse

1: NEU 2: LYM 3: MONO 4: EOS 5: BASO 6: NWBC
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, ,Der Blick in die Zukunft*, (1995)

3. Schritt

(Polymorphkernige: Unterklassifizierung in Neutrophile und Eosinophile)

Zellen, die als polymorphkernig identifiziert wurden, werden anschlieBend auf
ihre Granularitat, (,Kornigkeit®, 90° depolarisiert) und ihre Lobularitat (90°)
geprift. Dabei werden die Zellen entweder als Neutrophile oder als
Eosinophile klassifiziert, wobei eine automatisch arbeitende (,gleitende")
Schwelle verwendet wird, um die beste Trennung zwischen den Gruppen zu
finden. Die mononukledren Zellen wurden bereits als noch einheitliche Gruppe
im Schritt zwei identifiziert und interferieren deshalb nicht bei der weiteren
Klassifikation der polymorphkernigen Zellen. Jede Zelle, die so als NEU oder
EOS Klassifiziert wurde, wird im Monitorbild und im Ausdruck mit

verschiedenen Farbmarkierungen versehen (s. Abb. 3.10 links).
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GRANULARITY 90" DEPOLARIZED

si1zE ©°

LOBULARITY 907 COMPLEXITY 10°

Abbildung 3.10:  Schritt drei (links) und vier (rechts) der Datenanalyse

1: NEU 2: LYM 3: MONO 4: EOS 5: BASO 6: NWBC
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, , Der Blick in die Zukunft“, (1995)

4. Schritt: (Mononukleare: Unterklassifizierung in Lymphozyten, Monozyten und
Basophile)
Mononukleare Zellen werden durch Messung der GroBe (0°) und der
Komplexitat (10°) weiter analysiert. Die Zellen werden dann unter Verwendung
gleitender Schwellen (optimale Trennung) als Lymphozyten, Monozyten und
Basophile klassifiziert. Analog zu Schritt drei werden ausschliel3lich die im
Schritt zwei als mononuklear klassifizierten Zellen weiter analysiert, so dass
die polymorphkernigen Zellen hierbei nicht interferieren. Jede Zelle wird dann
entsprechend als LYM, MONO oder BASO am Monitor und im Ausdruck mit

verschiedenen Farbmarkierungen versehen (s. Abb. 3.10 rechts).

5. Schritt: (Kombination aller Klassifizierungen)
Wenn die Auswertung der Listmode-Daten vollstandig ist, liegt ein genaues
Bild der Leukozyten-Klassen vor. Jede Zelle wurde identifiziert und dann in

einer individuellen Farbe auf dem Monitor und im Ausdruck dargestellt
(s. Abb. 3.11).
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SIZE O°

COMPLEXITY 10°

Abbildung 3.11:  Schritt fUnf der Datenanalyse

1: NEU 2: LYM 3: MONO 4: EOS 5: BASO 6: NWBC
nach: CELL-DYN™, M.A.P.S.S. Laser-Differenzierung, ,Der Blick in die Zukunft“, (1995)

SchlieBlich bewertet das Gerat den Bereich, der zwar unterhalb der
Lymphozyten-Wolke, aber oberhalb der von der Hardware vorgegebenen
Schwelle (Kanal 23) liegt (s. Abb. 3.11, Punkt 6). Uber eine bewegliche
Schwelle werden alle Partikel, die in diesem Bereich fallen, von den
Lymphozyten getrennt.
In diesem Bereich sind unter anderem folgende Zelltypen zu finden (sog. Non-
White-Blood-Cells, NWBC'’s):

Erythroblasten (Normoblasten, kernhaltige Erythrozyten)

Unlysierte Erythrozyten

Riesenthrombozyten

Thrombozytenaggregate.

Die im  WIC-Kanal gewonnenen Daten (s. Kap. 3.2.2.1.1
.Leukozytenbestimmung“) werden auch zur Identifizierung dieser Partikel
verwendet, die nicht in die Leukozyten-Zahlung und Leukozyten—

Differenzierung einbezogen werden.
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b) MIKROSKOPISCHE DIFFERENZIERUNG:

Aus einer gut gemischten Blutprobe wird ein kleiner Tropfen auf das Ende eines
fettfreien Objekttragers aufgebracht und mit einem zweiten Objekttrager
ausgestrichen, in dem dieser von Vorne an den Blutstropfen herangefthrt wird.
Anschlie3end lasst man den Ausstrich einige Minuten lufttrocknen, bevor er geféarbt
wird (KRAFT et al. 1995). Als Methode der Ausstrichfarbung wird die Wright-Farbung
verwendet.

Es werden jeweils 400 Leukozyten pro Blutausstrich bei 1000facher VergrofRerung

(Olimmersion) beurteilt.

Prinzip der Wright-Farbung

Die Farbung der gut getrockneten Blutausstriche erfolgt automatisch im Ames-Hema-
Tek-Slide-Stainer. Sie wird in vier chronologischen Schritten vollzogen. Zunachst
werden die Blutausstriche mit Methylalkohol fixiert. Methylenblau, als basischer
Farbstoff, wird von der basophilen Kernstruktur adsorbiert, wahrend Eosin, als saurer
Farbstoff, sich mit den basischen Bestandteilen im Zytoplasma verbindet.
AbschlieRend wird der Objekttrager durch eine Spulflissigkeit von Uberschissiger

Farbelbsung befreit und in einem Geblaseluftstrom getrocknet.

3.2.2.2 Methoden der Datengewinnung

Die Probenbearbeitungen und Probenauswertungen wurden sowohl bei der

Qualitatskontrolle als auch beim Methodenvergleich ausschlief3lich von einer Person

durchgefihrt.

3.2.2.21 Qualitatskontrolle

Auf die internen Qualitatskontrollen des Geréates wurde bereits im Kapitel 3.2.1.3.1

eingegangen. Dartber hinaus wurden Prazisionsmessungen in Serie und

Untersuchungen zur Blutprobenlagerungsfahigkeit durchgefihrt.
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Bei der Prazisionsmessung in Serie wurden fir den CELL-DYN® 3500 und die
Handmessungen jeweils fiinf Katzen- und funf Hundeblutproben herangezogen.

Alle  hierbei  Uberpriften  Parameter (Leukozyten-,  Erythrozyten-  und
Thrombozytenzahl, Hamatokrit, Himoglobinkonzentration, sowie die relativen Zahlen
der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, der Lymphozyten und Monozyten)
wurden zehnmal in unmittelbarer Folge sowohl vom Gerat als auch von Hand
bestimmt.

Es wurden die relativen Zahlen des Differentialblutbildes herangezogen, da dies die
sowohl vom Gerét als auch die mit der Referenzmethode direkt bestimmten Werte
sind. Die Absolutzahlen der Leukozytensubpopulationen werden vom Gerat wie auch
bei der mikroskopischen Blutzelldifferenzierung aus den Relativzahlen und der
gemessenen Leukozytenzahl ermittelt:

Relativzahl (in %) x Leukozytenzahl (pro ul Blut) = Absolutzahl (pro pl Blut)

Auf die Uberprifung der basophilen Granulozyten wurde sowohl bei der
Qualitatskontrolle als auch beim Methodenvergleich verzichtet. Diese Zellen kommen
wenn Uberhaupt nur in minimaler Konzentration im Hunde- und Katzenblut vor. Um
im Blutausstrich nicht Gbersehen zu werden, missen sie zuverlassig zu ca. 3% bis
6% im Blut prasent sein, was sehr selten der Fall ist (LATIMER und TVEDTEN
1999).

Bei der Uberprifung der Lagerungsfahigkeit der Blutproben wurden die oben
genannten Parameter sowohl mit dem CELL-DYN® 3500 als auch mit der jeweiligen
Referenzmethode am Tag der Blutentnahme, nach 24 h, 48 h, 72 h und nach einer
Woche bestimmt. Hierzu wurden ebenfalls je funf Hunde- und funf Katzenblutproben

herangezogen.

3.2.2.2.2 Methodenvergleich
Der Vergleich der Ergebnisse, die vom CELL-DYN® 3500 und der jeweiligen

Referenzmethode ermittelt wurden, stitzt sich auf mindestens jeweils

100 Wertepaare bei Hund und Katze.
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3.2.2.3 Statistische Methoden

Fur die Auswertung der Daten wurde das Datenverarbeitungspaket SPSS
(,Statistical Package for the Social Sciences”) fur Windows 95 in der Version 7,5

(SPSS Inc., Chicago, lllinois) verwendet.

3.2.23.1 Deskriptive Statistik

Die Auswertung der Daten aus den Prazisionsmessungen und dem
Methodenvergleich wurden mittels deskriptiver Statistik durchgefiihrt. Die Hochst-
und Tiefstwerte, die errechneten Mittelwerte und die Streuungsmalie
(Standardabweichung und Variationskoeffizienten) wurden tabellarisch dargestellt.

3.2.2.3.2 Liniendiagramme

Die Untersuchungen zur Blutprobenlagerungsfahigkeit wurden mittels Linien-
diagrammen graphisch dargestellt. Jede Linie beschreibt den zeitlichen Verlauf der
Messwerte eines bestimmten Parameters vom Beginn der Untersuchung am Tag der
Blutentnahme Uber 24 h, 48 h, 72 h bis zum Ende der Untersuchung nach einer
Woche.

3.2.2.3.3 Lineare Regressionsanalyse und Pearsonscher Produkt-Moment-

Korrelationskoeffizient

Als Auswertungsverfahren fir den Methodenvergleich wurde die lineare
Regressionsanalyse herangezogen. Mit ihr ist es mdglich, Abhangigkeiten zwischen
metrischen skalierten, quantitativen Merkmalen zu untersuchen. Nach der Methode
der kleinsten Quadrate werden Regressionsgeraden bestimmt, um den linearen
Zusammenhang der beobachteten Werte graphisch darstellen zu konnen. Als
Zusammenhangsmall dient der dazugehérige Pearsonsche Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizient. Sowohl tabellarische als auch graphische Darstellungen der

Daten sollen eine bessere Ubersicht vermitteln.
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3.2.2.34 Bland-Altman Plots

Die Daten des Methodenvergleiches wurden zuséatzlich der Untersuchungsmethode
nach BLAND und ALTMAN (1986) unterzogen. Diese Methode ist speziell fur die
Vergleichsuntersuchungen geeignet, bei denen der ,wahre Wert" nicht bekannt ist,
wie z.B. bei einem Vergleich eines neuen Gerates mit einem Standardgerat oder
einer Standardmessmethode. Sie ermdglicht, die Unterschiede zweier
Messmethoden (Y-Achse) in Bezug auf den absoluten Wertebereich (X-Achse)
graphisch darzustellen. Dazu wird in einem Streudiagramm die Differenz der
Wertepaare gegen ihren Mittelwert aufgetragen. Zusatzlich findet eine Berechung
und tabellarische Auflistung der mittleren Differenz (mean) und der
Standardabweichung der Differenzen statt. Die mittlere Differenz gibt den Wert an, in
dem sich zwei Gerate oder Messmethoden durchschnittlich unterscheiden. Die
Variabilitat der Differenzen wird durch die Standardabweichung bestimmt. Als
tolerierbare Streuung wurde die zweifache Standardabweichung graphisch in die

Streudiagramme eingezeichnet.

3.2.2.35 T-Test fur unabhéngige Stichproben

Um die Signifikanz eventueller Veranderungen der Messwerte bei der
Probenlagerung zu ermitteln, fand der t-Test fir unabhangige Stichproben
Anwendung. Der Test ist geeignet zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben
bei metrischen Daten.

Konkret sollte hierbei Uberprift werden, ob abhangig oder unabhangig von der Art
der Probenlagerung die Messwerte des CELL-DYN® 3500 nach 48 Stunden (h)
statistisch signifikante Unterschiede zu den Ausgangsmesswerten am Tag der
Blutprobenentnahme aufweisen. Der Zeitpunkt 48 h wurde so gewahlt, da
angenommen wurde, dass bei postalischem Versand von Blutproben im Rahmen der
Diagnostik eines niedergelassenen Tierarztes, dies die zu erwartende Zeitspanne bis

zur Analyse im Einsendelabor darstellt.

39



3 ERGEBNISSE

3.3 Ergebnisse
3.3.1 Qualitatskontrolle
3.3.1.1 Prazision in der Serie

Bei der Prazision in Serie wurden fur jeden Parameter von jeder Tierart funf
Blutproben zehnmal in direkter Folge im CELL-DYN® 3500 und mit der jeweiligen
Referenzmethode analysiert. Aus den daraus resultierenden Ergebnissen wurden die
Hochst-, Tiefst- und Mittelwerte bestimmt sowie die Standardabweichung und der
Variationskoeffizient berechnet. Es wurden fur jede Tierart und jeden Parameter die
funf Blutproben einzeln tabellarisch dargestellt (s. Tab. 3.1 bis 3.36). Hierbei war die
Reihenfolge willkirlich gewahlt, es wurden immer alle gemessenen Parameter aus
derselben Probe bestimmt. Zusétzlich wurden die funf Blutproben gemittelt und in
jeweils einer Tabelle pro Tierart zusammengefasst (s. Tab. 3.37 und 3.38). Wie aus
diesen Ubersichtstabellen ersichtlich ist, erzielte der CELL-DYN® 3500 durchweg
bessere Prazisionsergebnisse, die aber fur die einzelnen Parameter und auch zum

Teil in Abhangigkeit von der Tierart unterschiedlich gut waren.

3.3.1.1.1 CELL-DYN® 3500

Die Variationskoeffizienten des Gerates lagen bei fast allen untersuchten Parameter
beim Hund unter 5%. Bei den Monozyten und eosinophile Granulozyten lagen die
Werte bei 11% bzw. 31% (s. Tab. 3.38).

Die Variationskoeffizienten des Gerates lagen bei der Katze bei den Parametern
Thrombozyten, Monozyten, Lymphozyten und eosinophile Granulozyten bei 10%,
15%, 7% bzw. 9%. Der Variationskoeffizient der restlichen Parameter war wie beim
Hund unter 5% (s. Tab. 3.37).
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3.3.1.1.2 Referenzmethoden

Mit Ausnahme der Parameter Hamatokrit und Hamoglobin waren die
Variationskoeffizienten bei beiden Tierarten deutlich gro3er als 5%. Besonders hoch
lagen die Werte bei den Parametern Thrombozyten (beim Hund 14% und bei der
Katze 13%), Lymphozyten (46% bzw. 37%), Monozyten (33% bzw. 125%) und
eosinophile Granulozyten (50% bzw. 93%) (s. Tab. 3.37 und 3.38).
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Tab. 3.1: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Leukozyten Hund in 10%l

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 8,36 8,63 8,51 8,53 0,07 0,87

2 10,10 10,70 10,31 10,25 0,21 2,02

3 11,10 12,30 11,84 12,00 0,44 3,67

4 10,70 11,20 10,95 10,95 0,18 1,63

5 6,37 7,09 6,72 6,72 0,19 2,72

Tab. 3.2: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Leukozyten Hund in 10%/ul

Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 9,70 11,25 10,40 10,35 0,58 5,57

2 6,00 7,30 6,60 6,60 0,39 5,90

3 23,70 26,80 25,21 25,08 1,04 4,12

4 14,00 18,95 15,89 15,68 1,57 9,89

5 5,40 7,15 6,14 6,03 0,50 8,17

Tab. 3.3: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Leukozyten Katze in 10%/ul

Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 8,17 8,50 8,40 8,42 0,11 1,28

2 4,18 4,63 4,48 4,52 0,15 3,39

3 3,48 3,92 3,76 3,80 0,16 4,31

4 19,80 20,90 20,45 20,60 0,41 2,02

5 5,93 6,62 6,24 6,15 0,28 4,45

Tab. 3.4: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Leukozyten Katze in 10°/ul

Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 9,95 11,80 10,87 10,78 0,55 5,03

2 14,80 16,95 15,79 15,63 0,72 4,58

3 8,30 9,45 8,93 8,95 0,34 3,84

4 33,00 38,70 35,37 35,55 1,79 5,05

5 9,20 12,55 10,48 10,60 1,01 9,69
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Tab. 3.5: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Erythrozyten Hund in 10%l

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 5,65 5,82 571 571 0,05 0,92

2 8,91 9,01 8,96 8,97 0,04 0,42

3 6,37 6,53 6,43 6,43 0,05 0,75

4 7,98 8,25 8,09 8,08 0,07 0,88

5 6,87 7,07 7,00 7,00 0,06 0,82

Tab. 3.6: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Erythrozyten Hund in 10%yul

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 6,23 8,06 7,18 7,21 0,55 7,73

2 6,31 8,16 7,33 7,35 0,61 8,26

3 1,13 1,54 1,32 1,29 0,15 11,57

4 2,85 3,78 3,40 3,46 0,31 9,11

5 6,18 8,53 7,18 7,22 0,78 10,91

Tab. 3.7: Prézision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Erythrozyten Katze in 10%yul

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 10,60 10,90 10,71 10,70 0,10 0,93

2 6,98 7,25 7,14 7,16 0,08 1,13

3 7,47 7,64 7,55 7,55 0,06 0,79

4 7,60 7,94 7,75 7,77 0,12 1,55

5 4,56 4,67 4,61 4,61 0,05 1,01

Tab. 3.8: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Erythrozyten Katze in 10%yul

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 7,71 8,50 8,27 8,35 0,25 3,00

2 5,75 7,27 6,44 6,34 0,48 7,49

3 8,97 10,55 9,79 9,77 0,48 4,93

4 3,87 4,90 4,35 4,45 0,31 7,21

5 9,15 10,32 9,79 9,90 0,39 4,00
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Tab. 3.9: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Thrombozyten Hund in

103/l
Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 276,00 303,00 292,40 293,50 8,49 2,90
2 203,00 220,00 214,20 214,00 5,22 2,44
3 382,00 437,00 405,90 405,00 13,64 3,36
4 202,00 225,00 216,80 221,50 9,17 4,23
5 262,00 286,00 274,20 275,50 6,81 2,48

Tab. 3.10: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Thrombozyten Hund in

103/l
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 280,00 335,00 296,50 292,50 19,30 6,51
2 245,00 340,00 287,00 280,00 25,08 8,74
3 75,00 140,00 100,00 97,50 20,95 20,95
4 25,00 60,00 35,50 32,50 9,85 27,74
5 300,00 405,00 334,50 325,00 31,92 9,54

Tab. 3.11: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Thrombozyten Katze in

103/l
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 293,00 379,00 326,40 320,00 27,15 8,32
2 162,00 237,00 194,56 192,00 25,73 13,22
3 241,00 386,00 286,88 262,50 52,34 18,24
4 389,00 441,00 413,88 409,00 17,48 4,22
5 37,50 45,00 40,98 40,05 3,05 7,45

Tab. 3.12: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Thrombozyten Katze in

103/l
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 450,00 530,00 483,50 480,00 23,81 4,92
2 495,00 550,00 523,00 530,00 19,03 3,64
3 150,00 380,00 268,50 275,00 63,77 23,75
4 230,00 315,00 285,00 287,50 25,82 9,06
5 150,00 330,00 217,50 205,00 52,61 24,19

44



3 ERGEBNISSE

Tab. 3.13: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Hamoglobin Hund in g/d|

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 13,20 13,50 13,39 13,40 0,11 0,82

2 21,40 21,70 21,54 21,50 0,08 0,39

3 15,50 16,10 15,72 15,70 0,17 1,07

4 19,00 19,40 19,14 19,10 0,14 0,75

5 17,30 17,80 17,56 17,60 0,18 1,01

Tab. 3.14: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Hamoglobin Hund in g/d|

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 16,17 17,01 16,50 16,52 0,29 1,73

2 16,50 18,20 17,25 17,40 0,50 2,88

3 7,17 8,26 7,61 7,44 0,41 5,36

4 9,44 10,14 9,76 9,74 0,22 2,27

5 15,70 17,02 16,30 16,21 0,40 2,46

Tab. 3.15: Prézision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Hamoglobin Katze in g/d|

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 16,80 17,10 16,95 16,90 0,10 0,57

2 10,30 10,50 10,46 10,50 0,07 0,69

3 10,70 10,90 10,83 10,80 0,07 0,65

4 10,50 10,80 10,63 10,60 0,10 0,97

5 8,89 9,07 8,95 8,91 0,07 0,74

Tab. 3.16: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Hamoglobin Katze in g/d|

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 12,50 12,91 12,73 12,76 0,13 1,02

2 10,11 11,02 10,53 10,42 0,36 3,42

3 14,18 14,62 14,39 14,40 0,17 1,19

4 6,43 6,99 6,66 6,61 0,20 2,96

5 13,45 13,78 13,61 13,62 0,10 0,75
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Tab. 3.17: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Hamatokrit Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 38,00 39,60 38,75 38,65 0,46 1,17

2 61,00 62,00 61,35 61,30 0,32 0,52

3 44,60 45,90 45,16 45,10 0,35 0,77

4 54,20 56,00 54,72 54,60 0,52 0,96

5 48,70 50,40 49,83 49,90 0,49 0,98

Tab. 3.18: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Hamatokrit Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 48,00 50,00 48,70 49,00 0,67 1,39

2 48,00 50,00 49,00 49,00 0,82 1,67

3 19,00 20,00 19,90 20,00 0,32 1,59

4 28,00 29,00 28,20 28,00 0,42 1,50

5 48,00 49,00 48,10 48,00 0,32 0,66

Tab. 3.19: Prézision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Hamatokrit Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 49,10 50,60 49,80 49,85 0,50 1,00

2 30,80 32,00 31,63 31,80 0,42 1,32

3 32,70 33,80 33,25 33,25 0,35 1,07

4 30,50 31,80 31,15 31,15 0,40 1,28

5 28,80 29,70 29,16 29,10 0,29 0,99

Tab. 3.20: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Hamatokrit Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 36,00 37,00 36,20 36,00 0,42 1,16

2 27,00 28,00 27,60 28,00 0,52 1,87

3 42,00 44,00 43,20 43,00 0,63 1,46

4 20,00 21,00 20,30 20,00 0,48 2,38

5 42,00 44,00 42,90 43,00 0,57 1,32
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Tab. 3.21: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Neutrophile Granulozyten

Hund in %
Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 61,40 64,80 63,46 63,60 0,94 1,48
2 75,80 77,90 76,95 76,90 0,74 0,97
3 49,70 52,20 50,82 50,85 0,67 1,31
4 71,30 74,60 72,35 71,95 1,18 1,64
5 60,30 64,30 62,57 62,75 1,39 2,23

Tab. 3.22: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Neutrophile Granulozyten

Hund in %
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 90,00 98,00 93,60 93,00 2,84 3,03
2 39,00 59,00 51,90 52,00 6,61 12,73
3 55,00 76,00 64,60 61,00 7,18 11,12
4 65,00 79,00 71,10 71,00 4,79 6,74
5 58,00 70,00 62,60 61,00 3,41 5,44

Tab. 3.23: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Neutrophile Granulozyten

Katze in %
Probennummer Tiefstwert Hoéchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 65,00 67,40 66,30 66,40 0,73 1,09
2 57,30 59,60 58,31 58,15 0,74 1,26
3 57,20 62,40 59,86 60,00 1,70 2,83
4 86,50 88,70 87,67 87,40 0,87 0,99
5 64,50 67,50 65,68 65,60 1,16 1,76

Tab. 3.24: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Neutrophile Granulozyten

Katze in %
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 38,00 57,00 49,00 48,00 6,93 14,14
2 90,00 98,00 94,60 94,00 2,32 2,45
3 84,00 96,00 90,40 91,00 3,63 4,00
4 71,00 86,00 76,60 75,00 4,06 5,30
5 59,00 81,00 72,80 74,00 6,29 8,63
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Tab. 3.25: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Lymphozyten Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 13,30 15,00 14,28 14,50 0,55 3,88

2 15,50 17,30 16,44 16,50 0,63 3,85

3 37,80 39,50 38,52 38,55 0,48 1,25

4 9,01 11,40 10,30 10,40 0,69 6,73

5 20,70 24,50 22,72 23,05 1,37 6,01

Tab. 3.26: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Lymphozyten Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 0,00 2,00 0,50 0,00 0,71 141,42

2 26,00 51,00 37,70 36,00 6,96 18,46

3 7,00 25,00 15,50 15,00 5,62 36,27

4 12,00 26,00 18,00 16,00 4,52 25,12

5 24,00 31,00 27,00 26,00 2,36 8,73

Tab. 3.27: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Lymphozyten Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 22,10 23,80 23,00 22,95 0,57 2,48

2 16,80 19,30 18,14 18,00 0,92 5,06

3 22,50 26,80 24,19 23,50 1,51 6,26

4 7,11 8,35 7,79 7,70 0,44 5,66

5 19,90 26,50 23,66 24,20 2,71 11,46

Tab. 3.28: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Lymphozyten Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 38,00 59,00 48,10 48,00 6,66 13,84

2 0,00 5,00 2,20 2,00 1,75 79,60

3 2,00 15,00 7,30 7,00 3,83 52,48

4 11,00 27,00 20,40 22,00 4,38 21,45

5 19,00 41,00 26,80 26,00 6,00 22,37
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Tab. 3.29: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Monozyten Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 19,80 21,20 20,72 20,80 0,49 2,36

2 0,37 1,12 0,69 0,72 0,25 35,70

3 8,56 10,30 9,63 9,76 0,57 5,95

4 9,01 11,80 10,09 9,95 0,73 7,26

5 9,19 10,90 9,91 9,91 0,56 5,66

Tab. 3.30: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Monozyten Hund in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 2,00 9,00 5,90 6,00 2,60 44,09

2 2,00 13,00 6,50 6,00 3,37 51,92

3 12,00 24,00 17,60 15,00 3,89 22,12

4 8,00 14,00 9,90 9,00 1,97 19,89

5 3,00 10,00 6,90 7,00 2,08 30,13

Tab. 3.31: Prézision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Monozyten Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 4,23 5,66 4,80 4,77 0,42 8,82

2 17,50 20,00 18,44 18,05 0,84 4,57

3 4,88 10,30 7,11 7,02 1,78 24,97

4 2,47 4,19 3,36 3,31 0,70 20,82

5 7,14 10,20 8,65 8,07 1,41 16,25

Tab. 3.32: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Monozyten Katze in %

Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient

1 0,00 3,00 0,80 0,00 1,03 129,10

2 1,00 4,00 2,50 2,00 0,85 33,99

3 0,00 5,00 1,70 1,00 1,83 107,58

4 1,00 5,00 2,90 3,00 1,20 41,28

5 0,00 4,00 0,40 0,00 1,26 316,23
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Tab. 3.33: Prazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Eosinophile Granulozyten

Hund in %
Probennummer | Tiefstwert Hochstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 0,03 1,35 0,67 0,69 0,43 65,00
2 5,42 6,66 5,90 5,84 0,40 6,73
3 0,09 1,31 0,75 0,84 0,50 66,39
4 5,50 8,10 7,09 7,21 0,75 10,56
5 3,79 4,99 4,37 4,47 0,38 8,66

Tab. 3.34: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Eosinophile Granulozyten

Hund in %
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 2,00 9,00 3,90 3,00 2,02 51,92
3 0,00 4,00 2,30 2,00 1,49 64,97
4 0,00 3,00 1,00 1,00 0,94 94,28
5 1,00 6,00 3,50 3,00 1,43 40,96

Tab. 3.35: Préazision in der Serie (CELL-DYN® 3500): Eosinophile Granulozyten

Katze in %
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 4,29 5,04 4,62 4,60 0,25 5,36
2 4,18 5,30 4,92 5,00 0,35 7,10
3 8,01 9,30 8,74 8,92 0,47 5,33
4 0,63 0,85 0,74 0,74 0,08 11,44
5 1,31 1,91 1,63 1,68 0,23 13,81

Tab. 3.36: Prazision in der Serie (Referenzmethode): Eosinophile Granulozyten

Katze in %
Probennummer | Tiefstwert Hdchstwert Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung koeffizient
1 1,00 6,00 2,40 2,00 1,35 56,25
2 0,00 2,00 0,70 1,00 0,67 96,41
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 1,00 0,10 0,00 0,32 316,20
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tab. 3.37: Zusammenfassung Préazision in der Serie (Katze)

Parameter Methode | n | Tiefstwert | Hochstwert | Mittelwert Median Standardab | Variations-
-weichung | koeffizient
Leukozyten CD 5 8,31 8,91 8,67 8,70 0,22 3,09
(10°/u) M 5 15,05 17,89 16,29 16,30 0,88 5,64
Erythrozyten CD 5 7,44 7,68 7,55 7,56 0,08 1,08
(10°/p1) M 5 7,09 8,31 7,73 7,76 0,38 5,33
Thrombozyten CD 5 224,50 297,60 252,35 244,71 25,15 10,29
(10°/u1) M 5 295,00 421,00 355,50 355,50 37,01 13,11
Hamoglobin CD 5 11,44 11,67 11,56 11,54 0,08 0,72
(g/dl) M 5 11,33 11,86 11,58 11,56 0,19 1,87
Hamatokrit CD 5 34,38 35,58 35,00 35,03 0,39 1,13
(%) M 5 34,00 34,80 34,04 34,00 0,52 1,64
Neutrophile CD 5 66,10 69,12 67,56 67,51 1,04 1,59
Granulozyten
(%) M 5 68,40 83,60 76,68 76,40 4,65 6,90
Lymphozyten CD 5 17,68 20,95 19,36 19,27 1,23 6,18
(%) M 5 14,00 29,40 20,96 21,00 4,52 37,95
Monozyten CD 5 7,24 10,07 8,47 8,24 1,03 15,09
(%) M 5 0,40 4,20 1,66 1,20 1,23 125,64
Eosinophile CD 5 3,68 4,48 4,13 4,19 0,28 8,61
Granulozyten
(%) M 5 0,20 1,80 0,64 0,60 0,47 93,77
n = Anzahl der Blutproben, die jeweils zehnmal in Folge gemessen wurden, CD = CELL-DYN® 3500,
M = jeweilige Referenzmethode
Tab. 3.38: Zusammenfassung Prézision in der Serie (Hund)
Parameter Methode | n | Tiefstwert | Hochstwert | Mittelwert Median Standardab | Variations-
-weichung | koeffizient
Leukozyten CcD 5 9,33 9,98 9,67 9,69 0,22 2,18
(10°/p1) M 5 11,76 14,29 12,85 12,75 0,82 6,73
Erythrozyten CcD 5 7,16 7,34 7,24 7,24 0,05 0,76
(10°/p) M 5 4,54 6,01 5,28 5,31 0,48 9,52
Thrombozyten CcD 5 265,00 294,20 280,70 281,90 8,67 3,08
(10°/p1) M 5 185,00 256,00 210,70 205,50 21,42 14,70
Hamoglobin CcD 5 17,28 17,70 17,47 17,46 0,14 0,81
(g/dl) M 5 13,00 14,13 13,43 13,46 0,36 2,94
Hamatokrit CcD 5 49,30 50,78 49,96 49,91 0,43 0,88
(%) M 5 38,20 39,60 38,78 38,80 0,51 1,36
Neutrophile CcD 5 63,70 66,76 65,23 65,21 0,98 1,53
Granulozyten
(%) M 5 61,40 76,40 68,76 67,60 4,97 7,81
Lymphozyten CcD 5 19,26 21,54 20,45 20,60 0,74 4,34
(%) M 5 13,80 27,00 19,74 18,60 4,03 46,00
Monozyten CcD 5 9,39 11,06 10,21 10,23 0,52 11,39
(%) M 5 5,40 14,00 9,36 8,60 2,78 33,63
Eosinophile CcD 5 2,97 4,48 3,76 3,81 0,49 31,47
Granulozyten
(%) M 5 0,60 4,40 2,14 1,80 1,18 50,43

n = Anzahl der Blutproben, die jeweils zehnmal in Folge gemessen wurden, CD = CELL-DYN® 3500,
M = jeweilige Referenzmethode
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3.3.1.2 Blutprobenlagerung

Die Auswirkungen der Probenlagerung auf die Messergebnisse der automatischen
Blutanalyse sollte Uberprift werden. Hierbei wurden dieselben flnf Blutproben zum
einen bei Raumtemperatur und Dunkelheit und zum anderen im Kihlschrank
aufbewahrt. Sie wurden am Tag der Blutenthahme sowie nach 24 h, 48 h, 72 h und
einer Woche mit dem CELL-DYN® 3500 analysiert.

Die Ergebnisse sind fiur ausgewéhlte Parameter in Form von Liniendiagrammen
dargestellt (s. Abb. 3.12 bis 3.35). Es wurde sowohl der WIC-Wert als auch der
WOC-Wert der Leukozytenzéhlung einzeln aufgefihrt, da Gberprift werden sollte, ob
sich im Laufe der Lagerung eventuell auftretende morphologische Veranderungen
der Zellen unterschiedlich auf die verschiedenen Messtechniken (Laser- und
Widerstandsmessmethode) auswirken wirden. Fur die Ergebnisse der
Leukozytendifferenzierung wurde hier jeweils der vom Gerat errechnete Absolutwert
der einzelnen Leukozytensubpopulation Ubernommen, wobei die Leukozytenzahl
zum Teil von Tag zu Tag unterschiedlich mal als WIC- oder mal als WOC-Wert
ausgegeben wurde.

Zusatzlich wurde, fur die beiden Lagermethoden getrennt, bei beiden Tierarten
Uberpruft, ob sich signifikante Unterschiede zum Ausgangswert nach einer
bestimmten Lagerungszeit ergaben. Als Zeitpunkt wurde 48 h gewahlt (s. Kap.
3.2.2.3.5). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.39 abgebildet.

Bei Kihlschranktemperatur gelagerte  Blutproben zeigen bis auf die
Thrombozytenzahl bei der Katze und den Hamatokrit bei beiden Tierarten keine
signifikanten Veréanderungen.

Bei Zimmertemperatur gelagerte Blutproben wiesen dagegen bei der optischen
Leukozytenzahlung, den neutrophilen Granulozyten und dem Hamatokrit beider
Tierarten, sowie den Hundelymphozyten und Katzenthrombozyten signifikante

Veranderung auf.
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Tab. 3.39: Signifikante Verdnderungen (< 0,05, fett) nach 48 h Lagerung

Signifikanz der Veranderung nach 48 Stunden
Parameter Katze Hund
Z k z k
Leukozyten WOC 0,018 0,058 0,015 0,067
Leukozyten WIC 0,251 0,648 0,593 0,858
Neutrophile Granulozyten 0,039 0,781 0,028 0,136
Lymphozyten 0,357 0,821 0,033 0,773
Monozyten 0,555 0,417 0,121 0,429
Eosinophile Granulozyten 0,177 0,242 0,862 0,874
Erythrozyten 0,161 0,194 0,156 0,379
Thrombozyten 0,006 0,026 0,305 0,275
Héamoglobin 1,000 0,099 0,326 0,270
Hamatokrit 0,000 0,005 0,000 0,003

WOC = White Cell Optical Count, WIC = White Cell Impedance Count, z = Lagerung bei Zimmertemperatur,
k = Lagerung im Kuhlschrank
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Abbildung 3.12: Blutprobenlagerung im Kihlschrank: WOC Hund
WOC = White Cell Optical Count, optische Leukozytenzéhlung
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Abbildung 3.13: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur: WOC Hund
WOC = White Cell Optical Count, optische Leukozytenzéahlung
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Abbildung 3.14: Blutprobenlagerung im Kihlschrank: WIC Hund

WIC = White Cell Impedance Count, Leukozytenzéhlung nach der Widerstandsmessmethode

20

18 4

16 &

14 4

3 124 e
™ O
o Probe 1
- i
£ 107
O Probe 2
=
c 81 4 Probe 3
2 -
f
? 64 A Probe4
X
5
L 4 _ _ _ Probe 5
,00 1,00 2,00 3,00 7,00

Anzahl der Tage

Abbildung 3.15: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur: WIC Hund

WIC = White Cell Impedance Count, Leukozytenzéhlung nach der Widerstandsmessmethode
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Abbildung 3.16: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Neutrophile Granulozyten Hund
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Abbildung 3.17: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Neutrophile Granulozyten Hund
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Abbildung 3.18: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Lymphozyten Hund
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Abbildung 3.19: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Lymphozyten Hund
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Abbildung 3.20: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Monozyten Hund
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Abbildung 3.21: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Monozyten Hund
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Abbildung 3.22: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Eosinophile Granulozyten Hund
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Abbildung 3.23:

Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:

Eosinophile Granulozyten Hund
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Abbildung 3.24: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Hamatokrit Hund
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Abbildung 3.25: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Hamatokrit Hund
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Abbildung 3.26: Blutprobenlagerung im Kihlschrank: WOC Katze
WOC = White Cell Optical Count, optische Leukozytenzéhlung
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Abbildung 3.27: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur: WOC Katze
WOC = White Cell Optical Count, optische Leukozytenzéahlung
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Abbildung 3.28: Blutprobenlagerung im Kihlschrank: WIC Katze

WIC = White Cell Impedance Count, Leukozytenzéhlung nach der Widerstandsmessmethode
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Abbildung 3.29: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur: WIC Katze
WIC = White Cell Impedance Count, Leukozytenzahlung nach der Widerstandsmessmethode
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Abbildung 3.30: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Neutrophile Granulozyten Katze
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Abbildung 3.31: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Neutrophile Granulozyten Katze
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Abbildung 3.32:  Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Lymphozyten Katze
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Abbildung 3.33: Blutprobenlagerung bei Raumtemperatur:
Lymphozyten Katze
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Abbildung 3.34: Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Monozyten Katze
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Abbildung 3.35:  Blutprobenlagerung im Kihlschrank:
Eosinophile Granulozyten Katze
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3.3.2 Methodenvergleich

Die Messdaten des CELL-DYN®3500 und der fir die jeweiligen Parameter
herangezogenen Referenzmethoden wurden mittels linearer Regressionsanalyse
verglichen. Die Anzahl der zugrunde liegenden Wertepaare betrug mindestens 100
pro uberpriftem Parameter.

Der Berechnung der absoluten Zahlen der Leukozytensubpopulationen lag immer die
im CELL-DYN® 3500 gemessene Gesamtleukozytenzahl zugrunde. Auf eine
zusatzliche manuelle Leukozytenzahlung musste aus Mangel an Probenmaterial
verzichtet werden.

Fir samtliche Parameter beider Tierarten wurden die Ergebnisse der
Regressionsanalyse, zusammen mit den Regressionsgraden und den zugehérigen
Korrelationskoeffizienten, in Streudiagrammen (Abb. 3.36a bis 3.53a) dargestellt.

Die Bestimmung der absoluten Differenzen der zu vergleichenden Messmethoden
erfolgte fir jede Tierart und fur jeden Parameter. Zur Veranschaulichung der
Ergebnisse dienen Punktwolkendiagramme nach BLAND und ALTMAN (Abb. 3.36b
bis 3.53b). Dabei wurde die Differenz der Wertepaare gegen ihren Mittelwert
aufgetragen. Von den Differenzen der Wertepaare erfolgte wiederum die Berechnung
des Mittelwertes (mean) und der Standardabweichung. Der Mittelwert der
Differenzen (mean) ermdoglicht dem Beobachter festzustellen, um wie viel der
CELL-DYN® 3500 im Durchschnitt hoher oder niedriger misst als die
Referenzmethode und in welchem absoluten Wertebereich dies der Fall ist. Die
Standardabweichung gibt die durchschnittliche Streuung um diesen Mittelwert
(mean) an.

Die Daten der Regressionsanalyse, die Korrelationskoeffizienten sowie die mittlere
Differenz (mean) und die Standardabweichung der absoluten Differenzen sind in den
Tabellen 3.40 bis 3.43 nach Tierarten getrennt aufgelistet.
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Tab. 3.40:

Methodenvergleich fur Zellzahlen, Hamatokrit und Hamoglobin (Hund)

n = Anzahl der Wertepaare
r = Korrelationskoeffizient
SD = Standardabweichung der mittleren Differenzen

CD = CELL-DYN® 3500 M = manuelle Referenzmethode

a, b = Steigung bzw. Y-Achsenabstand der Regressionsgeraden

Parameter Mittelwerte Minimum/Maximum Regressions- Mittlere
n gerade r Differenz SD
Methoden Methoden (mean)
y=ax+b
CD M CD M a b
Leukozyten 104 12,17 11,77 0,28- 0,35-| 1,030 0,040 | 0,988 0,390 1,290
in 103/ul 50,40 49,10
Erythrozyten 104 6,67 6,45 2,20- 2,07-| 0,897 0,880 | 0,927 0,220 0,610
in 10%/ul 11,30 11,09
Thrombozyten | 104 | 310,97 | 307,99 0,06- 27,00-| 0,977 10,186 | 0,949 2,980 55,050
in 103/l 1259,00 | 1210,00
H&amoglobin 104 15,98 14,33 5,79- 5,00- | 1,081 0,483 | 0,971 1,650 0,880
in g/dl| 23,70 20,03
H&amatokrit 104 45,09 45,11 17,00- 18,00-| 1,021 -0,964 | 0,979 -0,020 1,980
in % 67,00 69,00
Tab. 3.41:

Methodenvergleich fur das Differentialblutbild (Hund)

n = Anzahl der Wertepaare
r = Korrelationskoeffizient
SD = Standardabweichung der mittleren Differenzen

CD = CELL-DYN® 3500 M = manuelle Referenzmethode

a, b = Steigung bzw. Y-Achsenabstand der Regressionsgeraden

Parameter Mittelwerte Minimum/Maximum Regressions- Mittlere
n gerade r Differenz SD
(pro pl) Methoden Methoden (mean)
y=ax+b
CD M CD M a b
Neutrophile | 200 | 9962,65| 10078,29 | 337,40-| 345,60-| 1,035 -470,984 | 0,974 | -115,640 | 1501,410
Granulozyten 41931,60 | 40837,00
Lymphozyten | 200 | 1301,31| 1406,01 63,42- 0,00-| 0,454 | 662,546 | 0,701 | -104,690| 836,470
5016,00 | 10179,00
Monozyten 200 | 596,15 531,01 15,16- 0,00-| 0,468 | 347,716 | 0,268 65,140 | 1066,230
12015,60 | 5542,00
Eosinophile 200 | 351,21 24191 0,00- 0,00-| 1,147 73,754 | 0,835| 109,300| 230,510
Granulozyten 2357,50 | 2185,00
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Tab. 3.42:

Methodenvergleich fur Zellzahlen, Hamatokrit und Hamoglobin (Katze)
n = Anzahl der Wertepaare
r = Korrelationskoeffizient
SD = Standardabweichung der mittleren Differenzen

CD = CELL-DYN® 3500 M = manuelle Referenzmethode

a, b = Steigung bzw. Y-Achsenabstand der Regressionsgeraden

Parameter Mittelwerte Minimum/Maximum Regressions- Mittlere
n gerade r Differenz SD
Methoden Methoden (mean)
y=ax+b
CD M CD M a b
Leukozyten 100 | 13,31 13,23 2,23- 2,35-| 0,982 0,323 | 0,977 0,080 2,040
in 103/l 63,00 63,00
Erythrozyten 100 8,13 8,04 1,83- 1,16-| 0,886 1,007 | 0,960 0,090 0,650
in 10%/ul 13,40 12,90
Thrombozyten | 100 | 242,58 | 386,00 29,70- 18,00-| 0,619 3,658 | 0,598 | -143,420| 152,870
in 103/ul 723,00 790,00
H&amoglobin 100 | 12,25 11,49 3,91- 4,12-| 1,062 0,042 | 0,957 0,760 0,860
in g/dl 17,80 18,27
Hamatokrit 100 | 35,39 35,81 11,00- 9,00- | 0,956 1,160 | 0,969 -0,420 2,150
in % 51,00 52,00
Tab. 3.43:

Methodenvergleich fur das Differentialblutbild (Katze)
n = Anzahl der Wertepaare
r = Korrelationskoeffizient
SD = Standardabweichung der mittleren Differenzen

CD = CELL-DYN® 3500 M = manuelle Referenzmethode

a, b = Steigung bzw. Y-Achsenabstand der Regressionsgeraden

Parameter Mittelwerte Minimum/Maximum Regressions- Mittlere
n gerade r Differenz SD
(pro pl) Methoden Methoden (mean)
y=ax+b
CD M CD M a b
Neutrophile 200 | 10492,61 | 11259,77| 599,00-| 817,20-| 0,994 | -695,747 | 0,984 | -767,160 | 1680,780
Granulozyten 87889,40 | 89664,00
Lymphozyten | 200 | 2682,04 | 2458,40 54,00- 0,00-| 0,967 | 304,245| 0,891 | 223,640 | 1393,230
22800,00 | 25896,00
Monozyten 200 683,61 366,02 9,29- 0,00-| 0,790 | 394,281 | 0,478| 317,600| 671,970
6470,00 | 3744,00
Eosinophile | 200 555,66 449,72 3,00- 0,00-| 0,909 | 146,800 | 0,928 | 105,940| 292,400
Granulozyten 6880,00 | 7425,00

68




3 ERGEBNISSE

60

50 9

40 1

30 9

20 o

10 «

Leukozyten CD 3500 in 1000/ul

-10
-10 0 10 20 30 40 50 60

Leukozyten Referenz (Z&hlkammer) in 2000/pl
n =104 r=0,988 y =1,030x + 0,040

Abbildung 3.36a: Leukozyten-Bestimmung beim Hund, Regressionsanalyse
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Abbildung 3.42a: Hamatokrit-Bestimmung beim Hund, Regressionsanalyse
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Abbildung 3.43a: Hamatokrit-Bestimmung bei der Katze, Regressionsanalyse
von CELL-DYN® 3500 (CD) und Mikrohamatokritmethode
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4 DISKUSSION

Das vollautomatische Hamatologiesystem CELL-DYN® 3500 ist fiir die Analyse von
Humanblut konzipiert worden und mit einer vom Werk nicht fest kalibrierten
Veterinarsoftware ausgestattet. Diese ermoéglicht die Analyse von mehr als 60
verschiedenen Tierspezies, wobei die Kalibrierung individuell fur jede einzelne Tierart
vom jeweiligen Labor vorzunehmen ist (ABBOTT 1996). In der Humanmedizin ist das
Gerat fur zahlreiche unterschiedliche Einsatzmdglichkeiten evaluiert worden
(DORNER et al. 1993, WARD et al. 1996, JOYNER und BROOKS 1995, FOURNIER
et al. 1996, CHOW und LEUNG 1996, VIVES-CORRONS et al. 1996, BURCHERT-
GRAEVE und KOCK 1996, MULLER et al. 1997, ILES-MANN und HENNIKER 1997).
In der Veterinarmedizin beschrankt sich die Anzahl der Untersuchungen auf wenige
Arbeiten bei einzelnen Tierarten. So haben BLEUL et al. (2002) das Gerat im Einsatz
mit Rinderblut getestet. J. KIEFFER hat im Rahmen lhrer Dissertation den
CELL-DYN® 3500 anhand von Ratten- und M&useblut untersucht (1995). Eine Arbeit
befasst sich mit der Evaluation des Gerates bei Hunden, Katzen, Pferden, Rindern
und Schafen. Fir diese schwedische Arbeit ist nur eine englische Zusammenfassung
verfugbar, aus der nicht eindeutig hervorgeht, wie grol3 die Probenmenge war und
welche Untersuchungen genau durchgefuhrt wurden (LILLIEHOOK und LARRSON
1998). Daruber hinaus existieren unveroffentlichte Angaben aus tierexperimentellen
Forschungsarbeiten fir den Hund und auch fur die Katze (SCHWENDENWEIN;
BLEUEL 1995) und eine Arbeit iiber den Einsatz des CELL-DYN® 3500 fiir die
Diagnose leukéamischer Zellen im peripheren Blut von Hunden und Katzen
(FERNANDES et al. 2002).

Die vorliegende Studie hatte das Ziel, die vom CELL-DYN® 3500 ermittelten
Messwerte fur Hunde- und Katzenblutproben auf Zuverlassigkeit zu untersuchen.
Hierfir wurde einerseits die Prazision des Gerates mit der der Referenzmethoden
verglichen und in einem Methodenvergleich die Ergebnisse beider Messmethoden
gegenubergestellt. Zudem sollen im Rahmen der Diskussion die Ergebnisse aus
Prazision und Methodenvergleich anhand der Angaben aus der Literatur mit denen
anderer Gerate bei den Tierarten Hund und Katze, sowie mit denen aus der

Humanmedizin verglichen werden.
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4.1 Qualitatskontrolle

Die Prazision ist ein wichtiges Kriterium, um die Leistungsfahigkeit eines Gerétes zu
beurteilen. Sie erfasst die Streuung der Einzelwerte einer Stichprobe um den
Mittelwert und steht fir die Reproduzierbarkeit der Messungen (EDER und
FRITSCHE 1986). Je kleiner diese Streuung ist, desto hoher ist die Prazision (DURR
und KRAFT 1995).

411 Prazision in der Serie

Finf Blutproben jeder Tierart (Hund und Katze) wurden vom CELL-DYN® 3500 und
den jeweiligen Referenzmethoden zehnmal in Folge analysiert. Anhand der
resultierenden Variationskoeffizienten (VK) erfolgte die Beurteilung der Prazision.
Nach DORNER et al (1993) darf man bei vollautomatischen Zahlgeraten heute
Prazisionsdaten wie in der Klinischen Chemie erwarten. Als Richtwert fur die
Beurteilung einer sehr guten Prazision wurde demnach ein Variationskoeffizient von

bis zu 3 % herangezogen.

41.1.1 Hund (CELL-DYN® 3500)

Die Variationskoeffizienten der untersuchten Parameter (Leukozyten, Erythrozyten,
Thrombozyten, Hamatokrit, Hamoglobin, neutrophile und eosinophile Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten) lagen mit Ausnahme der Lymphozyten (4,34%),
Monozyten (11,39%) und eosinophilen Granulozyten (31,47%) bei 3 % oder darunter
und zeigten somit eine sehr gute Prazision. Die von BLEUEL (1995) ermittelten
Werte des CELL-DYN® 3500 beim Hund liegen fiir Lymphozyten bei VK < 3,7%, fiir
Monozyten bei VK < 7,7% und fir eosinophile Granulozyten bei < 83,3%. Sie sind
denen dieser Untersuchung sehr &hnlich, wurden aber nur anhand von drei
Blutproben ermittelt. Beim Menschen ermittelte Préazisionswerte fur die oben
genannten Parameter werden wie folgt angegeben: VK Lymphozyten < 4% bis
< 14%, VK Monozyten < 7% bis < 93% und VK eosinophile Granulozyten < 9% bis
<12% (BLEUEL 1995). Lediglich die humanen eosinophilen Granulozyten werden
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vom Gerat zuverlassiger gemessen, wobei die Werte anderer vollautomatischer
Blutanalysegerate (Technicon H*1, Bayer) fur diesen Parameter mit 8% bis 34%
beim Menschen angegeben werden und damit gut mit den hier ermittelten Werten
ubereinstimmen (WENZ et al. 1987, THOMAS et al. 1989, SWAIM 1991).

Alle drei diskutierten Parameter liegen beim Hund physiologischer Weise in niedrigen
bis sehr niedrigen Konzentrationsbereichen vor, was zur statistischen Unprazision
mal3geblich beitragt, sodass die angegeben Werte noch als durchaus akzeptabel zu
interpretieren sind (SWAIM 1991)

41.1.2 Katze (CELL-DYN® 3500)

Fur die Katze liegen keine Prazisionsdaten aus der Literatur vor. Legt man
denselben Mal3stab wie beim Hund an, ist die Prézision der Parameter Leukozyten,
Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit und neutrophile Granulozyten als sehr gut zu
bezeichnen. Lymphozyten und Monozyten werden mit VK 6,18% bzw. 15,09%
ahnlich prazise gemessen wie die des Hundes. Eosinophile Granulozyten der Katze
werden mit VK 8,61% sogar deutlich praziser bestimmt als beim Hund.

Eine Ausnahme bildet die Prazision der Katzenthrombozyten, die mit einem VK von
10,29% schlechter ausfiel. Die Prazision beim Menschen wird von DORNER (1993)
mit VK 3,3% bis 7,8%, bei sehr niedrigen Thrombozytenzahlen sogar nur mit
VK 31,8% angegeben und liegt damit nicht deutlich besser als bei der Katze. Auch
BLEUEL (1995) ermittelte fur Menschenthrombozyten &hnliche Prazisionen
(VK < 3% bis < 9%).

Vergleicht man die Werte mit denen des Technicon H*1, wie sie von LIEDL (1996)
ermittelt wurden, sind die Ergebnisse ahnlich bis deutlich besser. In dieser Studie
wurden Werte fur Thrombozyten mit VK 1,46% bis 37,98%, fuir Lymphozyten mit
VK 3,37% bis 25,65%, fur Monozyten mit VK 9,11% bis 34% und fur eosinophile
Granulozyten mit VK 5,99% bis 21,46% angegeben.

Der Unterschied der in dieser Untersuchung ermittelten Daten der
Leukozytendifferenzierung der Katze im Vergleich zur Humanblutuntersuchung fallt
deutlich geringer aus, als dies beim Technicon H*1 der Fall ist. Dies begriindet sich
hochwahrscheinlich in der unterschiedlichen Technik der Blutzelldifferenzierung. Im

Fall vom Technicon H*1 wird die Peroxidaseaktivitat der Leukozyten zu deren
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Unterteilung herangezogen, die bei der Katze nur sehr unzuverlassig vorzukommen
scheint (TVEDTEN 1993; LIEDL 1996).

411.3 Referenzmethoden

Alle Referenzmethoden lieferten bei allen untersuchten Parametern hohere
Variationskoeffizienten und damit schlechtere Préazisionsergebnisse als der
CELL-DYN® 3500. Besonders die Kammerzahlung zeichnet sich durch eine hohe
Impréazision aus und wird von manchen Autoren daher als Referenzmethode
abgelennt (DORNER 1993). Dennoch ist sie die einzig relevante, unabhangige
Messmethode und wird von anderen Autoren aus diesem Grund als geeignet
angesehen. THOMAS (1992) hélt sie als Referenzmethode fur die
Leukozytenzahlung bei Evaluierung eines neuen Gerates fur unersetzbar.

Alle Messungen der Parameter Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten, Hamatokrit
und Hamoglobin lagen bei beiden Tierarten im Bereich vergleichbarer Arbeiten
(LIEDL 1996).

Dies gilt auch far die Variationskoeffizienten der einzelnen
Leukozytensubpopulationen bei der Blutzelldifferenzierung beider Tierarten. Auch
hierbei zeigte sich, dass die Prazision umso schlechter war, je geringer der Anteil der
speziellen Zellgruppe am Gesamtblutbild war. So waren die VK der neutrophilen
Granulozyten beim Hund mit 7,81% und bei der Katze mit 6,90% akzeptabel und
nicht viel schlechter als die der Geratemessungen. Bei den eosinophilen
Granulozyten, die im Blut absolut und prozentual in sehr geringer Menge vorkommen
lagen die VK dagegen bei 50,43% bzw. 93,77%. In diesen Bereichen geringer
Haufigkeit fihren bereits geringfiigige Variationen (von 1% bis 3%), die klinisch nicht
relevant waren, statistisch zu groRen Abweichungen (TVEDTEN und WILKINS
1988).

Auch in der Humanmedizin st die Prazision der mikroskopischen
Blutzelldifferenzierung wesentlich niedriger als die der Blutanalysegeréate. Trotzdem
ist sie als Referenzmethode unersetzbar (THOMAS 1992, DORNER 1993,
FOURNIER et al. 1996).
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4.1.2 Blutprobenlagerung

Hier sollten die Auswirkungen der Probenlagerung auf die Ergebnisse automatischer
Blutanalyse Uberprift werden.

Die Hauptaussage dieser Uberprufung findet sich in der Tabelle 3.39 wieder. Darin
sind die statistisch signifikanten Anderungen einzelner Parameter zum Zeitpunkt
48 Stunden fett markiert. Der Zeitpunkt wurde, wie oben erwahnt so gewahlt, da dies
eine realistische Zeitspanne von Blutentnahme bis zur Analyse im Einsendelabor fur
den praktizierenden Tierarzt darstellt.

Hierbei stellte sich heraus, dass die Lagerung bei Kiuhlschranktemperatur deutliche
Vorteile gegentber der Raumtemperaturlagerung bietet. Lediglich die Thrombozyten
der Katze, die schon in der seriellen Prazision ungenugende Werte aufwiesen und
die auch im Methodenvergleich kaum mit der Referenzmethode Ubereinstimmen,
zeigen auch bei der Uberprifung der Blutprobenlagerung signifikante Abweichungen.
Als zweiter Parameter, der auch unter Kihlschranktemperaturbedingungen deutliche
Imprézision nach 48 Stunden aufwies, konnte der Hamatokrit herausgestellt werden.
Der Hamatokrit berechnet sich aus den vom Gerat gemessenen Parametern
Erythrozytenzahl und MCV. Da die Erythrozytenzahl bei allen Tierarten und
Lagerungsbedingungen stabil war, ergibt sich die Abweichung im Hamatokrit aus der
Abweichung im MCV. Dieser nimmt mit zunehmender Lagerungsdauer signifikant zu.
Dieses Phdnomen ergibt sich als Resultat einer Erythrozytenmembranschadigung,
bei der es zu erhéhter Durchlassigkeit mit Flussigkeitseinstrom in die Zellen kommt
(KNOLL 2000). KIEFFER (1995) beschreibt diese Impréazision bei Ratten- und
Mauseblut bereits nach 16 Stunden und THOMAS (1992) gibt als Stabilitdtsgrenze
fur MCV und Hamatokrit bei automatischer Blutanalyse 24 Stunden an.
Demgegenulber zeigt bei Raumtemperatur gelagertes Blut signifikante Abweichungen
zusatzlich der bereits erwahnten Parameter auch bei der optischen
Leukozytenzahlung und der Differenzierung der neutrophilen Granulozyten beider
Tierarten und der Lymphozyten des Hundes. Wie MADE und WUJANZ (1995)
publizierten, kommt es bereits nach wenigen Stunden zu deutlichen Veranderungen
des Blutes durch die metabolische Aktivitat der Erythrozyten, durch den Zerfall der
Leukozyten und den Metabolismus der Plasmaproteine. Diese Veranderungen
scheinen grof3eren Einfluss auf die optischen Eigenschaften der Zellen zu nehmen,

als auf deren elektrische Leitfahigkeit.
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Betrachtet man die Liniendiagramme, so féllt bei den Parametern des
Differentialblutbildes auf, dass diese von Tag zu Tag teilweise starken
Schwankungen ausgesetzt sind (s. Abb. 3.16 bis 3.23 und 3.30 bis 3.35). Diese
wurden dadurch ausgeldst, dass der CELL-DYN® 3500 an einem Tag mal den WIC-
Wert als Leukozytenzahl herangezogen hat und am anderen Tag den WOC-Wert. Da
beide Werte z.T. deutlich voneinander abweichen (s. Abb. 3.12 bis 3.15 und 3.26 bis
3.29), kommt es bei den abhéngigen Parametern der Leukozytensubpopulationen
ebenfalls zu deutlichen Abweichungen.

Die Empfehlungen fir Blutproben, die erst nach 48 Stunden analysiert werden
konnen lautet zusammenfassend: Kihlung der Blutproben, Bevorzugung des WIC-
Wertes bei der Leukozytenzéhlung, Vorsicht bei der Interpretation des Hamatokrit-
Wertes und des MCV (beide falsch hoch).

4.2 Methodenvergleich

Um die Messergebnisse auf Zuverlassigkeit zu Uberprifen, werden sie in einem
Methodenvergleich (CELL-DYN® 3500 / manuelle Referenzmethode) gegeniiber
gestellt.

Zur statistischen Auswertung wurden eine Regressionsanalyse angewendet sowie
Korrelationen zwischen den zu vergleichenden Methoden aufgestellt und der
dazugehorige PEARSONSCHE Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient berechnet.
Da dieses Verfahren aber nur den Grad eines linearen Zusammenhanges wiedergibt
ohne Berticksichtigung der klinischen Relevanz, wurde zusatzlich die von BLAND
und ALTMANN (1986) beschriebene Darstellung gewahlt. Um die Ubereinstimmung
von zwei Geraten oder Messmethoden, die beide nicht den goldenen Standard
liefern, ermitteln zu kdnnen, wird die absolute Differenz eines Wertepaares mit
dessen Mittelwert verglichen und graphisch dargestellt (BLAND und ALTMANN
1986). Das Ergebnis dieser graphischen Methode lasst sofort erkennen, wie weit sich
die Werte voneinander unterscheiden und ob diese Differenzen fir die klinische
Interpretation von Bedeutung sind (BLAND und ALTMANN 1986). Eine Bedeutung
erlangen diese Differenzen immer dann, wenn durch sie die klinische Diagnose
geandert werden wirde. Wenn beispielsweise das Gerat die Lymphozyten einer
Blutprobe noch im Referenzbereich [nach KRAFT und DURR (1995)] misst, das
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Ergebnis der Referenzmethode aber (ber diesem Bereich lage, hétte der
Untersucher den Konflikt zu beurteilen, ob es sich um eine Lymphozytose handelt

oder nicht. Somit entsteht eine klinische Relevanz der Differenz.

Parameter des »Kleinen Blutbildes* (Leukozyten-, Erythrozyten-,
Thrombozyten- und Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit)

Samtliche Parameter des ,kleinen Blutbildes* beider Tierarten mit Ausnahme der
felinen Thrombozyten zeigen eine gute bis sehr gute Korrelation mit Koeffizienten
von 0,93 bis 0,99 (s. Tab. 3.40 und 3.42; Abb. 3.36a bis 3.45a). Eine sehr gute
Ubereinstimmung beider Messmethoden wird auch durch die nur sehr geringen
mittleren  Differenzen  dokumentiert (z.B. 80 Leukozyten pro pul Blut,
90.000 Erythrozyten pro ul Blut bei der Katze und 2980 Thrombozyten pro ul Blut,
0,02 % Hamatokrit beim Hund). Diese mittleren Abweichungen sind klinisch nicht
relevant, unabhéngig von dem absoluten Wertebereich, in dem sie auftreten.

Dartber hinaus zeigt der Methodenvergleich, dass die mittleren Differenzen auch
Uber einen weiten Messbereich (s. Tab. 3.40 und 3.42 ,Minimum/Maximum®) Kklein
waren und sich nahezu alle Werte im Toleranzbereich der doppelten
Standardabweichung (2 SD) befanden (s. Abb. 3.36b bis 3.45b). Die wenigen
Ausreil3er lagen sowohl Uber als auch unter 2 SD bzw. -2 SD, sodass kein Trend
festzustellen war. Auch traten sie unabhéngig vom Wertebereich auf. Trotzdem muss
festgehalten werden, dass diese Ausreil3er z.T. klinische Relevanz besalRen. Da
keine dieser Ausreil3er klinisch nachverfolgt wurden, muss in Einzelfallen offen
bleiben, welches Ergebnis klinisch plausibler erschienen hétte und ob eine oder
beide Methode teilweise unerklarbare Messfehler produzieren.

Als allgemeiner Trend lieR sich weiterhin feststellen, dass bei den Parametern
Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten Hund und Hamoglobin die positive mittlere
Abweichung anzeigt, dass das Gerat eher hohere Werte misst, als die manuelle
Referenzmethode. Beim Parameter Hamatokrit misst der CELL-DYN® 3500 eher
niedrigere Werte als die Referenzmethode, was durch die negative mittlere Differenz
zum Ausdruck kommt. Insgesamt waren die Differenzen aber wie bereits erwédhnt so
gering, dass diesem allgemeinen Trend keine klinische Signifikanz zugesprochen

werden kann.
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Ganz anders war das Ergebnis des Methodenvergleiches bei den felinen
Thrombozyten. Hier lag der Korrelationskoeffizient bei ungenlgenden 0,598
(s. Abb. 3.41a). Noch deutlicher wird die schlechte Ubereinstimmung beider
Untersuchungsmethoden bei der Betrachtung der mittleren Differenz der
Absolutwerte. Diese lag bei minus 143420 Thrombozyten pro ul Blut (s. Tab. 3.42
und Abb. 3.41b). Bei einem Referenzbereich feliner Thrombozyten von 180000 bis
550000 pro pl Blut (KRAFT und DURR 1995) wird klar, dass eine derart groRe
Differenz (Gerat misst deutlich niedrigere Werte als die Referenzmethode) fast immer
eine klinische Relevanz besitzt. Ein nach der Zahlkammermethode physiologischer
Wert wird von der Maschine fast immer als Thrombozytopenie ausgegeben und eine
Thrombozytose wirde vom Gerét als Wert im Referenzbereich angegeben. In beiden
Fallen waren weitere diagnostische und therapeutische Schritte einzuleiten.

Dass sich das vom CELL-DYN® 3500 verwendete Widerstandsmessprinzip als
ungeeignet fur die Zahlung der Katzenthrombozyten herausstellt, haben bereits
andere Autoren publiziert (LIEDL 1996, TVEDTEN und WILKINS 1988). TVEDTEN
(1993) stellte in seinen Untersuchungen &hnliche Abweichungen fest und gab als
Grund fir die falschlicherweise zu niedrigen Thrombozytenzahlen des Gerates die
speziell den Katzenthrombozyten eigene Neigung zur Verklumpung an. Die
Auspragung dieser Aggregationsfahigkeit unterscheidet sich deutlich von der anderer
Spezies, wie beispielsweise der des Hundes und der des Menschen (HART und
NOLTE 1991). Diese Verklumpungstendenz einerseits und die Tatsache
andererseits, dass die Blutplattchen der Katze sich in ihrer GréRe mit den
Erythrozyten = Gberlappen,  machen eine  elektronische  Zahlung  von
Katzenthrombozyten nach der hier verwendeten Methode unmdglich (TVEDTEN und
WILKINS 1988).

Parameter des Differentialblutbildes (neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und eosinophile Granulozyten)

Anders als bei der Untersuchung der Prazision wurden beim Methodenvergleich die
Absolutzahlen der Leukozytensubpopulationen miteinander verglichen, da diese im
Unterschied zu den Relativzahlen einen Bezug zur Klinik zulassen. Hierbei diente die
vom CELL-DYN® 3500 ausgegeben Leukozytenzahl als Berechnungsgrundlage
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sowohl fur die Absolutzahlen der Leukozytensubpopulationen des Gerates als auch
die der Referenzmethode.

Sehr hoch war die Korrelation der neutrophilen Granulozyten bei beiden Tierarten
(r= 0,984 und 0,974 bei der Katze bzw. beim Hund). Dies ist von besonderer
Bedeutung, da diese Zellpopulation mit Abstand die gréf3te im Blut darstellt, was der
Interpretation der Korrelation mehr Gewicht verleiht. Auch hier wiederum
unterstreichen die geringen mittleren Differenzen die gute Ubereinstimmung beider
Messmethoden (s. Abb. 3.46b und 3.47b). Eine mittlere Abweichung von 115 Zellen
pro ul Blut beim Hund ist genauso wenig klinisch relevant wie 767 Zellen pro pl Blut
bei der Katze, wenn man die Ublichen Referenzbereiche zu Rate zieht (Referenz
nach KRAFT und DURR 1995: 3000-9000 pro pl beim Hund und 3000-11000 pro pl
bei der Katze).

Deutlich niedriger war die Korrelation fir die Parameter Lymphozyten und Monozyten
vor allem beim Hund aber auch bei der Katze (s. Tab. 3.41 und 3.43, Abb. 3.48a und
3.49a). Die geringe Vorkommenshaufigkeit, die zu der oben erwahnten Impréazision
fuhrt, beeinflusst gleichermalRen auch die Korrelation (WENZ et al. 1987).
Andererseits sind Monozyten manchmal auch unter dem Mikroskop schwer von
aktivierten Lymphozyten zu differenzieren, was zu deren Verwechslung fuhren kann.
Versuche mit Spezialfarbemethoden fir Monozyten (Alpha-Naphthylazetat-Esterase-
Farbung) erbrachten nach LIEDL (1996) keine besseren Ergebnisse als die
Standardmethode (Wright-Farbung).

Betrachtet man die mittleren Differenzen der Lymphozyten und Monozyten und
bertcksichtigt den jeweiligen Referenzbereich dieser Zellen, kann eine klinische
Relevanz zumindest fur die Lymphozyten beider Tierarten und die Monozyten des
Hundes in Abrede gestellt werden. Bei Referenzbereichen nach KRAFT und DURR
(1995) fur Lymphozyten von 1000-3600/ul und 1000-4000/ul beim Hund bzw. bei der
Katze lagen diese mittleren Abweichungen beim Hund bei minus 105 Zellen/pl und
bei der Katze bei 224 Zellen/pl. Der Referenzbereich der Monozyten liegt nach
selbigen Autoren bei 40-500 Zellen/ul. Eine mittlere Differenz von 65 Zellen beim
Hund wird demnach nie klinisch relevant sein. Die 318 Zellen/ul bei der Katze kdnnte
als eine Monozytose interpretiert werden (falsch positives Ergebnis), die in ihrer
Hohe aber als sehr gering zu bewerten wéare. Bei der Auszéhlung von Leukozyten im
Mikroskop wird ein mittlerer Bereich mé&anderformig durchmustert. Der Gehalt an

Monozyten ist im Randbereich des Ausstrichs allerdings hoher. Ein Counter
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differenziert alle Zellen der Probe. Aus diesen technischen Unterschieden heraus
sind die Abweichungen bei der Monozytendifferenzierung plausibel. Die Werte des
Counters mussten von daher den tatsachlichen Werten theoretisch eher nahe
kommen.

Trotz der geringen Vorkommenshaufigkeit der eosinophilen Granulozyten
(Referenzbereich nach KRAFT und DURR 1995: 40-600 Zellen pro pl) war die
Korrelation akzeptabel fur den Hund (r = 0,835) und gut fir die Katze (r = 0,928).
Auch die mittleren Differenzen der Absolutwerte lagen mit gut 100 Zellen in einem
klinisch irrelevanten Bereich. Dies unterscheidet die Fahigkeit des CELL-DYN® 3500,
feline eosinophile Granulozyten zu erkennen, deutlich von der anderer Gerate. LIEDL
(1996) gibt den Korrelationskoeffizienten fir die eosinophilen Granulozyten beim
Technicon H*1 mit r = 0,09 an. Sie beschreibt die von diesem Gerat verwendete
Peroxidase-Farbung der Leukozyten in Ubereinstimmung mit TVEDTEN (1993) als
unzureichend. Dagegen scheint sich die Messmethode des CELL-DYN ® 3500 fiir
eosinophile Granulozyten, das 90° depolarisierte Laserlicht, gut fur deren
Differenzierung beim Hund und besonders bei der Katze zu eignen.

An dieser Stelle muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass es auch bei den
Parametern des Differentialblutbildes klinisch relevante Ausrei3er gab (s. Abb. 3.46b
bis 3.50b), die ebenso wie bei den tUbrigen Parametern nicht erklart werden konnten.
Wie bereits mehrfach erwahnt, wurde auf eine Auswertung der basophilen
Granulozyten aufgrund ihrer &uf3erst geringen Vorkommenshaufigkeit ganz verzichtet
(Referenzbereich nach KRAFT und DURR: selten, bis 40). Es sollte aber nicht
unerwahnt bleiben, dass die seltenen Basophilien, die nach der Anschaffung des
CELL-DYN® 3500 bis heute in unserem Labor diagnostiziert wurden, allesamt vom
Gerat nicht als solche erkannt wurden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass von den 200 Hundeblutproben bei 156
(78%) das Differentialblutbild vom CELL-DYN® 3500 (ibernommen werden konnte.
Von den 200 Differentialblutbildern bei der Katze konnten 131 (65,5%) akzeptiert

werden.

96



4 DISKUSSION

Vergleich mit humanmedizinschen Untersuchungen und Untersuchungen bei

anderen Tierarten

Die Parameter des ,kleinen Blutbildes® sind in Sachen Korrelation nicht mit der
vorliegenden Arbeit zu vergleichen, da hier als Referenzmethode immer ein anderes
Blutanalysegerat gewahlt wurde (DORNER et al. 1993, WARD et al. 1996, CHOW
und LEUNG 1996, VIVES-CORRONS 1996).

Auch von KIEFFER (1995) wurde ein anderes Gerat herangezogen.

BLEUL et al. (2002) benutzten dagegen manuelle Methoden, um die Zuverlassigkeit
des CELL-DYN® 3500 beim Rind zu tberpriifen. Lasst man hierbei einmal die felinen
Thrombozyten aul’er Betracht, so ergaben sich nahezu identische
Ubereinstimmungen im Methodenvergleich wie in der vorliegenden Arbeit. Samtliche
Korrelationskoeffizienten waren nach der Arbeit von BLEUL et al. (2002) nur
geringgradig kleiner.

Beim Differentialblutbild lagen die Korrelationskoeffizienten flr den wichtigsten Wert
(neutrophile Granulozyten) je nach Arbeit deutlich hoher (VIVES-CORRONS et al.
1996: r = 0,916) oder gleich (BURCHERT-GRAEVE und KOCK 1996: r = 0,986). Die
restlichen Parameter wurden mit Humanblut deutlich zuverlassiger erkannt als in der
vorliegenden Arbeit. Insbesondere die humanen Lymphozyten und Monozyten
kdnnen vom CELL-DYN® 3500 offensichtlich genauer differenziert werden.

Die Ergebnisse des CELL-DYN® 3500 bei anderen Tierarten erbrachten &hnliche
Korrelationen bei der Maus und beim Rind (KIEFFER 1995, BLEUL et al. 2002) und
deutliche niedrigere bei der Ratte (KIEFFER 1995). Beispielsweise lag hier r fur die

neutrophilen Granulozyten nur bei 0,886.

Schlussbetrachtung

Bei einer abschlieBenden Beurteilung bleibt festzuhalten, dass bei den
Untersuchungen der CELL-DYN® 3500 mit den Referenzmethoden gute bis sehr
gute Korrelationen aufwies. Eine Ausnahme bildete hier die Zahlung der felinen
Thrombozyten, die aufgrund mangelnder  Ubereinstimmung  mit  der
Zahlkammermethode und ebenfalls schlechter Prézision nicht mit dem Geréat

vorgenommen werden sollte.
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Man sollte sich vergegenwartigen, dass statistische Berechnungen selbst keine
Antworten hinsichtlich klinischer Relevanz und daher Akzeptanz eines zu testenden
Verfahrens geben kdnnen. Sie liefern vielmehr Anhaltspunkte tber die Art und Grol3e
der Fehler, die diesen Methoden anhaften. Ob sich eine neue Methode eignet, ist
abhéngig davon in welchem MalRRe diese Fehler tolerierbar sind (WESTGARD und
HUNT 1973). Die Anzahl der aufgetretenen, klinisch relevanten Abweichungen bei
beiden Tierarten sind bei gleichzeitiger Berucksichtigung des klinischen Bildes

tolerierbar.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Messergebnisse des CELL-DYN® 3500, eines
vollautomatischen Hamatologiesystems, hinsichtlich ihrer Zuverlassigkeit bei der
Analyse von Hunde- und Katzenblutproben Uberprift. Hierfir wurden folgende
Untersuchungen durchgefihrt und mit den Resultaten der Referenzmethoden
verglichen: automatisierte Zellzahlbestimmung von Leukozyten (WBC), Erythrozyten
(RBC) und Thrombozyten (PLT), Hamatokritmessung (HCT), Bestimmung der
Hamoglobinkonzentration (HGB), sowie automatisierte Blutzelldifferenzierung von
neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten, eosinophilen und basophilen
Granulozyten.

Vorab wurde eine Qualitatskontrolle des Gerates und der Referenzmethoden durch
serielle Prazisionsmessungen vorgenommen und eine Untersuchung der
Probenstabilitat bei Lagerung angeschlossen.

Der CELL-DYN® 3500 ist ein Multi-Parameter Durchflusszytometer, der Leukozyten
(WBC) nach dem Prinzip der Laserlichtstreuung (Multi-Angle Polarized Scatter
Separation; M.A.P.S.S.) sowohl zahlt als auch differenziert. Erythrozyten (RBC) und
Thrombozyten (PLT) werden nach dem Widerstandsmessprinzip ermittelt, nach dem
zusatzlich auch die Leukozyten bestimmt werden. Die Referenzmethoden wurden
nach den Empfehlungen des International Committee for Standardization in
Haematology (ICSH 1984) gewéahlt und beinhalteten manuelle Zahlungen der WBC,
RBC und PLT, die Mikro-Hamatokrit-Zentrifugen Methode und die
spektrophotometrische Messung der Hamoglobinkonzentration nach dem WHO
Standard fir H&moglobinbestimmungen. Die automatischen Differentialblutbilder
wurden mit mikroskopischen 400-Zell Differentialblutbildern verglichen.

Die hohe Prazision des CELL-DYN®3500 konnte durch niedrige Variations-
koeffizienten dokumentiert werden. Diese waren bei allen untersuchten Parametern
durchweg kleiner als die der manuellen Referenzmethoden (Préazision in Serie).

Zur Gewabhrleistung verlasslicher Werte der automatischen Blutanalyse sollte die
Blutprobe gekuhlt und innerhalb von 48 Stunden nach Blutenthahme untersucht

werden (Untersuchung zur Probenlagerung).
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Es konnten folgende Korrelationskoeffizienten (r) durch lineare Regressionsanalyse
nach Pearson ermittelt werden: 0,988 und 0,977 fur WBC; 0,927 und 0,960 fir RBC;
0,949 und 0,598 fur PLT; 0,971 und 0,957 fur HGB; 0,979 und 0,969 fur HCT bei
Hunden bzw. Katzen. Die Korrelationskoeffizienten fur neutrophile Granulozyten
waren 0,974 und 0,984, die fur Lymphozyten 0,701 und 0,891 bei Hunden bzw.
Katzen. Da Monozyten und insbesondere basophile Granulozyten nur in sehr
geringen Konzentrationen im Blut vorliegen waren nur mafige Korrelationen dieser
Zellen zu ermitteln. Auf die statistische Auswertung der Basophilen wurde aus
diesem Grund ganzlich verzichtet. Die Korrelation der eosinophilen Granulozyten war
mit Korrelationskoeffizienten von 0,835 und 0,928 bei Hunden bzw. Katzen trotz
niedriger absoluter Zellzahlen hoch. Dies belegte die besondere Fahigkeit des
CELL-DYN® 3500 diese Zellpopulation richtig zu erkennen.

Da der Korrelationskoeffizient (r) nur den linearen Zusammenhang zwischen zwei
Methoden ausdriickt und keine Aussage Uber die Ubereinstimmung der Messwerte
trifft, wurden absolute Differenzen nach der Methode nach BLAND und ALTMAN
(1986) gebildet und in einem separaten Streudiagramm graphisch dargestellt.

Die Mittelwerte der absoluten Differenzen (mittlere Abweichungen) waren fir
samtliche Parameter mit Ausnahmen der felinen Thrombozyten sehr gering. Es
konnten so keine systematischen klinisch relevanten Abweichungen festgestellt
werden, nur einzelne zuféallige, nicht erklarbare. Die Ergebnisse der
Thrombozytenmessungen bei der Katze sollten nicht vom Gerat Ubernommen
werden. Die Thrombozytenmessung bei der Katze sollte wahrscheinlich
grundsatzlich nicht durch Impedanzmessgeréate erfolgen.

Insgesamt betrachtet, kann der CELL-DYN® 3500 als ein sehr zuverlassiges und
einfach zu bedienendes Gerat angesehen werden, das préazise und akkurate
Messergebnisse bei physiologischen und den meisten pathologischen Blutproben
von Hunden und Katzen liefert. Das Gerat kann die Bearbeitungszeit der
Blutprobenanalyse signifikant verkirzen, sodass sich der Benutzer intensiver mit der
Studie pathologischer Proben befassen kann.

Fur pathologische Blutbilder bleibt die mikroskopische Untersuchung unersetzlich.
Wir betrachten jedes Blutbild, bei dem ein Parameter aullerhalb des
Referenzbereichs liegt, oder dessen Ergebnisse klinisch nicht plausibel sind, als
mikroskopisch zu Uberprifen. Knapp 40 % aller Katzen- und gut 20 % aller
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Hundeblutbilder werden in der Medizinischen Kleintierklinik mikroskopisch
nachdifferenziert.

Dartber hinaus sind samtliche Geratewarnungen beziglich pathologischer Zellen,
wie Blasten, unreife Granulozyten, reaktive Lymphozyten und andere, im
Veterinarprogramm des CELL-DYN® 3500 deaktiviert, sodass auch hier im klinischen

Verdachtsfall eine mikroskopische Blutzelldifferenzierung unerlasslich ist.
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Evaluation of the Abbott CELL-DYN 3500 hematology analyzer for clinical use

in canine and feline blood samples

The objective of this study was to evaluate the performance of the CELL-DYN® 3500,
an automated hematology system for canine and feline blood sample analysis. The
WBC (white blood cells), RBC (red blood cells), PLT (platelets) counts, the
hematocrit (HCT), the hemoglobin concentration (HGB) and the WBC differential
were determined and compared with the results obtained by the reference methods.
In addition, a quality control was performed by studying within-run precision and the
impact of blood storage on the automated blood analysis was examined.

The CELL-DYN® 3500 is a multi-parameter flow cytometer which counts and
differentiates WBC based on the principle of multi-angle polarized scatter separation
(M.A.P.S.S.). RBC and PLT are measured by the impedance method. The WBC
count is determined by both, optical and impedance methods. The reference
methods were used according the International Committee for Standardization in
Haematology (ICSH 1984) recommendations on blood cell analysis. They included
manual counts of WBC, RBC and PLT, a centrifugal micro-hematocrit method and a
hemoglobin measurement by spectrophotometry using the WHO hemoglobin
standard. The WBC differential was compared with the manual microscopic
differentiation of 400 WBC.

A good reliability of the CELL-DYN® 3500 was documented by low coefficients of
variation that were all lower than those of the manual reference methods (within-run
precision).

The investigation of blood storage showed no significant changes of all measured
parameters after 48 hours, except for feline PLT and hematocrit, when blood samples
kept under low temperature (fridge).

The correlation coefficients (r) using linear regression analysis by Pearson were the
following: 0,988 and 0,977 for WBC; 0,927 and 0,960 for RBC; 0,949 and 0,598 for
PLT; 0,971 and 0,957 for HGB; 0,979 and 0,969 for HCT in dogs and cats
respectively. The correlation coefficients neutrophils were 0,974 and 0,984 and for
lymphocytes 0,701 and 0,891 in dogs and cats respectively. Due to the relatively low

absolute numbers of monocytes and especially basophils only moderate correlation
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were found for the former and the latter was excluded for statistical analysis. The
correlation of eosinophils was high with correlation coefficients of 0,835 and 0,928 in
dogs and cats repectively, which illustrates the ability of the CELL-DYN® 3500 to
detect this cell typ very accurately despite low absolute numbers.

The correlation coefficient documents the strength of relation between two methods
but not their agreement in the light of clinical relevance. Therefore the absolute
differences were determined and graphically illustrated in separate scatter plots using
the method by BLAND and ALTMAN (1986).

With the exeption of feline platelets, the average differences against the mean were
low and not clinically relevant. Nevertheless very few large and clinically relevant
differences could be found but not explained. PLT determinations of cats should not
be accepted from this cell counter and probably should not be measured
automatically by impedance methods in general.

The CELL-DYN® 3500 was found to be reliable, accurate and easy-to-use for blood
cell counting and identifying normal and most of the pathological specimens obtained
from dogs and cats. By using the CELL-DYN® 3500, the time for blood sample
analysis can be shortened significantly and gives the user the possibility for a deeper
study of pathological samples. In these samples a thorough mikroskopic exam is
irreplaceable. Every differential cell count with one parameter clearly out of the
reference range or every clinically unexpected result should be verified by
microscopic examination. About 20% of all canine and 35% of all feline differential
cell counts have to be repeated microscopically in our laboratory.

Moreover the automated warning system for pathological cells, such as blasts,
immature granulocytes, reaticve lymphocytes and more, is deactivated in the
machines veterinary program so that these cells can only be verified accuratly by

manual methods.
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7 ABKURZUNGEN

Abb.
AG
Art. Nr.
BASO
Buffy Coat
bzw.
ca.
CBC
Comp.
dl

EOS
Fa.

fL

g
GmbH
HCT
HGB
Inc.
Kap.
K3sEDTA
LED
LYM
MCH
MCHC

MCV
mg
Mio.

mi
MONO
NEU

nm

ABKURZUNGEN

Abbildung

Aktiengesellschaft

Artikel Nummer

basophile Granulozyten

Leukozyten- (+ Thrombozyten-) Schicht nach Blutzentrifugation
beziehungsweise

circa, ungefahr

complete blood count

company, Firma

Deziliter (0,1 Liter)

eosinophile Granulozyten

Firma

Femtoliter (10 Liter)

Gramm

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Hamatokrit

Hamoglobinkonzentration

Incorporation

Kapitel

Tri-Kalium-Ethylendiamintetraessigsaure

Leuchtdiode

Lymphozyten

mean cell hemoglobin; Hamoglobingehalt der einzelnen Erythrozyten
mean corpuscular hemoglobin concentration; mittlere Hamoglobin-
konzentration der Erythrozytenmasse

mean cell volume; mittleres Erythrozyteneinzelvolumen
Milligramm (10" Gramm)

Millionen

Milliliter (10° Liter)

Monozyten

neutrophile Granulozyten

Nanometer (10° Meter)
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PCV packed cell volume; im weiteren Sinne Synonym fir Hamatokrit
Pg Picogramm (102 Gramm)

PLT Blutplattchen; Thrombozyten

RBC rote Blutzellen; Erythrozyten

S. siehe

S.0. siehe oben

sog. S0 genannte

s.S. siehe Seite

S.u. siehe unten

Tab. Tabelle

VK Variationskoeffizient

WBC weil3e Blutzellen; Leukozyten

WHO Weltgesundheitsorganisation

WIC Widerstandsmessung der Leukozyten
WOC optische Leukozytenzahlung

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil

ul Mikroliter (10°® Liter)

2 SD doppelte Standardabweichung
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von 01.01.01 bis 28.02.01

von 01.03.01 bis 31.12.01

Neuerer

Felix

Karl-Heinz Neuerer
Ursula Ekrot

18.02.1969 in Heidenheim an der Brenz

Grundschule
Gymnasium mit Abschluss Abitur

Universitats-Krankenhaus Eppendorf, Hamburg
im Pflegedienst

Tiermedizin an der LMU, Miinchen
Staatsexamen
Approbation als Tierarzt

Doktorand an der Medizinischen Kleintierklinik der
Universitat Minchen

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der
Medizinischen Kleintierklinik der Universitat
Miinchen

Internship (ECVIM-CA) an der Medizinischen
Kleintierklinik der Universitat Miinchen

Residency (ECVIM-CA) an der Medizinischen
Kleintierklinik der Universitat Minchen

Auslandsaufenthalt an der Kleintierklinik der
Utrecht University, Niederlande und

Auslandsaufenthalt an der Purdue University,
West Lafayette, USA im Rahmen der Residency
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