5 Diskussion

5.1 Blutproben

Das mittlere Alter der Blutproben zum Zeitpunkt der Untersuchung betrug 1,43 h. Die ICSH-
Richtlinien empfehlen die Messung von frischen Blutproben, definiert als Blut, welches nicht
langer als 4 h nach Entnahme verarbeitet wird (ICSH, 1994b). Dartber hinaus wurde in der
vorliegenden Studie eine Einwirkungszeit von EDTA (Athylendiamintetraessigsaure) auf das
Blut unter Durchmischung auf dem Rollenmixer von mindestens 30 min bertcksichtigt. Der
ermittelte Anteil untersuchter Blutbilder mit Werten au3erhalb des physiologischen Bereiches
betrug 51,4 %. Die Definition ,blutgesund® erfolgte Uber klinikeigene Erfahrungswerte (siehe
Anhang Kap. 9.2), ermittelt Uber ein Referenzintervall (2,5 und 97,5 Perzentile) anhand von
ca. 40 gesunden Tieren pro Tierart. Gemal der Richtlinie des ,International Council for
Standardization in Hematology“ (ICSH) sollen fiir die Evaluierung von Blutzellzahlgeraten die
Blutproben von einer moglichst groRen Anzahl verschiedenster Spender bzw. Patienten
stammen. In der so ausgewahlten Probenmenge spiegelt sich die ganze Bandbreite
quantitativer und qualitativer Abnormitaten der Blutbestandteile wieder, die auch in der
Praxis zu erwarten ist (ICSH, 1994b). Abweichungen der Plasmabeschaffenheit konnten bei
5,8 % aller Blutproben vermerkt werden. Mehr als die Halfte davon waren Proben von
Hunden, die ikterisch oder hamolytisch waren. Hamolyse, Hyperbilirubinamie und Lipamie
kdnnen gemal ICSH-Richtlinien die Messergebnisse beeinflussen. Betrachtet man die
Ergebnisse der Messdifferenzen zwischen CELL-DYN 3500 und CAS530-VET fir
plasmaveranderte Proben getrennt, so kdnnen keine groleren Messabweichungen als bei
Proben mit unauffalligem Plasma festgestellt werden.

5.2 Qualititskontrolle durch Leerwertmessung und Uberpriifung der
Blutverschleppung

Eine fehlerfreie Leerwertmessung vor jeder Messserie war Voraussetzung fir die Aufnahme
der darauf folgend gemessenen Patientenproben in die Studie. Grenzwerte flr die
Geratehintergrundmessung sind vom Hersteller fiir den Parameter Hamoglobin (HGB) und
die gezahlten Zellen vorgegeben. Die maximal erlaubten Hintergrundwerte des CA530-VET
lagen niedriger als die des CELL-DYN 3500 (siehe Kap. 9.1), wurden aber mit Ausnahme
der in Kap. 4.7.1 beschriebenen Probleme bei den Parametern HGB und PLT nie
Uberschritten. Hohe PLT-Leerwerte kodnnen durch bakterielle Verunreinigung der
Reagenzien, vor allem der Verdinnungslosung verursacht sein. Laut Hersteller sind
Diluentbehalter nicht langer als 3 Wochen nach Anbruch zu verwenden. Die limitierte
Nutzung eines Diluentbehalters war nicht auf den Etiketten der Behalter vermerkt. Die ICSH-
Richtlinien fordern klare Aussagen uber Lagerungsbedingungen und Angabe der
Haltbarkeitsdaten, sowohl ungeéffnet wie auch gedffnet.
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Blutverschleppung innerhalb des Gerates von einer Probe in die darauf folgende macht sich
im Leerwert bemerkbar. Klinische Bedeutung hat die Verschleppung von Zellen, wenn nach
einer Probe mit hoher Konzentration einer oder mehrerer Zellarten eine zytopenische Probe
gemessen wird und daher mit einer Verfalschung, d.h. einem falsch erhéhten Messwert zu
rechnen ist. In den modernen Analysegeraten sollte die Blutverschleppung kein Problem
mehr darstellen. Sie sollte ,gleich Null“ sein. Offizielle Vorgaben fiir den ,Carry-Over“-Wert
liegen auch fur die Humanmedizin nicht vor. Optimalerweise sollte die Verschleppung flr
jeden Analyten getrennt und auch an verschiedenen pathologisch veranderten
Zellpopulationen Uberpriift werden, da sie abhangig ist von der Zellart (RUCKER et al.,
1994). Dies wurde im Rahmen dieser Studie nicht durchgeflihrt. Stattdessen wurde
stabilisiertes humanes Kontrollblut der Konzentrationen ,High* und ,Low“ verwendet,
welches alle Zellarten hoch bzw. niedrig konzentriert enthielt. Vergleicht man unsere
Ergebnisse mit den vorgegebenen Grenzwerten des Referenzgerates CELL-DYN 3500 von
<1 % fir die Parameter WBC, RBC und HGB bzw. <3,5 % fir PLT (Kap. 9.1 Tab. 9.4), so
lagen die fur den CA530-VET ermittelten K-Werte mit 0,28 % fir RBC, 0,59 % fur PLT,
0,32 % fur WBC und 0,18 % fir HGB deutlich unter den fiir den CELL-DYN 3500 geforderten
Grenzwerten. Evaluierungsstudien stellten fir den CELL-DYN 3500 sehr niedrige K-Werte
festt So gibt BLEUL (1998) in seiner Arbeit fir Rinderblut K-Werte fir die
Erythrozytenmessung von 0,034 %, fur Thrombozyten von 1,519 %, flr Leukozyten von
0,098 % und fur Hamoglobin von 0,062 % an. KIEFER (1995) konnte fir Maus- und
Rattenblut K-Werte von 0,027 % (Leukozyten) bis maximal 0,81 % (Thrombozyten) ermitteln.
Im Rahmen der Evaluierung des Sysmex-F-800 (Toa Medical Electronics Europa GmbH,
Hamburg) bestimmten PASTOR et al. (1997b) die Verschleppung fir Hunde- und
Katzenblut. Sie erhielten K-Werte fiir den Hund von 0,89 % fiir RBC, 0,77 % fir Hamatokrit
(HKT), 2,95 % fur PLT, 1,96 % fur Leukozyten (WBC) und 1,07 % fir HGB. Entsprechend flr
die Katze Werte von 1,83 % fur RBC, 1,97 % fir HKT, 5,22 % far PLT, 1,14 % fir WBC und
1,02 % fur HGB. Interpretiert wurden diese Werte mit dem Hinweis, dass der Sysmex F-800
als halbautomatisches Impedanzzellzahlgerat keine automatische Spilfunktion besitzt.
Verglichen mit der Literatur ergaben die Untersuchung zur Blutverschleppung beim CA530-
VET fir alle Parameter deutlich geringere K-Werte als beim Sysmex-F-800 und
insbesondere flr den Parameter PLT auch einen niedrigeren K-Wert als beim CELL-DYN
3500, wobei zu beachten ist, dass die erwdhnten Studien frisches Tierblut und nicht wie in
dieser Studie Kontrollblut verwendeten.

BROUGHTON et al. (1974) sieht die Bedeutung der Verschleppung in ihrem Effekt auf die
Prazision und bezeichnet K-Werte von 5 % und groRer als inakzeptabel. Fir Werte von ca.
2 %, wie sie in den meisten getesteten Systemen vorkommen, sieht er nur einen geringen
Effekt auf die Prazision. Beurteilt man die Ergebnisse dementsprechend, so kann die
Blutverschleppung des CAS530-VET flir alle Zellarten vernachlassigt werden. Allerdings
erwahnen andere Autoren flir die Verschleppung einen geforderten Grenzbereich von
<0,25 % (MORITZ, 2002). Bei Anwendung der 0,25 %-Grenze wirde nur der Parameter
HGB die Bedingung erfiillen, die Parameter RBC und WBC wirden den Grenzwert knapp,
der Parameter PLT ihn deutlich tGberschreiten.
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Kontaminationsstudien und Linearitatsstudien wurden im Rahmen dieser klinischen Arbeit
nicht durchgefihrt. Zur Ermittlung der Probenkreuzkontamination und der
Probenkontamination durch Ldsungsmittel wird in der Regel mit radioaktiv markierten
Analyten gearbeitet. Die Herstellung und Messung von Verdlinnungen zur
Linearitatskontrolle ist mit groRen Fehlermdglichkeiten (z.B. Pipettierfehler) behaftet. Ebenso
wurde auf Lagerungsstudien mit Tierblut verzichtet, da der CA530-VET flr die tierarztliche
Praxis als Instrument vor Ort konzipiert ist und im Unterschied zu den grofieren
Analysesystemen in Auftragslaboren kaum bei der Analyse gelagerter bzw. transportierter
Blutproben Verwendung finden wird.

Mittlerweile ist Kalibrationsmaterial sowie Kontrollblut auch speziell fir die
veterindrmedizinischen Modelle erhaltlich, wodurch eine weitere Moglichkeit der
Qualitatskontrolle bei Installation bzw. fir die tagliche Routine gegeben ist.

5.3 Prazision

Im Folgenden wird jeweils kurz auf die ermittelten und in Kap. 4 tabellarisch aufgefiihrten
Messfehler des CA530-VET eingegangen. Aus den Messfehlern wurden die im Anhang Kap.
9.4 angegebenen Variationskoeffizienten (VK %) berechnet. Die Ergebnisse unserer
Prazisionsberechnungen (VK %-Werte) werden der Methodik entsprechend mit den maximal
zuldssigen Werten fur Unprazision aus den ,Richtlinien zur Qualitatssicherung quantitativer
Bestimmungen laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen der Bundesarztekammer®
(2001) und den von KLEE (1990) angegebenen Leistungszielen verglichen.

Die Richtlinie der BAK (2001) gibt in ihrer Anlage unter anderem Grenzwerte der maximal
zulassigen Unprazision in Prozent fur 5 Parameter des kleinen Blutbildes an. Die Angaben
sind urspriinglich fir Kontrollprobenmesswerte aus 20 aufeinander folgenden
Arbeitsschichten/-tagen konzipiert, aus denen nach Beendigung des
Kontrollprobenmesszyklus der Variationkoeffizient berrechnet wird. Der daraus resultierende
VK-Wert muss kleiner oder gleich den in Tab. 5.1 angegebenen Werten sein. KLEE (1990)
nennt ebenfalls fur 5 Parameter einen Gesamtvariationskoeffizienten als Grenze sowie eine
maximal erlaubte prozentuale Messdifferenz bei Doppelbestimmung einer Blutprobe (Tab.
5.1). Der Gesamtvariationskoeffizient nach KLEE (1990) setzt sich aus einem optimalen
analytischen  Variationskoeffizient ~ (ermittelt  aus Kurzzeitprazisionsdaten  von
Gerateherstellern durch wiederholte Messungen von Proben aus einem Referenzpool) und
aus der biologischen Variabilitat innerhalb eines Individuums [ermittelt von STATLAND et al.
(1978)] zusammen. Die nach KLEE (1990) maximal erlaubten Abweichungen zweier
aufeinander folgender Messungen einer Patientenprobe wurden rechnerisch aus den
Ergebnissen der Kurzzeitprazision bestimmt.

Sowohl die Richtlinie der BAK (2001) als auch die von KLEE (1990) aufgestellten
Leistungsziele fir Mehrkanalhamatologieanalysatoren stammen aus der humanen
Labormedizin und wurden mangels aquivalenter tiermedizinischer Literatur unmodifiziert als
Malfistab fir die vorliegende Evaluierung tbernommen.
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Tab.5.1:  Maximal zuladssige Unprazision (BAK 2001) sowie maximaler Gesamtvariationskoeffizient
und maximal erlaubte Differenz bei Doppelbestimmung einer Blutprobe im mittleren
Wertebereich (KLEE 1990) angegeben in Prozent

. . Maximal erlaubte
Maximal zulassige Gesamt- . ,
. L . Differenz bei
Parameter Unprazision variationskoeffizient )
- Doppelbestimmung
(BAK 2001) (KLEE 1990)
(KLEE 1990)
WBC 6 % 14,0 % 12,0 %
RBC 3 % 3,8 % 13,7 %
HGB 2% 3,1 % 13,0 %
HKT % n.a.* n.a.*
MCV n.a.” 1,8 % 13,3 %
PLT 7% 8,7 % 14,8 %

* n.a. = nicht angegeben

a) Prazision in der Serie (CA530-VET)

Betrachtet man zunachst die in dieser Studie ermittelten absoluten Messfehler der Prazision
in der Serie, so sind diese klinisch gesehen zu vernachlassigen. Ein Messfehler von ca. 15 x
10°/mm?® PLT bei der Katze ist filr diese zur Thrombozytenaggregation neigende Tierart zu
erwarten. Auffallig ist allein der im Vergleich zu den anderen beiden Tierarten fast 3-mal
hohere Messfehler des Parameters MCHC mit 1,48 g/dl bei der Katze. Die Ursache hierflr
ist unkar.

Umgerechnet in relative Variationskoeffizienten (sieche Anhang Kap. 9.4 Tab. 9.7) und
verglichen mit den Vorgaben der BAK (2001) und den Gesamtvariationskoeffizienten nach
KLEE (1990) wird deutlich, dass die Ergebnisse weit unter den vorgegebenen Grenzwerten
liegen. Fir den Parameter WBC der Katze hebt sich der Variationskoeffizient von 3,51 %
deutlich von den unter 2 % liegenden Werten der beiden anderen Tierarten ab. Auch
MORITZ (2002) gibt fur die WBC-Prazision des Sysmex F-800 fir die Katze (VK 7 %) im
Vergleich zu den anderen Tierarten (VK 2,1 % - 3,3 %) eine hohere Streuung der
Ergebnisse an und erklart diese mit Interferenzen der Leukozytenzahlung mit
Thrombozytenagglutinaten. Erstaunlich ist, dass der VK-Wert der Prazision in Serie beim
Parameter PLT der Katze mit 4,53 % niedriger war als fir Hund (5,27 %) und Pferd (5,80 %).
In der Prazision der Wiederholungsmessung (siehe Unterpunkt b) hatten dagegen die
Tierarten Katze (8,66 %) und Pferd (9,94 %) fast doppelt so hohe VK-Werte wie der Hund
(4,45 %) und auch doppelt so hohe Werte verglichen mit der Prazision in Serie. Auch die
25fach-Messung einer Blutprobe durch den ADVIA 120 ergab den héchsten VK-Wert fur PLT
erwartungsgemal bei der Katze (8,4 %), gefolgt von Pferd (5,4 %) und Hund (2,9 %)
(MORITZ, 2002).
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Bei Evaluierung des Hamatologiesystems Vet-ABC/8P, einem ebenfalls nach dem
Impedanzmessprinzip arbeitenden Gerat, lieferten die Prazisionsuntersuchungen in der
10fach-Messung von Hunde-, Katzen- und Pferdeblut (jeweils n = 1) insgesamt geringere
VK-Werte als sie fir den CAS530-VET in dieser Arbeit ermittelt werden konnten.
Zusammengefasst fur Hund, Katze und Pferd, lagen die Werte des Vet-ABC/8P fur WBC
zwischen 0,4 und 2,9 %, fir RBC zwischen 0,3 und 0,6 %, fur PLT zwischen 1,9 und 5,4 %,
fur HGB zwischen 0,3 und 0,4% und flr HKT zwischen 0,5 und 1,0 % (NEUERER und
HIRSCHBERGER, 1999). LIEDL und HIRSCHBERGER (1997) geben fir die automatische
Zellzahlung des Technicon H*1 bei der Katze fir die Prazision in Serie (10fach-Messung von
n = 10 Katzen) folgende Variationskoeffizienten an: fur WBC 2,5 %, RBC 0,6 %, PLT 11,2 %,
HGB 0,5 % und HKT 1,5 %. Verglichen dazu war die Prazision des CA530-VET in Serie fur
die Parameter PLT (VK 4,53 %) und HKT (VK 0,96 %) bei der Katze besser. SPRANGFORS
et al. (1990) geben in der Gerateevaluierung des Technicon H*1 fir 30 Messwiederholungen
einer Pferdeblutprobe Variationskoeffizienten von 1,0 % fir RBC, 1,2 % fir HGB, 2,0 % fir
WBC, 1,1 % fiar MCV und 7,3 % flr PLT an. Die flir den CA530-VET bei dieser Tierart
ermittelten VK-Werte waren mit Ausnahme des Parameters RBC (VK 1,2 %) geringer.
Prazisionsstudien am Hamatologiesystem Sysmex F-800, durchgefuhrt von LAVIN et al.
(1991) im Rahmen einer Gerateevaluierung, ergaben fiir die Tierart Hund bei 10fach-
Messung von 5 Blutproben VK-Werte von 2,2 % fur WBC, von 3,3 % fiur RBC, von 1,9 % flr
HKT und HGB sowie von 10,2 % flir den Parameter PLT. Die Ergebnisse des CA530-VET
unterschritten fur alle Parameter die Werte des Sysmex F-800.

Es kann festgehalten werden, dass die Prazisionsergebnisse des CA530-VET in der Serie
auch im Vergleich zur Literatur in einem guten Bereich lagen. Vor allem fir den Parameter
PLT waren die in dieser Studie ermittelten VK-Werte der Prazision in der Serie niedrig.

b) Prazision der Wiederholungsmessung (Doppelbestimmung) (CA530-VET)

Betrachtet man zunachst wiederum die Messfehler, so zeigt insgesamt gesehen die
Prazision der Doppelbestimmung bei den Tierarten Hund und Katze Uberwiegend etwas
schlechtere Ergebnisse als die Prazision der 10fach-Messung. Bei der Tierart Pferd ist die
Prazision der Doppelbestimmung dagegen geringgradig besser bzw. vergleichbar. Der in der
Prazision der Serie aufgefallene groflere Messfehler beim Parameter MCHC der Katze im
Vergleich zu Hund wund Pferd ist in den Ergebnissen der Prazision der
Wiederholungsmessung nicht wiederzufinden.

Relativ betrachtet ergab die Prazision der Doppelbestimmung fir die Tierart Katze und Pferd
beim Parameter Thrombozyten VK-Werte von 8,66 % bzw. 9,49 %. Folglich wurde bei
diesen Tierarten der PLT-Grenzwert der BAK (2001) von 7 % Uberschritten. Alle Gbrigen
Parameter lagen innerhalb der Grenzen der BAK (2001) sowie auch deutlich innerhalb der
maximal erlaubten Differenz bei Doppelbestimmung nach KLEE (1990). Auffallig waren
verglichen mit der Prazision in Serie auerdem hoéhere VK-Werte bei den Parametern HKT
bei der Katze, MCV bei Katze und Pferd sowie WBC beim Hund.
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NEUERER und HIRSCHBERGER (1999) geben fur die Prazision der Doppelbestimmung
von 32 Hunde-, 27 Katzen- und 24 Pferdeblutproben des Vet-ABC/8P VK-Werte fur WBC
von 0,8 bis 1,3 %, fur RBC von 0,7 bis 0,8 %, fur PLT von 2,5 bis 4,6 %, fur HGB von 0,5 bis
0,7 % und fur HKT von 0,7 bis 0,8 % an. Diese niedrigen VK-Werte konnten in der
Doppelbestimmung mit dem CA530-VET nicht erreicht werden. Verglichen mit der Arbeit von
PASTOR et al. (1997b) (Sysmex F-800, Dreifachmessung) erzielte der CA530-VET bei der
Tierart Hund fir die Parameter RBC (VK 1,6 % vs. 5,9 %) und PLT (VK 4,5 % vs. 5,9 %) in
der Prazision der Wiederholungsmessung bessere Ergebnisse. Fir die Parameter MCV,
MCH und HGB des Hundes waren die VK-Werte der beiden Gerate vergleichbar. Fur alle
weiteren Parameter insbesondere HKT (2,0 % vs. 1,2 %) und WBC (3,7 % vs. 2,7 %) wies
der CAS30-VET eine hohere Streuung auf. Bei der Tierart Katze zeigte der CA530-VET bei
den Parametern RBC (1,6 % vs. 2,7 %), HKT (2,2 % vs. 5,8 %), PLT (8,7 % vs. 55,5 %),
MPV (3,9 % vs. 5,0 %) und HGB (1,3 % vs. 2,2 %) eine hohere Prazision. Die Prazision der
Erythrozytenindizes war vergleichbar, beim Parameter WBC (4,5 % vs 3,1 %) war die
Streuung der CA530-Messwerte groRer. Im Vergleich mit dem ADVIA 120
(Dreifachmessung) lieferte der CA530-VET in der Doppelbestimmung ein schlechteres
Prazisionsergebnis. Insbesondere bei Hund und Katze fur die Parameter WBC (3,7/4,5 % vs.
2,1/12,4 %) und HKT (2,0/2,2 % vs. 1,2/1,3 %), beim Parameter MCV von Katze (1,45 vs.
0,5 %) und Pferd (1,8 vs. 0,3 %) sowie bei den PLT von Hund (4,5 vs. 2,6 %) und Pferd (9,5
vs. 3,5 %) wurden in dieser Studie hohere VK-Werte ermittelt (MORITZ, 2002).

Zu bertucksichtigen ist, dass sowohl bei der Sysmex-F-800-Evaluierung als auch beim ADVIA
120 jeweils eine Dreifachmessung mit der Doppelbestimmung des CA530-VET verglichen
wurde. Dartber hinaus stellen der ADVIA 120 und der CA530-VET Gerate aus
verschiedenen Preis- und Leistungsklassen dar.

c) Prazision der Kontrollblutmessung (CA530-VET)

Die Messfehler des CA530-VET bei Kontrollblutmessung auf Zeit (Tab. 4.4) waren fir die
meisten Parameter mit den Ergebnissen der Prazision in Serie des Tierblutes vergleichbar.
Allgemein sprachen die niedrigen Messfehler fir eine gute Langzeitstabilitat. Fir die
Parameter MCHC und WBC der Tierart Katze sowie den Parameter PLT und das
Differentialblutbild aller 3 Tierarten ergab die Kontrollblutmessung geringere Messfehler als
die 10fach-Messung von Tierblut. Kontrollblut bestehend aus stabilisierten humanen
Erythrozyten, Saugerleukozyten und einer Thrombozytenkomponente in
Konservierungsmedium scheint durch das Gerat gut messbar zu sein. Selbst der Zeitfaktor
und die Tatsache, dass 3 verschiedene Kontrollblutchargen in die Messfehlerberechnung
eingingen, hatte keinen negativen Einfluss auf die Ergebnisse. Besonders im
Differentialblutbild wurde die Fahigkeit des Gerates, prazise zu arbeiten, deutlich. Die hohen
Messfehler im Differentialblutbild bei der Messung von Tierblut sind demnach dem
Untersuchungsmaterial zuzuschreiben.

Die Variationskoeffizienten der Kontrollblutmessungen insgesamt (Langzeitstabilitat Kap. 9.4
Tab. 9.10) lagen innerhalb der geforderten Grenzen der BAK (2001) und weit unter dem
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Wert des Gesamtvariationskoeffizienten nach KLEE (1990). Verglichen mit der Messung von
Tierblut in Serie (Kurzzeitstabilitat Tab. 9.7) waren die VK-Werte der Kontrollblutmessungen
fur die meisten Parameter vergleichbar oder bis ca. 1,5fach hoher. Eine mit der
Kurzzeitstabilitat vergleichbare Langzeitstabilitat ist wunschenswert. Nur der Parameter
RDW zeigte eine deutlich schlechtere Prazision. Erfahrungsgemal liegt der VK-Wert der
Langzeitstabilitdt ca. 50 % hoher als der VK-Wert der Kurzzeitstabilitdt. Eine bessere
Prazision verglichen mit der 10fach-Messung von Tierblut ergab die Messung von
Kontrollblut auf Zeit fir die Differenzierung und dem Parameter PLT. Bei diesen Zellarten
waren die stabilisierten Zellpraparationen des Kontrollblutes durch das Gerat deutlich
praziser messbar als Tierblut. Im Differentialblutbild beispielsweise ergab die
Kontrollblutmessung VK-Werte von 1,52 % fir die Granulozytenpopulation und 3,14 % fir
die Lymphozytenpopulation, wahrend die beste Prazision in Serie fir Tierblut bereits VK-
Werte von 3,71 % flr Granulozyten und 10,02 % flr Lymphozyten aufwies. Der
Variationskoeffizient der bei Kontrollblutmessung stets ermittelten Midcellpopulation lag bei
7,34 %. Dieser hohere Wert ist durch das seltenere Vorkommen dieser Zellart im Blut
erklarbar. Je seltener eine Zellart vorkommt, desto mehr flihren bereits kleine Abweichungen
zwischen den Wiederholungsmessungen zu hohen Streuungen. Falschlicherweise wird der
Variationskoeffizient oft Gber alle Messbereiche als konstant angenommen. Dies ist jedoch
selten der Fall. Er ist nur konstant, wenn die ermittelte Standardabweichung proportional
zum Mittelwert des gemessenen Analyten steigt oder fallt (KLEE, 1990). Anhand der VK-
Werte der Kontrollblutprazision des CA530-VET getrennt fur niedrige, mittlere und hohe
Konzentrationen (siehe Anhang Kap. 9.4 Tab. 9.9) wurde die Abhangigkeit des Variations-
koeffizienten fur gezahlte Zellen von der Konzentration nochmals ersichtlich. Je héher die
Zellkonzentration, desto besser die Prazision. Am deutlichsten war dies am Parameter PLT
zu sehen, der mit 7,21 % im niedrigen Konzentrationsbereich als einziger knapp den von der
BAK (2001) erlaubten Wert von 7 % Uberschritt und im hohen Bereich einen VK-Wert von
nur 2,44 % aufwies.

d) Prazision der maschinellen Differenzierung

Die aus der maschinellen Differenzierung des CA530-VET ermittelten absoluten Messfehler
waren in der Serie und bei Doppelbestimmung flir alle 3 Tierarten vergleichbar und lagen im
prozentualen Differentialblutbild fir Granulozyten und Lymphozyten zwischen 2,71 % und
3,93 %. Umgerechnet in VK-Werte waren die fir die Granulozytenpopulation sowohl in Serie
als auch bei Doppelbestimmung ermittelten Variationskoeffizienten zwischen 3,7 % und
5,2 % als akzeptabel einzustufen. Fir die Lymphozytenpopulation waren VK-Werte zwischen
10 % und 20 % verglichen mit der Literatur (siehe Tab. 5.2) als zu hoch zu beurteilen. Die
Tierart Katze wies flr die Lymphozytenpopulation sowohl in der Serie mit 19,78 % als auch
in der Doppelbestimmung mit 16,31 % die groften VK-Werte aller 3 Tierarten auf. Beim
Hund konnte mit einem VK von 10 % fir die maschinelle Lymphozytenprazision eine mittlere
Stabilitat festgehalten werden. Die Midcellpopulation wurde durch das System selten erfasst.
Die Prazisionsergebnisse der Midcellpopulation konnten nicht gleichwertig interpretiert
werden, da in die Berechnung der VK-Werte nur wenige Falle eingingen (n<15). Fir die
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maschinelle Differenzierung existieren von Seiten der Richtlinie der BAK (2001) und den von
KLEE (1990) aufgestellten Leistungszielen keine Vorgaben. Die Streuungen der
automatisierten Blutzelldifferenzierung sind jedoch generell hdher zu erwarten als die der
Blutzellzahlung (MORITZ, 2002).

Betrachtet man vergleichend die VK-Werte der neutrophilen Granulozyten des Technicon*H1
(Tab. 5.2), war die fur den CA530-VET ermittelte Prazision fur die GRAN %-Population des
Hundes vergleichbar, die der Katze und vor allem die des Pferdes jedoch schlechter. Zu
beachten ist, dass die GRAN %-Population des CA530-VET die neutrophilen und
eosinophilen  Granulozyten enthdlt. Die Prazision des CA530-VET fur die
Lymphozytenpopulation war vor allem bei den Tierarten Katze und Pferd mit mehr als
doppelt so hohen VK-Werten schlechter als beim Technicon H*1. Die Prazision der
Midcellpopulation, welche die Monozyten wie auch die basophilen Granulozyten umfasst,
sollte wie bereits erwahnt nicht interpretiert werden, da der CA530-VET fur diese Population
zu selten Zahlenwerte angab (siehe auch Kap. 4.6.1).

Tab. 5.2: Prazision der relativen Leukozytendifferenzierung des Technicon H*1 ermittelt durch
Wiederholungsmessung (3fach) von Blutproben der Tierarten Hund (ZIEGLER, 1997),
Katze (SUCHFORT, 1998) und Pferd (SEEGERS, 1997), 10fach-Messung bei Katze
(LIEDL und HIRSCHBERGER, 1997) und 30fach-Messung bei Pferd (SPRANGFORS
et al., 1990) ausgedrickt als Variationskoeffizient VK in Prozent
Hund Katze Pferd Katze Pferd
Parameter (n =220) (n=100) (n=100) (n=10) (n=1)
(3fach) (3fach) (3fach) (10fach) (30fach)
Neutr. Granulozyten 3,3 % 2,4 % 2,4 % 2,3% 3,1 %
Lymphozyten 10,4 % 6,9 % 5,3 % 9,6 % 3,7 %
Monozyten 25,9 % 18,7 % 23,3 % 18,1 % 16,6 %
Eos. Granulozyten 14,9 % 15,6 % 6,9 % 10,9 % 10,0 %
Baso. Granulozyten 129,4 % 79,8 % 39,1 % n.a.” 15,0 %

* nicht angegeben

e) Prazision der manuellen Methoden

Leukozytendifferenzierung

Die absoluten Messfehler der in dieser Studie zweifach durchgefiihrten manuellen
Differenzierung lagen fir segmentkernige neutrophile Granulozyten und Lymphozyten
zwischen 2,5 % und 3,2 %. Ausnahme war der Hund mit einem Messfehler von 4,7 % in der
Bestimmung der neutrophilen Granulozyten. Fir die anderen Leukozytenpopulationen waren
die absoluten Messfehler entsprechend dem seltenen Vorkommen dieser Zellen im
Blutausstrich deutlich geringer. Aussagekraftiger war die Relativierung des Messfehlers in
Form des Variationskoeffizienten (Kap 9.4, Tab. 9.11). Fir alle Tierarten zusammengefasst
betrugen die VK-Werte der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten 3,9 % bis 5,9 %, die
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der Lymphozytenpopulation 9,9 % bis 21,3 %. Dabei war die Prazision der Lymphozyten
beim Pferd (9,9 %) am besten und beim Hund (21,3 %) am schlechtesten. Die VK-Werte der
manuellen Monozyten- und eosinophilen Granulozytendifferenzierung lagen zwischen
52,7% und 73,4 %. Die sehr selten vorkommenden basophilen Granulozyten, die
stabkernigen neutrophilen Granulozyten sowie die Normoblasten wiesen VK-Werte weit Uber
100 % und damit eine schlechte Prazision auf.

Vergleicht man die VK-Werte der Prazision der manuellen Differenzierung (Kap. 9.4 Tab.
9.11 a) mit der Prazision der maschinellen Differenzierung des CA530-VET (Tab. 9.8), so ist
zu erkennen, dass fur die Tierart Hund die maschinelle Differenzierung praziser ist. Bei
Katze und Pferd zeigten die beiden Methoden fiir die Granulozytenpopulation eine in etwa
vergleichbare Prazision, dagegen wies die manuelle Lymphozytendifferenzierung vor allem
bei Katze und aber auch beim Pferd eine bessere Reproduzierbarkeit auf.

In der Literatur wird haufig Uber eine erhohte Variabilitdt bei manueller Zellzdhlung und
Differenzierung berichtet. Nach RUMKE (1979) ist die Reproduzierbarkeit der traditionellen
manuellen 100-Zellen-Objekttragerdifferenzierung schlecht. Er beschreibt die Variabilitat der
Ergebnisse der Zelldifferenzierung in Blutausstrichen und gibt tabellarisch 95 %-
Vertrauensgrenzen fir einen ausgezahlten Prozentsatz von Zellen mit einem besonderen
Kennzeichen an. Anhand dieser Vertrauensgrenzen kann der tatsachliche Prozentsatz der
Zellen im Blut statistisch ,geschatzt werden. Werden zum Beispiel bei einer Differenzierung
von 100 Leukozyten 40 Lymphozyten gefunden, so liegt der tatsachliche Prozentsatz an
Lymphozyten des untersuchten Blutes nach RUMKE (1960) mit einer
Konfidenzwahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 30 % und 51 %. Die Streubreite der 95 %-
Vertrauensgrenzen verkleinert sich mit zunehmender Zahl an ausgezahlten Zellen (RUMKE,
1960). Auch in unseren Untersuchungen zeigte die am haufigsten vorkommende
Zellpopulation (segmentkernige neutrophile Granulozyten) sowohl in der maschinellen als
auch bei der manuellen Differenzierung die beste Prazision. Fir die Monozytenzahlung wird
die manuelle Differenzierung im unteren Wertebereich als zu ungenau betrachtet und als
Referenzmethode nicht empfohlen (siehe auch Kap. 5.4.1 b ) (GOOSSENS et al., 1991b).

KOEPKE (1977) gibt die analytische Variabilitat innerhalb eines Labors flur die manuelle 100-
Zellendifferenzierung von humanem Blut an, ohne jedoch zu erwahnen, auf welcher
Datenbasis diese Werte ermittelt wurden (Tab. 5.3). LIEDL und HIRSCHBERGER (1997)
beschreiben die Prazision in der Serie (10fach-Bestimmung) der manuellen 400-
Zelldifferenzierung von 10 nach Wright- und Alpha-Naphthylazetat-Esterase gefarbten
Ausstrichen von Katzenblut. Ein Vergleich der Literatur mit den eigenen Ergebnissen der
zweifachen 100-Zellen-Differenzierung (Kap. 9.4 Tab. 9.11) zeigte fir die Population der
neutrophilen Granulozyten aller Tierarten, fur die Lymphozytenpopulation bei Katze und
Pferd sowie fiir die Population der eosinophilen Granulozyten aller 3 Tierarten eine Variation,
die geringer oder vergleichbar war mit den von KOEPKE (1977) angegebenen Werten.
Ausnahme war die Prazision der manuellen Lymphozytenzahlung des Hundes, welche in
unseren Untersuchungen mit einem VK-Wert von 21,3 % ein schlechteres Ergebnis lieferte.
LIEDL und HIRSCHBERGER (1997) geben vor allem fir die neutrophilen Granulozyten
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geringere Mittelwerte flir den Variationskoeffizienten an, als sie in vorliegender Studie
ermittelt werden konnten. Des Weiteren streuten die erhaltenen Messwerte fur die
Monozytenpopulation starker als bei KOEPKE (1977), die Variationskoeffizienten lagen aber
noch innerhalb der von LIEDL und HIRSCHBERGER (1997) angegebenen Spannweite. Flr
die Population der basophilen Granulozyten sind in der Literatur selten Prazisionsangaben
zu finden. Anhand der in dieser Studie ermittelten extrem hohen VK-Werte von 180 % bis
1311 % erscheint eine Prazisionsbestimmung dieser sehr selten auftretenden Zellart wenig
sinnvoll.

Tab. 5.3: Analytische Variabilitdt der manuellen 100-Zellen-Differenzierung von Humanblut und
Prazision in der Serie (10fach-Bestimmung) der manuellen 400-Zellen-Differenzierung
von Katzenblut (n = 10), Farbung nach Wright angegeben als Variationskoeffizient VK
in Prozent (%)

Variationskoeffizienten (Mittelwert
und Spannweite) fur 400-Zelldiff.
(Katzenblut) nach LIEDL und
HIRSCHBERGER (1997)

Variationskoeffizienten fir 100-
Parameter Zelldiff. (Humanblut) nach
KOEPKE (1977)

Neutrophile Granulozyten 8,7 % 2,2 % (1,2-3,7)
Lymphozyten 16,6 % 11,5 % (6,7-16,7)
Monozyten 458 % 35,3 % (16,2—-86,9)
Eosinophile Granulozyten 75 % 78,2 % (26,9-160)
Basophile Granulozyten 150 % keine Angaben
Thrombozytenzéhlung

Far die Tierarten Katze und Pferd wurde die Prazision der zweifach ausgeflihrten manuellen
Thrombozytenzahlung  berechnet. Der absolute  Messfehler der manuellen
Thrombozytenzdhlung der Katze bzw. des Pferdes lag bei 18,25 bzw. 12,75 x 10%/mm?
Plattchen, die Variationskoeffizienten bei 6,71 % (Katze) bzw. 8,48 % (Pferd) und damit ca.
2 % bzw. 1 % unterhalb der fur den CA530-VET errechneten VK-Werte.

Nach NIEPAGE (1989) ist auch bei sorgfaltiger Ausfiihrung der Kammerzahlung mit einem
Fehler von 5% zu rechnen. Als mdgliche Fehlerquellen nennt er Verdinnungsfehler,
Mischfehler, ungleichmaRige Verteilung der Zellen z.B. durch Agglomeration, stérende
Partikel wie z.B. Membranreste und Schmutz sowie Fehler bei der Auszahlung selbst wie
z.B. Doppelzahlungen und Auslassungen. Den Berechnungen von BRECHER et al. (1953)
zufolge belauft sich der Fehler bei einfacher Kammerzahlung der Thrombozyten mittels
Phasenkontrastmikroskop, je nachdem, ob es sich um vendses Blut oder um Kapillarblut
handelt, auf 11 % bzw. 24 % und kann nur durch mehrfaches Auszahlen reduziert werden.
DORNER (1998a) nennt fir die Zahlkammermethode einen Variationskoeffizienten von
gréBer 10 % und bezeichnet sie von vornherein als eine unprazise Methode. NEUERER und
HIRSCHBERGER (1999) ermittelten fir die Prazision der manuellen Thrombozytenzahlung
(10fache Auszahlung einer Probe) VK-Werte von 3,0 % fir den Hund, 7,7 % fir die Katze
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und 6,1 % fur das Pferd. Die in der vorliegenden Studie ermittelten Prazisionsergebnisse der
manuellen Thrombozytenzahlung lagen im Vergleich zur Literatur im besseren Wertebereich.

Da die manuelle Thrombozytenzahlung trotzdem unzureichende Ergebnisse liefert, ist es
sinnvoll, nach neuen Referenzmethoden zu suchen wie z.B. der durch Durchflusszytometrie
ermittelten Erythrozyten/Thrombozyten-Ratio (HARRISON et al., 2001). Auf dem Prinzip der
Durchflusszytometrie basierende automatische Analyser erflllen aulerdem die statistischen
Kriterien der Qualitatskontrolle (BENTLEY, 1990). Die hohe Zellzahlrate moderner
Analysesysteme bedeutet, dass jede Analyse auf einer Zahlung von 50 000 bis 10 0000
Zellen beruht. Dies soll nach THOM (1990) den Variationskoeffizienten der Zahlung auf 1 %
reduzieren. Das Hamatologiesystem ADVIA 120 von Bayer mit der in Kap. 2.2
beschriebenen neuartigen 2-D-Thrombozytenmessmethode erreichte flir die Prazision in
Serie (n = 1, 25fach-Messung) Variationskoeffizienten von 2,9 % fur den Hund, 8,4 % flr die
Katze und 5,4 % flir das Pferd. Fir die Prazision der Dreifachmessung wurden VK-Werte
von 2,6 % flr den Hund (n=46), 7,5 % fir die Katze (n=61) und 3,5 % flr das Pferd
(n = 105) ermittelt (MORITZ, 2002).

Mikrohdmatokritbestimmung

Die Prazision der Mikrohamatokritmethode durchgefiihrt anhand einer Flnffachbestimmung
ergab absolute Messfehler von unter 0,5 Hamtokriteinheiten. Die Unterschiede sind somit
kleiner als das kleinste  Skalenintervall der Hamatokritablesetabelle.  Die
Variationskoeffizienten liegen zwischen 0,81 und 1,07 % und sind damit geringer als beim
durch den CA530-VET maschinell ermittelten HKT sowohl in Serie (0,96 bis 1,74 %) als auch
in der Wiederholungsmessung (1,19 bis 2,24 %).

In der Literatur gelten Werte zwischen 1 % und 2 % als akzeptabel (LUMSDEN, 2000).
NEUERER und HIRSCHBERGER (1999) stellten bei 10facher Wiederholungsbestimmung
des Mikrohamatokritwertes einer Blutprobe VK-Werte von 0,2 bis 0,4 % fest.

5.4 Richtigkeit

Kontrollblut

Die Uberprifung der Richtigkeit des CA530-VET erfolgte im Rahmen des
Methodenvergleiches mit Tierblut (Kap. 5.4.1). Die Ergebnisse der Kontrollblutmessung
wurden in erster Linie auf Wertekonstanz Uberprift (Kap. 5.3 ¢). Durch Bildung der
Differenzen zwischen den fir den CELL-DYN 3500 angegebenen Sollwertmittelwerten und
den Mittelwerten der Messungen des Kontrollblutes durch den CA530-VET konnte ungefahr
die Lage des Testgerates aufgezeigt werden. CAS530-VET-spezifische Sollwerte fir das
verwendete Kontrollblut lagen uns nicht vor.

Die geringen Veranderungen der Messdifferenzen zwischen den verschiedenen
Kontrollblutchargen verdeutlichen nochmals die gute Langzeitstabilitdt des Gerates (Kap.
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5.3 c¢). Mit Zunahme der Analytenkonzentration erhdhte sich die Messdifferenz bei den
Parametern HKT, PLT, WBC, HGB und der absoluten Differenzierung. Insgesamt gesehen
misst der CA530-VET im Mittel alle Parameter niedriger, als es die Sollwertangaben des
Kontrollblutes fir den CELL-DYN 3500 vorsehen. Ausgenommen sind die Parameter MCHC
sowie im Differentialblutibild die relative Granulozyten- und Lymphozytenpopulation. Die
Differenzen sind mit Ausnahme der Parameter HKT, MCV und MCHC gering. Die hohen
Messdifferenzen bei den genannten Parametern lief3en sich durch den Vergleich des CA530-
VET mit dem CELL-DYN 3500 (Tab. 4.7 a bis c) bzw. durch den Vergleich von CA530-VET
und Mikrohamatokritbestimmung (Tab. 4.8 a bis c) nicht bestatigen. Sie mussen daher als
kontrollblutspezifisch betrachtet werden. Der Geratehersteller untersagt die Kalibration des
Parameters MCV mit Kontrollblut, welches nicht Sollwerte fur Boule-Medical Analyser angibt
(BOULE-MEDICAL, 1998). Die Ursachen fiir die hohe MCV-Differenz von -6,97 ym® und
infolgedessen die hohe HKT-Differenz von -4,14 % liegen vermutlich darin, dass das
Kontrollblut keine CA530-spezifischen Sollwerte besitzt. Grolke HKT-Fehler wirken sich
wiederum auf den Parameter MCHC aus, der als alleiniger Parameter eine positive Differenz
von 3,03 g/dl zeigt. Fir die Parameter PLT und MPV sowie fir die Leukozytendifferenzierung
sind die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Kontrollblutmessungen des CA530-
VET insgesamt und den Sollwertangaben des Herstellers geringer als zwischen den fiir
Tierblut ermittelten Werten und den Ergebnissen des Referenzgerates. Dies ist erklarbar, da
fur Kontrollblut mit stabilisierten Zellen bzw. Zellbestandteilen Eigenschaften wie Aggregation
und Instabilitdt im Rahmen der Haltbarkeit verglichen mit Frischblut gering sind und somit
eine bessere Zahlbarkeit durch Automaten gegeben ist.

5.4.1 Methodenvergleich

Der Methodenvergleich wurde unterteilt in den Gerétevergleich und den Vergleich mit den
manuellen Standardmethoden. Manuelle Standardmethoden wurden fir die HKT-
Bestimmung aller 3 Tierarten sowie fur die PLT-Zahlung bei Katze und Pferd angewandt.
Nach BLAND und ALTMAN (1986a) wurden die mittleren Differenzen mit
Standardabweichungen zwischen den Messergebnissen der Referenzmethoden und dem
CA530-VET als zu uberprifendes Gerat errechnet und fir jede Tierart tabellarisch
angegeben (Tab. 4.7 a bis c und Tab. 4.8 a bis c)

Um die Richtigkeit des CA530-VET objektiv zu bewerten, sollen wiederum als Mal3stab zum
einen die Richtlinie der BAK (2001) sowie die von KLEE (1990) aufgestellten Leistungsziele
fur die interne Qualitatskontrolle von Mehrkanalhamatologieanalysatoren gelten. Die Anlage
der Richtlinie der BAK enthalt Angaben zur maximal zuldssigen Unrichtigkeit unter anderem
fur 5 Parameter des kleinen Blutbildes. Urspriinglich gedacht ist die Ermittlung der Richtigkeit
mittels Kontrollproben gemessen an jeweils aufeinanderfolgenden Arbeitsschichten/-tagen.
Die Differenz des arithmetischen Mittels von ca. 20 Kontrollprobenmessergebnissen und
einem Zielwert in Prozent wird als systematische Messabweichung bezeichnet, welche die in
Tab. 5.4 angegebenen Prozentwerte nicht tberschreiten darf. Die Grenzwerte der BAK
(2001) fur die maximal erlaubte Unrichtigkeit wurden erstellt anhand von klinischen
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Erfordernissen und technisch Machbarem. KLEE (1990) gibt eine maximal erlaubte
Gesamtabweichung an, die sich errechnet als lineare Summe (1) der Grenzen flir die
Abweichung durch fehlerhaftes Kalibrationsmaterial, (2) eine falsche Kalibration und (3) der
Abweichung des Instruments von den kalibrierten Werten nach dem Kalibrationsvorgang. Fur
jeden dieser 3 Faktoren wurden die Grenzen fur optimale Leistung gemaf Herstellerangaben
mit dem Faktor 3 multipliziert und als maximal erlaubte Abweichung angegeben. Anhand
Tab. 5.4 ist ersichtlich, dass die Grenzen von KLEE (1990) deutlich mehr Spielraum lassen,
wahrend die Grenzen der BAK (2001) einen strengeren MaRstab darstellen. Zur Bewertung
unserer Ergebnisse mit Hilfe der genannten Malstdbe muissen die erhaltenen mittleren
Messdifferenzen in prozentuale Messabweichungen des Testgerates vom Ergebnis der
jeweiligen Referenzmethode umgerechnet werden (Kap. 9.6).

Tab. 5.4:  Mittelwert der ermittelten prozentualen Messabweichungen des CA530-VET- vom CELL-
DYN-3500-Messergebnis, die maximal zuldssige Unrichtigkeit angegeben von der
Bundesarztekammer (BAK) sowie die von KLEE (1990) geforderte maximal tolerierbare
Gesamtabweichung im mittleren Messbereich

Prozentuale Messabweichung des maximal maximal
CA530-VET vom CELL-DYN 3500 zuldssige erlaubte
Parameter Unrichtiakeit G tabweich
N =210 N =148 N =125 ( ’ ) ( ’ )
WBC 5,73 -12,56 4,98 6 % (120/ply** +14,6 %
RBC 5,28 4,33 3,33 4 % 15,5 %
HGB 3,70 2,35 2,33 2% 14,5 %
HKT 4,78 4,02 4,06 3% n.a.”
MCV -0,52 -0,35 0,33 n.a.” 14,2 %
PLT 32,27 19,00 45,27 7 % (2800/pl)** 1220 %
*n.a. = nicht angegeben; **die Zahl in Klammern gilt fir den niederen Messbereich: fir

WBC<2.000/ul, fur PLT<40.000/l

a) Geratevergleich

Fir die Parameter RBC, HGB und flur die Erythrozytenindizes waren die mittleren absoluten
Messdifferenzen im Vergleich der beiden Gerate bei allen 3 Tierarten gering. Der CA530-
VET zeigte eine gute Ubereinstimmung mit dem CELL-DYN 3500.

Fir die Leukozyten (WBC) betrugen die Messdifferenzen fir Hund und Katze ca. +1 und
-1 x 10%mm?. Die Tierart Pferd zeigte mit nur ca. 0,5 x 10°/mm?® positiver Differenz die beste
Ubereinstimmung. Beim Vergleich des Impedanzanalysers VetScan HMT (Abaxis, Union
City, USA) mit dem CELL-DYN 3700 unterschieden sich die Mediane der
Leukozytenergebnisse der Katzen im Mittel um 7,25 x 10%I Zellen, und die Korrelation der
beiden Methoden bezuglich dieses Parameters war bei der Katze mit r=0,81 deutlich
schlechter als beim Hund (r=0,98) (DEWHURST et al.,, 2003). Mdglicherweise wurden
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durch Impedanzzellzahlgerate Thrombozytenaggregate falschlich als Leukozyten gezahit.
Ein Fehler, der beim CELL-DYN 3500/3700 durch die Methode (Streulichtmessung)
vermieden werden sollte.

Die mittleren Thrombozytenmessdifferenzen waren vor allem bei der Tierart Hund mit
116,6481,7 x 10%mm*® PLT sehr grol3. Auch bei Katze und Pferd mit mittleren
Thrombozytendifferenzen von 50,7+75,4 x 10°/mm® PLT bzw. 88,2+46,8 x 10°/mm® PLT
wichen die beiden Gerate deutlich voneinander ab. Erstaunlich war, dass ausgerechnet die
in der Thrombozytenzahlung bekannterweise mit Problemen behaftete Tierart Katze die
niedrigsten Messdifferenzen aufwies.

Fir den Parameter HKT ergaben sich wiederum bei der Tierart Hund die groéften
Unterschiede zwischen den beiden Geraten. Wahrend die Analyser fur die RBC- und MCV-
Werte bei allen 3 Tierarten gut Ubereinstimmten, zeigte der Parameter HKT beim Hund eine
mittlere Messdifferenz von 1,96+1,35 HKT-%. Diese Tendenz war auch im Vergleich des
CA530-VET mit dem Mikrohamatokritwert (siehe unter 5.4.1 b) vorhanden. Die mittleren
HKT-Differenzen fir Katze und Pferd betrugen 1,29 % bzw. 1,42 %. Beim Vergleich
wiederum mit der Studie von DEWHURST et al. (2003) wurde deutlich, dass auch der
VetScan HMT hoéhere HKT-Werte ermittelte als der CELL-DYN 3700. Die Mediane der
beiden Gerate unterschieden sich beim Hund um 7,9 HKT-%, bei der Katze um 2,3 HKT-%.

Bei allen 3 Tierarten wiesen die mittleren Messdifferenzen der Parameter RDW und MPV
hohe Werte auf. Um mit zwei verschiedenen Geraten vergleichbare RDW- und MPV-
Ergebnisse zu erhalten, mussen die Instrumente bezlglich dieser beiden Parameter
aufeinander abgestimmt werden. Dies erfolgt mit Hilfe von gesunden Blutproben. Fir den
Parameter RDW wird dazu im Set-Up Meni 1 des CA530-VET ein Kalibrationspunkt
eingegeben. Der Bereich der Erythrozytenverteilungskurve, der rechter Hand dieses
Kalibrationspunktes liegt, bestehend aus Koinzidenzen, kernhaltigen Erythrozyten und
anderen Partikeln, die nichts mit der Erythrozytenverteilung zu tun haben, wird dadurch
abgetrennt und nicht zum RDW-Wert hinzugerechnet. Wahrend der Studie war dem
Testgerat kein RDW-Kalibrationspunkt vorgegeben. Daher kdnnen die RDW-Ergebnisse der
Studie nicht interpretiert werden. Des Weiteren bezeichnen es ZELMANOVIC und
HETHERINGTON (1998) als schwierig, die Richtigkeit einer automatischen Methode
bezuglich des MPV durch Vergleich mit einer anderen Methode zu beurteilen, da es keine
akzeptierte Referenzmethode flr diesen Parameter gibt. Beim Vergleich zweier
verschiedener Blutzellzahlgeratetypen kénnen groRe MPV-Differenzen auftreten. Ursachen
koénnten Interferenzen zwischen der PLT- und der RBC-Population sein, wie sie vor allem in
der Tiermedizin haufig vorkommen. Im Falle des CA530-VET ist es der variable
Schwellenwert zwischen den beiden besagten Populationen, der den MPV-Wert zusatzlich
stark beeinflusst. Dennoch ist es mdglich, zwei Gerate bezlglich des MPV-Wertes mit Hilfe
von gesunden Blutproben aufeinander abzustimmen. Treten aber neben gesunden auch
pathologische Proben auf (z.B. mit mikrozytaren Erythrozyten), kénnen MPV-Unterschiede
zwischen den beiden Analysern nicht vermieden werden. Dass es sich insbesondere um ein
veterinarmedizinspezifisches Problem handelt, wird deutlich, wenn man die geringen
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mittleren MPV-Messdifferenzen bei Messung von humanem stabilisiertem Kontrollblut von
1,01£0,35 um® betrachtet und diese mit den Ergebnissen der Messungen von Tierblut
vergleicht. Die mittleren MPV-Messdifferenzen waren vor allem bei der Katze (10,55,6 um?®),
einer Tierart mit groRen Thrombozyten und eher kleinen Erythrozyten, aber auch bei Hund
(4,6+2,9 um®) und Pferd (6,4+2,6 ym®) deutlich héher. Im Rahmen der Studie war der MPV-
Wert des CA530-VET nicht kalibriert, und es wurden sowohl gesunde als auch pathologische
Proben analysiert. Folglich wurde auf eine Interpretation der CA530-VET-Messergebnisse
dieses Parameters verzichtet.

Im  Vergleich der beiden maschinellen Differentialblutbilder wurde die beste
Ubereinstimmung der beiden Gerate bei der Tierart Hund (n = 191) beobachtet, gefolgt von
der Tierart Katze, fur die jedoch weniger als die Halfte an Differentialblutbildern (n = 87) in
die Auswertung eingingen. Das Pferd (n = 137) wies die groften Unterschiede zwischen den
beiden Geraten im Differentialblutbild auf. Die Richtigkeit der CA530-VET Differenzierung
wurde durch Vergleich mit der manuellen Differenzierung beurteilt.

Bewertet man die Ergebnisse der vorliegenden Studie nach den Forderungen der Richtlinie
der BAK (2001) (siehe Tab. 5.4), so lagen von 15 Parametern, fiir welche Grenzen
angegeben sind, 12 Parameter aulRerhalb des erlaubten Bereichs. Nur der Parameter WBC
des Hundes und des Pferdes sowie der Parameter RBC des Pferdes erfiillten die strengen
Bedingungen. Vor allem die Messabweichungen beim Parameter Thrombozyten aller
Tierarten, aber auch die Werte fiir den Parameter Leukozyten der Katze Uberstiegen die
nach der BAK maximal zuldssige Unrichtigkeit 2fach bis Uber das 6fache hinaus. Ein Grund
fur das schlechte Abschneiden unseres Testgerates bei Anlegen dieses Malystabes konnte
sein, das sich die Angaben der Richtlinie der BAK (2001) fiir maximale Unpréazision und
Unrichtigkeit auf Kontrolimaterialien beziehen. Dass die Messung von Kontrollblut nicht
uneingeschrankt mit der Messung von Frischblut vergleichbar ist, konnte in Kap. 4.4 c fur
das Differentialblutbild aufzeigen werden. Auch bei Verwendung biologischen Materials
anstelle von Latexpartikeln bestehen Unterschiede. So sollen in stabilisiertem Kontrollblut
negative Eigenschaften von Frischblut wie Aggregation und Verformung der Zellen, welche
in hohem Male die Messbarkeit beeinflussen, eliminiert sein. Es ist also zu bedenken,
inwieweit die Angaben der BAK auf die Messung von Frischblut (ibertragen werden kénnen.
Auf die Besonderheiten der Messung von Tierblut wurde in Kap. 2.3 eingegangen.

Wendet man den Malstab nach KLEE (1990) fir unsere Ergebnisse an, so war die
Richtigkeit des CA530-VET fir 13 von 15 Parametern ausreichend. Die Parameter PLT bei
Hund und Pferd lagen nicht mehr innerhalb der Grenzen, sondern waren um das 1,5- bis
2fache hoher. Die Studie erbrachte keinen Hinweis, weshalb die Grenzen fiir den Parameter
Thrombozyten im Geratevergleich bei den Tierarten Hund und Pferd mit Messabweichungen
von 32 % und 45 % Uberschritten wurden und ausgerechnet die Tierart Katze mit 19 % die
geringsten relativen Messabweichungen aufzeigte. Die Untersuchungen anderer Autoren mit
verschiedenen Analysesystemen ergaben dagegen fir die Tierart Katze im Geratevergleich
die schlechtesten Korrelationskoeffizienten. Wahrend flr den Parameter PLT beim Hund mit
r=0,902 (ZIEGLER, 1997), r = 0,993 (MORITZ, 2002) bzw. r = 0,93 (DEWHURST et al.,
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2003) eine gute bzw. exzellente Korrelation angegeben wird und beim Pferd Ergebnisse
zwischen r = 0,690 (SEEGERS, 1997) und r = 0,973 (MORITZ, 2002) als hinreichend bzw.
exzellent beschrieben sind, wird die Korrelation fir PLT bei der Katze als gut (r=0,871;
MORITZ, 2002) bzw. hinreichend (r = 0,65; DEWHURST et al., 2003), aber auch als schlecht
(r=0,453; SUCHFORT, 1998) bewertet.

b) Standardmethoden

Beim Vergleich des CA530-VET mit der Mikrozentrifugationsmethode ergaben sich fur den
Hund Messdifferenzen von 2,0+1,84 HKT-%, bei der Katze lag der CA530-VET 1,10+1,61
HKT-% unter dem Mikrohamatokrit, und beim Pferd betrug der Unterschied 0,74+1,16 HKT-
%. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Geratevergleichs kann festgehalten
werden, dass fur den Hund im Mittel 2 % (HKT-%) zum CA530-VET Wert hinzugerechnet
werden muss, um auf das HKT-Niveau des Referenzgerates bzw. der Mikrozentrifugation zu
kommen. Im Unterschied zum CA530-VET wurden von WEISER (1987) die HKT-Werte
durch das Coulter-Counter-Modell S550 fir den Hund im Mittel um 1,6 %, fir die Katze um
2,5 % und fir das Pferd um 1,3 % hoher als die Mikrozentrifugation angegeben. Nach den
Untersuchungen von PASTOR et al. (1997a,b) waren die Werte des Sysmex F-800 fir Hund
und Pferd durchweg 2 % bis 5% und fir die Katze sogar bis zu 8 % hdher als der
Mikrohamatokritwert. Erklart wurden diese Unterschiede damit, dass sich die Erythrozyten
bei hohem MCHC oder erhdhter innerer Viskositat der Zellen nicht vollstdndig verformen,
wenn sie die Messoffnung von elektrischen Impedanzzellzahlautomaten passieren,
woraufhin der MCV und der daraus errechnetet HKT-Wert Uberschatzt wurden (CRAWFORD
et al., 1987). Auch SUCHFORT (1998) stellte fir die Katze beim Analysesystem Technicon
H*1 durchschnittlich 6 % héhere HKT-Werte als bei Zentrifugation fest. Die Ursachen wurden
der Kalibrierung der Gerate zugeschrieben. Ein Vergleich eines automatisch gemessenen
PCV mit dem Zentrifungenhamatokrit ist nur mdglich, wenn vorher eine Eichung mit
Frischblut der entsprechenden Tierart gegen das Mikrohamatokritverfahren erfolgt
(MISCHKE et al. 1995). Bei allen genannten Autoren wurde stets eine gute Korrelation der
HKT-Werte zwischen Gerat und manueller Methode angegeben.

Bezuglich der Thrombozytendifferenzen zwischen CA530-VET und Kammerzahlung,
durchgefihrt fir Katze und Pferd, lagen die Unterschiede fur die Katze bei 95,0£93,1x
10°/mm® PLT und fiir das Pferd bei 55,8+ 46,6 x 10% mm?® PLT. Auffallig waren die
Streuungen, die fir beide Tierarten so hoch wie die mittlere Differenz selbst waren. Nach
ZELMANOVIC und HETHERINGTON (1998) sind die Thrombozytenwerte der maschinellen
Zahlung in Blutproben mit Thrombozytenaggregaten niedriger als die bei mikroskopischer
Zahlung. Grund ist, dass in den Automaten aggregierte Plattchen im Erythrozytenkanal
mitgezahlt werden und somit aus der Thrombozytenzéhlung ganz herausfallen, wahrend in
der mikroskopischen Zahlung zumindest noch einige der Plattchen innerhalb der Aggregate
mitgezahlt werden kdnnen. In unseren Untersuchungen waren die Differenzen bei der Katze,
einer Tierart, bei der am meisten mit Thrombozytenaggregaten zu rechnen ist, fast doppelt
so hoch wie beim Pferd. NEUERER und HIRSCHBERGER (1999) dageben geben fiir das
Hamatologiegerat Vet ABC/8P, verglichen mit der manuellen Thrombozytenzahlung, fir die
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Tierart Katze mit r = 0,48 eine deutlich bessere Korrelation an als fur das Pferd (r=0,19).
Das beste Ergebnis wies der Vet ABC/8P fir die Tierart Hund mit r = 0,87 auf. Medizinisch
betrachtet, sind die in der vorliegenden Studie ermittelten Unterschiede als zu hoch zu
beurteilen. Wahrend eine Unrichtigkeit von 56 bzw. 95 x 10°/mm?® Plattchen in hohen
Wertebereichen fur die klinische Interpretation kaum eine Rolle spielt, kann sie in niedrigen
Wertebereichen Folgen fir die weitere Vorgehensweise bzw. Therapie haben.

Die Messdifferenzen der manuellen Differenzierung waren fir die Tierart Katze am
geringsten: -0,44 % fur Granulozyten bzw. 1,66 % fur Lymphozyten, jedoch mit jeweils hohen
Standardabweichungen (xSD > 8 %). Beim Hund betrugen die Differenzen flr Granulozyten
2,97 % bzw. fur Lymphozyten -2,24 % ebenfalls mit hohen Standardabweichungen (xSD ca.
7,5 %). Das Pferd wies Werte von -4,44 % fur Granulozyten und 5,98 % fur Lymphozyten mit
Standardabweichungen von jeweils ca. 7 % auf. Obgleich der CA530-VET beim Pferd die
geringsten Probleme mit der Erstellung eines Differentialblutbildes hatte (Kap. 4.6.1), ist
nach dem Vergleich mit der manuellen Differenzierung die Richtigkeit bei dieser Tierart am
schlechtesten. Die mittleren Messdifferenzen flir die Midcellpopulationen befanden sich flr
die 3 Tierarten zwischen -6,8 und -7,3 % +SD.

In Kap. 9.6 Tab. 9.15 sind die prozentualen Messabweichungen fir den Vergleich des
CA530-VET mit den Standardmethoden angegeben. Der Grenzwert der BAK (2001) fiir die
maximal zuldssige Unrichtigkeit des Parameters HKT betragt 3 %. Die prozentuale
Abweichung des CA530-VET vom Mikrohamatokritwert bei der Tierart Hund Uberschritt mit
fast 5 % deutlich das erlaubte Mall an Unrichtigkeit. Auch die Katze utberschritt mit 3,2 %
Abweichung vom Zielwert knapp den Grenzwert der BAK. Beim Pferd lag der CA530-HKT
am engsten am Mikrohamatokritwert. Die prozentuale Messabweichung lag bei 2,2 % und
war somit innerhalb der Grenzen der BAK. Die Interpretation der Messabweichungen der
Gerate vom Mikrozentrifugationswert sollte unter Bericksichtigung der Tatsache erfolgen,
dass der Mikrohamatokrit nicht direkt mit dem Geratehamatokrit vergleichbar ist. Der Wert
der Standardmethode wird physikalisch durch Zentrifugation und anschlieliendes Ablesen
anhand einer Schablone ermittelt, der Geratewert dagegen errechnet sich aus Zellzahl und
ZellgroRe der Erythrozyten. In der zentrifugierten Mikrohdmatokritsdule zwischen den
Erythrozyten eingeschlossenes Plasma oder Leukozyten konnen den Referenzwert
falschlich erhéhen (,Trapped“-Plasma, ,Leukozyten-Trapping®). Insbesondere bei Gberflllten
Mikrohdmatokritrohrchen wird der HKT-Wert durch eine nicht ausreichend dichte Packung
der Blutzellen Uberschatzt (TVEDTEN und WEISS, 1999a). Demgegentber unterschatzt
nach BULL und HAY (2001) das Ergebnis der Mikrozentrifugation so gut wie immer das
wahre ,Packed Cell Volume* (PCV) der Erythrozyten, auch wenn aufgrund genannter Fehler
ein Uberschatzen eher wahrscheinlich ware. TVEDTEN und WEISS (1999a) sehen diese
Problematik in Abhangigkeit von der Hohe des Hamatokritwertes. Ab einem HKT-Wert
gréler als 50 % sind die Erythrozyten im Mikrohdmatokritréhrchen weniger dicht gepackt,
und das HKT-Ergebniss wird Uberschatzt. Das Rohrchen sollte daher bei stark
konzentriertem Blut nochmals 5 min zentrifugiert werden. Bei HKT-Werten unter 25 % sind
die Erythrozyten enger gepackt, der HKT-Abfall wird verstarkt, und das Tier erscheint noch
anamischer.
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Die prozentualen Messabweichungen des vom CA530-VET ermittelten Thrombozytenwertes
von der Kammerzahlung betrugen 35 % bzw. 33 %. Somit ist die Richtigkeit der PLT-
Z&hlung sowohl nach den Vorgaben der BAK von max. 7% als auch nach dem MaRstab von
KLEE (1990), welcher 22 % als maximale Gesamtabweichung vorgibt, nicht ausreichend.
Extreme Thrombozytopenien mit Werten zwischen 6 - 30 x 10%mm? Plattchen wurden durch
den CA530-VET gut erkannt. Dennoch sollte im niedrigen PLT-Bereich eine manuellen
Zahlung der Thrombozyten in der Zahlkammer durchgefuhrt werden, um vor allem bei
fraglichen Ergebnissen (z.B. Markierung DE bei normaler PLT-Zahl) oder bei
Unstimmigkeiten (klinisches Bild, bereits zuvor erfolgte Blutuntersuchungen) sicher zu
gehen. Es kann argumentiert werden, dass es klinisch zunachst ausreicht, zu wissen, ob das
Tier eine ausreichende Thrombozytenzahl hat. Anhand der praktischen Erfahrungen
bezlglich des Parameters PLT im Notdienst der Klinik flr kleine Haustiere kann diese
Vorgehensweise bestatigt werden. Selbstverstandlich ist in Zukunft eine stetige
Verbesserung der Prazision und Richtigkeit der Thrombozytenbestimmung anzustreben.

Beim Vergleich der manuellen Differenzierung mit den Ergebnissen des relativen
Differentialblutbildes des CA530-VET zeigte die Population der Granulozyten die besten
Ergebnisse. Die prozentualen Messabweichungen vom Zielwert (Tab. 9.11 im Anhang)
betrugen fiir die Granulozyten der Katze -1,4 %, fir die Granulozyten des Hundes 3,1 % und
fur die des Pferdes -7,5 %. Fir die Lymphozytenpopulation wurden bei Katze und Pferd
Messabweichungen von -19,1 % bzw. 19,6 % ermittelt. Bei den Hundelymphozyten waren
mit fast -100 % die héchsten Abweichungen zu verbuchen. Die Midcellpopulation, fir welche
insgesamt nur weniger als 50 Werte in die Auswertung gehen konnten, wies bei allen 3
Tierarten extrem hohe prozentuale Messdifferenzen zwischen -433 und -642 % auf.

In den meisten Studien konnte unabhangig von der Methode (Streulichtmessung,
Impedanzmessung oder Dichtezentrifugation) fir die Granulozytenpopulation eine gute bis
exzellente Korrelation mit der manuellen Differenzierung ermittelt werden (r=0,82 -
r=0,97). Far die Lymphozytenpopulation schien die Richtigkeit des
Differenzierungsergebnisses von der Messmethode abhangig zu sein. Wahrend der
Technicon H*1 (Streulichtmessung) mit Koeffizienten von r = 0,84 bis r = 0,92 ebenfalls gut
bis exzellent mit der manuellen Differenzierung korrelierte, schnitt der VetScan HMT
(Impedanzanalyser) mit r=0,28/0,25 fur Hund/Katze schlecht ab. Fir die vom QBC
VetAutoread (Zentrifugationsanalyser) bestimmten mononukledren Zellen ist die Korrelation
ebenfalls schlecht bis hinreichend (r=0,56 bis r=0,68). Die niedrigsten
Variationskoeffizienten und damit eine schlechte Korrelation ergaben sich fir die Monozyten
und die eosinophilen Granulozyten (r = <0,46). Ausnahmen waren der Technicon H*1, der
fur die Eosinophilen von Hund und Pferd eine gute Korrelation zur manuellen Differenzierung
aufwies (r = 0,82/0,85), und der VetScan HMT, der die Monozyten des Hundes hinreichend
gut erkannte (r=0,79). Bei allen Geraten zeigte die Tierart Katze im Differentialblutbild
verglichen zu Hund und Pferd die kleinsten Korrelationskoeffizienten (SEEGERS, 1997;
ZIEGLER, 1997; SUCHFORT, 1998; BIENZLE et al., 2000; DEWHURST et al., 2003). Auch
der ADVIA 120 zeigte verglichen mit der manuellen Differenzierung eine schlechte
Korrelation der Monozyten. Die vielgestaltige Morphologie dieser Zellart macht sie in
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panoptischen Farbungen nicht immer eindeutig identifizierbar (MORITZ, 2002). Nach
KOEPKE (1977) werden Monozyten im Blutausstrich nur zu 87 % korrekt identifiziert und
haufig als Lymphozyten gezahlt. Auch fir GOOSSENS et al. (1991b) liegt die Ursache der
schlechten Ubereinstimmung in der Schwache der Referenzmethode. Er sieht die
Fluoreszenz- und Streulichtmessung nach Markierung mit monoklonalen Antikdrpern als
bessere Methode der Monozytenzahlung an. Ferner ist die grélere Unrichtigkeit der
Lymphozyten- und Monozytenzahlung gegenuber der Granulozytenzahlung auch durch das
weniger haufige Vorkommen dieser Zellen im Blutausstrich statistisch erklarbar.
Prozentwertangaben einer Gesamtheit sind umso zuverlassiger, je groRer die Stichprobe
aus der Gesamtheit war, die zur Feststellung der Prozentzahl benutzt wurde (siehe auch
Kap. 5.3 e) (NIEPAGE, 1989). HUGHES-JONES et al. (1974) verglich die absolute
Leukozytendifferenzierung (2-part-Diff in neutrophile Granulozyten und Lymphozyten) mittels
Volumenanalyse in Coulter-Zahlautomaten mit der mikroskopischen
Blutausstrichbeurteilung. Wahrend die maschinelle absolute Zahlung der Neutrophilen gut
mit der Standardmethode Ubereinstimmte, zeigte die Lymphozytenpopulation hdhere
Fehlerraten, welche mit der geringeren Anzahl ausgezahlter Zellen begrindet wurden. Die
maschinelle Differenzierung mittels Analyse der Haufigkeitsverteilung von Zellvolumina
wurde somit nur flir die Erfassung der absoluten neutrophilen Granulozytenzahl empfohlen
(HUGHES-JONES et al., 1974). Der Zeit- und damit Kostenfaktor, die je nach Untersucher
individuell unterschiedlichen Klassifikationskriterien und die aufgrund der geringen Zahl
ausgezahlter Zellen eventuell schwerer ins Gewicht fallenden Fehler durch Probenvariabilitat
oder biologische Variabiltdt schmalern den klinischen Nutzen der traditionellen manuellen
Objekttragerdifferenzierung (KRAUSE, 1990). Versuche zur Vereinheitlichung bzw.
Standardisierung der manuellen Beurteilung von Blutausstrichen, wie z.B. ein von WEISS
(1984) fur die Veterinarmedizin aufgestelltes Protokoll, sind zeitaufwandig und erfordern
wiederum ein spezielles Training des Laborpersonals. Bereits Ausstrichanfertigung und
Farbung sollten mit in den Standardisierungsprozess einbezogen werden (LEWIS, 1990;
HOUWEN, 2002).

Auf der anderen Seite steht die Kontrollfunktion der manuellen Differenzierung gegentber
der Maschine. Es werden in der Literatur viele Indikationen fir eine manuelle
Nachdifferenzierung automatisch erstellter Differentiablutbilder angegeben, z.B. bei
beflaggten Parametern, atypischen Histogrammen, unplausiblen Ergebnissen oder zur
Gewinnung weiterer diagnostischer Information aus der Blutzellmorphologie. AuRerdem sind
Automaten derzeit nicht in der Lage, die Anwesenheit von Blutparasiten und
Zelleinschlissen (z.B Howell-Jolly Kérperchen) zu melden. Letztendlich ist es notwendig,
dass jedes Labor eigene Kriterien zur Nachdifferenzierung aufstellt, da Markierungen und
Histogramme je nach Gerat und zur Differenzierung verwendeter Technik variieren
(KRAUSE, 1994).

Ziel ist es, wie in der Humanmedizin auch fir die Tiermedizin automatische
Blutzellzahlgerate als zuverlassiges Screeninginstrument einsetzen zu konnen. Bei von
vornherein als pathologisch bekannten Blutproben ist eine manuelle Differenzierung indiziert.
Die Ergebnisse des Differentialblutbildes des CAS30-VET koénnen nach unseren
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Untersuchungen nur fir die Granulozytenpopulation vor allem bei Katze und Hund sowie als
grobes Mal fir die Lymphozytenpopulation der Katze und des Pferdes angenommen
werden. Fir die Lymphozyten des Hundes und die Midcellpopulation aller Tierarten missen
sie verworfen werden. Eine verlassliche Bestimmung der Granulozytenpopulation kann
jedoch bereits als eine nitzliche Zusatzinformation betrachtet werden. HUGHES-JONES et
al. (1974) erwahnt beispielsweise, dass durch Kliniker eines humanmedizinischen
Krankenhauses in 85 % aller Falle ein Differentialblutbild in erster Linie wegen der
Neutrophilenzahl angefordert wurde.

c) Methodenvergleich fur subnormale, normale und erhohte Werte

Bei gesonderter Betrachtung des Methodenvergleichs der Parameter WBC, RBC, HKT und
PLT fur subnormale, normale und erhdhte Wertebereiche konnte insgesamt eine Zunahme
der Messdifferenzen mit der Konzentration beobachtet werden. Ausnahmen waren die
Leukozytenkonzentration bei der Tierart Katze und der Hamatokritwert im erhdéhten Bereich
bei Katze und Pferd. Es wurden hohere Messdifferenzen und Standardabweichungen bei
WBC der Katze vor allem im subnormalen (-2,66+5,93 x 10°’mm?), aber auch normalen
(-1,35+3,09 x 10°’mm®) Messbereich deutlich. Nach Umrechung in prozentuale
Messergebnisse und Beurteilung nach KLEE (1990) UuUberschritten die WBC-
Messabweichungen bei der Katze im subnormalen und normalen Wertebereich deutlich das
erlaubte Mal. Folglich muss bei leukopenischen Proben der Tierart Katze mit dem Ergebnis
sehr vorsichtig umgegangen werden. Erklart werden kann dieses Problem mit moglichen
Interferenzen von Thrombozytenaggregaten und der WBC-Zahlung, was sich bei geringer
WBC-Zahl starker auswirkt als bei einer Leukozytose. Der Parameter RBC Uberschritt im
hohen Messbereich bei allen Tierarten mit prozentualen Messabweichungen von 7,4 % bis
9,9 % die Vorgaben von KLEE (1990) (5,5 %). Im niedrigen und normalen RBC-Bereich war
die Richtigkeit fir RBC nach KLEE (1990) ausreichend. Die HKT-Messdifferenzen zwischen
CA530-VET und Mikrozentrifugation waren fir die Tierart Pferd Uber alle Bereiche und flr
die Katze unter Ausnahme des normalen Wertebereiches kleiner als 1 HKT-%. Nur der Hund
zeigte Uber alle 3 Wertebereiche HKT-Differenzen zwischen 1,8+3,4 und 3,1+2,4 HKT-%. Er
lag damit fur alle Wertebereiche mit relativen Messabweichungen von 4,4 bis 6,6 % oberhalb
der von der BAK (2001) geforderten 3 %-Grenze fiir die maximal zuldssige Unrichtigkeit
dieses Parameters. Die Richtigkeit der Thrombozytenbestimmung durch den CA530-VET im
Vergleich zur Kammerzahlung war auch im unterteilten Methodenvergleich unzureichend
und stieg bei Hund und Katze bis auf Messdifferenzen von ca. 270 x 10%mm? PLT im hohen
Wertebereich an. Nur im subnormalen Wertebereich lagen die relativen Messabweichungen
fur den Hund (16,15 %) und vor allem fir die Tierart Pferd (0,72 %) unterhalb der von KLEE
(1990) geforderten 22 % Maximalabweichung. Hochgradig thromozytopenischen Blutproben
mit Plattchenzahlen von weniger als 20 x 10%/mm?, verifiziert durch manuelle Zahlung,
wurden durch das Gerat jedoch bei allen 3 Tierarten gut erkannt.
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d) Richtigkeit des Referenzgerates

Bei einem erganzenden Vergleich des Referenzgerates (Tab. 4.10 und 9.14) mit den
manuellen Methoden lag der CELL-DYN 3500 fur die untersuchten Parameter insgesamt
den Standardmethoden naher als der CA530-VET. Die relative Messabweichung des
Parameters Hamatokrit betrug beim Hund 0,1 %, bei der Katze -1,5 % und beim Pferd -1,8 %
und lag damit fir alle 3 Tierarten deutlich unterhalb der von der BAK geforderten 3 %
Maximalabweichung. Fur die Thrombozytenzdhlung des CELL-DYN 3500 bei Katze und
Pferd befanden sich die prozentualen Messabweichungen mit 9 % bzw. -20 % unter der von
KLEE (1990) postulierten maximal erlaubten Gesamtabweichung von 22 %. Sie
Uberschritten jedoch die Grenzen der BAK. Im Differentialblutbild zeigte der CELL-DYN 3500
mit der manuellen Differenzierung als Referenz vor allem fur die Tierart Hund deutlich
bessere Ergebnisse fur Granulozyten (0,7 % relative Messabweichung) und auch
Lymphozyten (8,4 % relative Messabweichung). Die hohen Messdifferenzen dieser Tierart
beim Parameter Lymphozyten im CA530-Vergleich mit der Handdifferenzierung waren
demnach dem Testgerat zuzuschreiben. Fir die Katze betrugen die prozentualen
Abweichungen des CELL-DYN 3500 von der Objekttragerdifferenzierung fir die
Granulozyten 2,1 % und fir die Lymphozyten 13,4 %. Beim Pferd zeigte der CELL-DYN
3500 die beste Ubereinstimmung mit der manuellen Differenzierung: Die Differenzen der
Granulozyten- bzw. Lymphozytenzahlung betrugen nur 2,5 bzw. 11,1 %. Die
Prozentangaben der Abweichung der Midcellpopulation waren auch beim CELL-DYN 3500
trotz gentigender Wertepaare fir alle 3 Tierarten sehr hoch (ca. -306 % bis -436 %).

5.5 Weitere Untersuchungen

Fahigkeit des CA530-VET zur Differenzierung

In der Studie zeigte das Testgerat bei Tierblut Probleme mit der Erstellung eines
Differentialblutbildes. Der CA530-VET konnte flr ca. 21 % aller Tierblutproben, darunter vor
allem die Tierart Katze vertreten, in beiden Messungen keine Leukozytendifferenzierung
angeben. Der Erfolg der Differenzierung war von der Leukozytenzahl abhangig. Die meisten
Differentialblutbilder konnten im mittleren Wertebereich ermittelt werden, die wenigsten im
niedrigen Wertebereich. Uber 65 % der Proben vor allem von Hunden und Pferden wiesen
auch in der Messwiederholung eine Differenzierung in nur zwei Leukozytenpopulationen —
Granulozyten und Lymphozyten — auf. Dies ist bei alten Blutproben ein bekanntes Problem.
Mit der Lagerung der Probe kollabiert die Granulozytenpopulation langsam und interferiert
schlieBlich mit der Lymphozytenpopulation. Die Software stellt bei Priifung einen zu grofRen
Bereich fest, in dem sich die beiden Populationen liberschneiden, und wechselt automatisch
in den 2-part-Differenzierungsmodus. Keine unserer Blutproben war jedoch alter als 4h.
Untersucht werden muss nun, ob das Lysereagenz zu aggressiv oder die Lysezeit zu lange
ist, so dass die Granulozyten zerstort wurden, oder ob es sich dabei um ein Softwareproblem
handelt. Ein komplettes 3-geteiltes Differentialblutbild gelang nach den vorliegenden
Untersuchungen in nur knapp 6 % aller Falle, vertreten vor allem durch die Tierart Pferd. Bei
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8 % der Tiere zeigte sich eine unterschiedliche Auspragung des Differenzierungsgrades in
der ersten und zweiten Messung. Haufig war bei derselben Probe von einer Messung zur
anderen eine Differenzierung moglich und dann wieder nicht moglich. Geringe Zellzahlen
machten das System noch anfalliger. Eine Abhangigkeit der Reproduzierbarkeit des
Differentialblutbildes von der Statistik lasst sich vermuten.

Die Messung von humanem stabilisiertem Kontrollblut mit dem CA530-VET ergab stets ein
3-teiliges Differentialblutbild. Bei Messung von humanem Frischblut mit dem Humanmodell
des CA530 liegt die Differenzierungsrate unter normalen Klinikbedingungen laut Hersteller
bei ca. 85— 95 %. Die restlichen 5—-15 % der Proben werden als abnormal markiert, mit
einer diagnostischen Sensitivitat von 70 %.

Zusammenfassend und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Kap. 5.3 und 5.4 kann
das Differentialblutbild als eine Schwachstelle des CAS530-VET betrachtet werden. Die
Ursachen der Differenzierungsprobleme des CA530-VET sind anhand dieser Studie nicht
ersichtlich. Softwareprobleme wie auch eine nicht optimal auf Tierleukozyten adaptierte
Zusammensetzung bzw. Einwirkungsdauer des Lysereagenz kommen in Frage. Eine
verlangerte Lysezeit, wie sie in der Humanmedizin beispielsweise fir die Blutanalyse von
Neugeborenen oder beim Vorliegen von Sichelzellerkrankungen eingesetzt wird, ist im
CELL-DYN 3500 in der Betriebsart ,Extended Lyse“ anwahlbar und verbessert in diesen
Fallen deutlich die Richtigkeit der Leukozytenzahlung und Differenzierung (DORNER et al.,
1995; JOYNER und BROOKS, 1995). Neben Untersuchungen zur Optimierung der
Lysezeiten und Reagenzien haben Versuche der Herstellerfirma des CA530-VET, die
Interferenz von schwer lysierbaren Erythrozyten mit der Lymphozytenpopulation zu
reduzieren, zu einem neuen Algorithmus geflihrt. Diese neue Softwareversion im
Nachfolgemodell des getesteten Gerates, dem CA620-VET, soll eine bessere
Differenzierung ermoglichen. Eine Verlangerung der Lysezeit soll nur noch fur die Tierart
Rind notwendig sein. Es kann optional wie beim CA530-VET die Differenzierung bei
Auftreten von groRen Interferenzen zwischen den Zellpopulationen unterdriickt werden.
Darliber hinaus bietet das CA620-Modell die Einstellung, dass stets ein
Differenzierungsergebnis ausgegeben werden wird, welches im Falle von grofden
Interferenzen markiert erscheint. Das unter Kap. 4.6.4 beim CA530-VET beschriebene
Problem des Vertauschens der Zahlenwerte fur die Messergebnisse der Granulozyten- und
Lymphozytenpopulation (Switch-Phanomen) soll mit der neuen Software im Nachfolgemodell
CA620-VET ebenfalls behoben sein.

Warn- und Fehlermarkierungen

Moderne automatische Blutzellzahlgerate mit einer Leukozytendifferenzierung in 5 oder 6
Populationen kdnnen pathologische Zellen identifizieren. Partielle Differenzierungssysteme,
welche nur 2 oder 3 Leukozytenpopuationen unterscheiden, kénnen dies nicht (HUGHES-
JONES et al., 1974). Der Hersteller des CA530-VET erhebt nicht den Anspruch, dass das
Gerat abnorme, pathologische oder nicht pathologische
Zellen/Zellkomponenten/Zellmerkmale im peripheren Blut erkennt. Anhand der CA530-
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Markierungen ist also keine direkte Aussage Uber die Sensitivitdt des Gerates gegenlber
abnormen Blutproben moglich. Neben Geratestatusanzeigen und Funktionsmeldungen ist
der CA530-VET lediglich auf Warn- und Fehlermeldungen programmiert, die den Anwender
auf mogliche Analysefehler aufmerksam machen und dadurch zu einer Wiederholung der
Messung bzw. erhdhter Vorsicht bei der Ergebnisinterpretation fuhren. Der Hersteller des
CA530-VET empfiehlt, abnormale Testergebnisse wie markierte Parameter oder
Messergebnisse auflerhalb des Messbereiches mit alternativen Untersuchungsmethoden
wie einem Blutausstrich, der Mikrozentrifugation oder der manuellen Zellzdhlung zu
verifizieren (BOULE-MEDICAL, 2003).

Der beim CA530-VET am haufigsten mit Messproblemen behaftete Parameter (94 % aller
Markierungen) war die Thrombozytenzahl. Der Parameter Leukozyten (WBC) wurde bei
Problemen mit der Zellzahlung weitaus seltener und nur mit SE (Statistical Error) markiert.
Die Markierungen mit SE erfolgten unabhangig vom Messbereich. Interferenzen zwischen
der Thrombozyten- und der Erythrozytenpopulation oder In-Vitro-Aggregation und damit
auch mogliche Interferenzen der Thrombozyten- mit der Leukozytenpopulation fiihren beim
CA530-VET zu Problemen mit der Platzierung des Schwellenwertes zwischen der PLT- und
RBC-Population. Die vom Analyser angegebene Thrombozytenzahl wird in diesen Fallen mit
einer Markierung (DE fir Distribution Error oder FD fiir Floating Discriminator) versehen.
Schwierigkeiten bei der Thrombozytenzahlung, schlechte Reproduzierbarkeit und schlechte
Korrelationsergebnisse sind flir automatische Blutzellzahlgerate vor allem bei der Katze
bekannt und haufig beschrieben (LIEDL und HIRSCHBERGER, 1997; MORITZ und
HOFFMANN, 1997; NORMAN et al., 2001).

Die Reproduzierbarkeit der Parametermarkierungen des CA530-VET im Bereich der
Zweifachmessung lag fur alle Markierungstypen insgesamt bei 70 %, fir DE alleine bei 82 %,
fur FD bei 67 % und fur SE bei 55 %. Dies zeigte, dass in einigen Fallen eine Wiederholung
der Messung zu einem auswertbaren Ergebniss flihren kann.

Auffalligkeiten in der manuellen Thrombozytenzahlung waren bei 42,3 % aller Katzen- und
20,7 % aller Pferdeproben gefunden worden. Bei der Katze wurden vor allem PLT-
Aggregate, beim Pferd dagegen vorherrschend Mikrothrombozyten beobachtet. Unter diesen
in der Kammerzahlung auffalligen Blutproben hatte der CA530-VET wiederum mit 56,5 % der
Katzenproben und 10,0 % der Pferdeproben Probleme bei der Bestimmung der
Thrombozytenzahl und folglich eine Markierung gesetzt. Ein Rulckschluss von der
Geratemarkierung des CA530-VET auf die Thrombozytenmorphologie ist somit nicht
moglich.

Im Unterschied zum CA530-VET liefern die Markierungen des CELL-DYN 3500 zusatzliche
Informationen Uber den erhaltenen WBC-Messwert (WBC-Deskriptoren) und sollen das
Vorkommen atypischer Zellwolken im Differentialblutbild sowie atypischer Zellpopulationen
bei WBC und RBC aufzeigen. Dies wurde im Rahmen unserer Studie nicht Uberpriuft. Ein
Vergleich der Parametermarkierungen beider Gerate ist weder sinnvoll noch mdéglich, da es
sich wie beschrieben um unterschiedliche Arten von Markierungen handelt und sich die
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markierten Parameter auch nicht Uberschneiden: Der CA530-VET markiert vor allem
Thrombozyten, der CELL-DYN 3500 fast ausschlieBlich Leukozyten.

Messbereiche und Ergebnisse aul3erhalb des Messbereichs

Die durch den CA530-VET ermittelten kleinsten und gréRten Messwerte (Kap. 4.6.3 Tab.
4.12) bestatigten in Verbindung mit den vom CELL-DYN 3500 ermittelten Minima und
Maxima (Kap. 9.7 Tab. 9.18) fur WBC und RBC den vom Hersteller angegebenen
Messbereich. Fur die Parameter MCV und HGB reichte in beiden Geraten der grdfdte
gemessene Wert nicht bis an die vom Hersteller des CA530-VET angegebenen Grenzen
heran, was vermutlich blutprobenbedingt war. Der Parameter PLT konnte vom CA530-VET
nicht iber einen Wert von knapp 800 x 10°’mm?® gemessen werden, obgleich 2 Proben mit
durch den CELL-DYN 3500 ermittelten PLT-Werten von {iber 1000 x 10*/mm?® (1700 und
1120 x 10°/mm?®) darunter waren. Laut Hersteller geht der Messbereich des CA530-VET fiir
den Parameter PLT bis 1999 x10°’mm?®. Zu beachten ist jedoch, dass die Werte der
Handauszahlung dieser beiden Proben mit den Werten des CA530-VET von ca. 600 bzw.
243 x 10°/mm?® sehr gut (ibereinstimmten. Somit kann die Richtigkeit dieser hohen CELL-
DYN-3500-PLT-Ergebnisse angezweifelt werden. Extrem thrombozytopenische Proben
(manuelle Zahlung < 20.000 x10%mm?®) wurden von beiden Geraten mit Ubereinstimmung
erkannt. Fur die beiden anderen gezahlten Zellarten WBC und RBC markierte der CA530-
VET bei Uberschreiten des Messbereichs (bis 99,99 x 10*/mm?® bzw. 12,99 x 10%mm?) den
Parameter mit ##H#H## und gab kein Ergebnis aus. War kein RBC-Wert angegeben, wurden
die Paramter HKT, MCH und MCHC ebenfalls unterdrickt. Der MCV-Wert wurde jedoch in
Ubereinstimmung mit dem CELL-DYN 3500 korrekt angegeben. Auffallig war weiterhin, dass
bei extrem hohen Leukozytenzahlen die vom CA530-VET angegebenen HKT- und PLT-
Werte im Vergleich zu den CELL-DYN-3500-Ergebnissen niedrig waren. Die
Thrombozytenzahl des CAS530-VET betrug fast nur die Halfte des vom CELL-DYN 3500
ermittelten Wertes. Es kann vermutet werden, dass hohe Leukozytenzahlen nicht nur die
Hamoglobinbestimmung stéren, sondern auch auf die RBC- bzw. PLT-Zahlung negativen
Einfluss haben. Die bei extremen Leukozytosen haufiger beobachtete Anzeige einer
niedrigen WBC-Zahlzeit ,WBC Counting Time Low“ kann (aufgrund des Prinzips der
volumetrischen Probenmessung) nicht mit einem vorzeitigen Stopp des Zahlvorgangs
aufgrund einer Uberschreitung des Messbereichs erklart werden. Im Handbuch wird die
Bedeutung dieser Anzeige mit ,Vorliegen von Luft im System® angegeben.

Bei einem direkten Vergleich der wahrend der Studie ermittelten Messbereiche zwischen den
beiden Geraten sind die Werte fir die Parameter WBC, RBC, HGB und HKT nahezu
deckungsgleich. Der MCV-Wert erreichte beim CA530-VET einen groReren Maximalwert, bei
den Parametern MCH und MCHC zeigte der CELL-DYN 3500 einen breiteren Messbereich.
Fir die Parameter RDW und MPV waren die beiden Gerate nicht aufeinander abgestimmt.
Eine Interpretation der ermittelten Minima und Maxima erscheint daher nicht sinnvoll. Im
relativen Differentialblutbild zeigte sich flir die ermittelten Messbereiche der
Monozytenpopulation eine schlechte Ubereinstimmung der Gerate. Der CA530-VET
ermittelte maximal einen Monozytenanteil von 13,3 % und erkannte extreme Monozytosen

122



nicht. Erklarbar ist diese Tatsache dadurch, dass die Monozytenpopulation ohnehin selten
angegeben wurde und stattdessen in der Lymphozytenpopulation des 2-part-Diff
mitenthalten war. Ein Vergleich der Messbereiche fur die Absolutwerte der Differenzierung
zwischen den beiden Geraten unterstitzt diese Theorie. Die Granulozyten sowie vor allem
die Monozyten zeigten im CAS530-VET deutlich schmalere Messbereiche, wahrend der
ermittelte Lymphozytenmessbereich des CA530-VET ein 4faches des CELL-DYN 3500
Messbereiches betrug.

5.6 Praktische Erfahrungen im Umgang mit dem CA530-VET

Die Praxistauglichkeit des CA530-VET kann zusammengefasst als gut betrachtet werden.
Das Gerat arbeitet schnell und selbstandig. Die Geratebedienung ist einfach und wenig
stéranfallig. Die geschilderten wahrend der Studie aufgetretenen Probleme, in der
Hauptsache Verstopfungen, waren fast ausschlieBlich Anwenderfehler und darauf
zurtckzufiihren, dass das Gerat aulerhalb der Messungen flr die Studie von vielen
unterschiedlichen, zum Teil wenig geschulten Personen bedient wurde. Da die
Aspirationsnadel den engsten Durchmesser im Leitungssystem des Gerates aufweist,
konnten Verstopfungen leicht lokalisiert werden bzw. Blutkoagel nie bis ins Gerateinnere
gelangen. Im Vergleich kénnen sich aspirierte Blutkoagel im Referenzgerat theoretisch
Uberall im Schlauchsystem festsetzen, was eine Problemldsung erschwert. Der erhdhte und
nicht durch Spllung zu beseitigende Leerwert des Parameters PLT war durch hohe
AuRentemperaturen umweltbedingt verursacht. Der Leerwert ist das einzige Kriterium, tber
das bakterielle Verunreinigungen erfasst werden koénnen. Konstant erhéhte
Thrombozytenzahlen im Leerwert sprechen flr eine bakterielle Verunreinigung der
Diluentlésung. Keimwachstum im Gerat selbst manifestiert sich eher durch einen instabilen
Plattchenhintergrund mit abwechselnd hohen und wieder niedrigen PLT-Leerwerten. Der
Hersteller empfiehlt die Aufbewahrung der Reagenzien bei 18 — 30°C Raumtemperatur und
den Verbrauch angebrochener Diluentbehélter innerhalb von 3 Wochen, um eine
Kontamination zu vermeiden. In dieser Studie wurde aul3erhalb der Messphasen nur ca. alle
4 — 6 Wochen ein neues Losungsmittelset bendtigt. Dennoch traten wahrend der Studie mit
einer Ausnahme (siehe Kap. 4.7.1) keine Probleme mit Keimwachstum auf. Streng
genommen mussten jedoch bei Anwendern mit geringem Probendurchsatz nicht verbrauchte
Reagenzien, vor allem Diluentlésung, nach 3 Wochen verworfen werden. Daher ist eine
Verbesserung der Haltbarkeit des Diluentreagenz bzw. eine langere offizielle Haltbarkeit
seitens des Herstellers anzustreben. Zur Problematik der begrenzten Reagenzienhaltbarkeit
siehe auch Kap. 5.2. Der Hamoglobinleerwert wird automatisch zwischen jeder Probe als
Referenz flr die folgende Messung ermittelt. Ursachen fiir hohe Hamoglobinleerwerte
kénnen zum Beispiel eine schlechte Photometerlampe oder eine zuvor frisch gereinigte
Kivette sein. Ersteres war einmalig der Fall, und die defekte Photozelle musste
ausgetauscht werden. Bei der zweiten innerhalb des Messjahres vorgekommenen Meldung
eines hohen HGB-Leerwertes blieb die Ursache unbekannt, konnte aber durch die Funktion
»+Adjust Photometer” erfolgreich behoben werden.
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Ein deutlich héherer Verbrauch an Lysereagenz im Verhaltnis zum Diluent wurde beobachtet
und kann damit erklart werden, dass die gemessene Anzahl an Blutproben pro Tag unter 50
lag und im Rahmen der Studie haufiger als eventuell notwendig Spllungsvorgange und
Leerwerte durchgefiihrt wurden, um die optimale Funktion des Gerates zu gewahrleisten
bzw. zu kontrollieren. Spulzyklen, wie sie bei Nichtgebrauch des Gerates alle 4 h
automatisch stattfinden, verbrauchen weniger Diluentreagenz als ein Messzyklus, d.h. die
2:1-Relation des Diluent-/Lysemittelverbrauchs verschiebt sich. Es wird im Verhaltnis mehr
Lysereagenz verbraucht. In Praxen ohne Wochenendbetrieb kann Losungsmittel gespart
werden, indem der Analyser Uber das Wochenende ausgeschaltet wird. Das Wegfallen der
automatischen Spllzyklen erhdht dann jedoch wiederum vor allem im Sommer die Gefahr
des Keimwachstums im Gerat. Des Weiteren flhrt die quadratische Form der
Losungsmittelbehalter dazu, dass auch nach der ,Leermeldung“ durch das Gerat stets ein
betrachtlicher Teil des Reagenz im Behalter tbrig bleibt, welches von den Aspirationssonden
nicht mehr erfasst werden kann. Winschenswert ware eine konisch zulaufende Form des
Innenbehalters. Dies wirde ebenfalls erheblich Reagenzienkosten einsparen, da die
Losungsmittelreste aufgrund von maoglicher bakterieller Kontamination nicht in neu geoffnete
Behalter geschittet werden durfen, sondern verworfen werden muissen. Die Ubersichtlich
gegliederten Handbuicher waren hilfreich und erlaubten die Problemlésung vor Ort durch
einen geschulten Anwender. Darlber hinaus bot der Hersteller einen prompten,
zuverlassigen und qualifizierten Service.
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5.7 Schlussbetrachtung

Unterzieht man die Ergebnisse der Prazisions- und Richtigkeitsanalyse einer gemeinsamen
abschliefenden Beurteilung, so bleibt festzuhalten, dass die Prazision des CA530-VET
insgesamt gesehen sehr gut ist und die Richtigkeit je nach angelegtem Mal} unterschiedlich
gut beurteilt werden muss.

Sowohl nach den Richtlinien der Bundeséarztekammer (BAK) als auch gemaR den von KLEE
(1990) formulierten Leistungszielen war die Prézision in der Serie sehr gut. Dasselbe galt fir
die Prazision der Doppelbestimmung, mit Ausnahme des Parameters Thrombozyten (PLT),
der bei Katze und Pferd die 7 % Grenze der BAK fiir maximal zuldssige Unprézision
Uberschritt. Die Prazision der Kontrollblutmessung war mit Ausnahme des Parameters PLT
bei niedriger Thrombozytenkonzentration ebenfalls sehr gut. Fur die Prazision der
Differenzierung existieren von Seiten der BAK (2001) und den von KLEE (1990)
aufgestellten Leistungszielen keine Vorgaben. Der Vergleich mit der Literatur ergab fur die
Prazision der maschinellen Leukozytendifferenzierung von Tierblut unter Ausnahme der
Granulozytenpopulation nur unzureichende Ergebnisse. Die wiederholten
Kontrollblutmessungen wiesen im Differentialblutbild eine gute Prazision auf.

Die Richtigkeit anhand der Richtlinie der BAK beurteilt, ergab im Gerétevergleich fur die
Parameter Leukozyten (WBC) von Hund und Pferd sowie Erythrozyten (RBC) beim Pferd ein
ausreichendes gutes Ergebnis. Wurden die um ein mehr als ein Zweifaches, flr
Thrombozyten sogar Dreifaches weiter gesteckten Grenzen fur die maximal erlaubte
Messabweichung von KLEE (1990) als Malstab verwendet, so konnte die Richtigkeit flr
nahezu alle angegebenen Parameter der Blutzellzdhlung, ausgenommen den Parameter
PLT bei Hund und Pferd, als ausreichend gut bezeichnet werden. Fir den Parameter
Hamatokrit (HKT) sind von KLEE (1990) keine Grenzen vorgegeben. Die ermittelten
Messabweichungen fir RBC und MCV liegen jedoch innerhalb der von KLEE (1990)
vorgegebenen maximal erlaubten Gesamtabweichung.

Im Vergleich des CA530-VET mit den manuellen Standardmethoden lag nach den
Forderungen der BAK (2001) nur der fiir das Pferd ermittelte HKT-Wert nahe genug am
Mikrohamatokritwert. Besonders mit dem Ergebnis der Hamatokritbestimmung des Hundes
muss vorsichtig umgegangen werden. Im Vergleich mit der manuellen Thrombozytenzahlung
bei Katze und Pferd schneidet das Gerat sowohl gemal BAK (2001) als auch nach KLEE
(1990) nicht ausreichend richtig ab.

Eine getrennte Auswertung des Methodenvergleichs nach KLEE (1990) flr subnormale,
normale und erhdhte Wertebereiche der Parameter WBC, RBC, HKT und PLT ergab im
Geratevergleich fur WBC der Tierart Katze zu hohe prozentuale Abweichungen im niedrigen
und normalen Wertebereich. Fir den Parameter RBC Uberschritten die prozentualen
Messdifferenzen im hohen Wertebereich bei allen 3 Tierarten den Grenzwert. Die HKT-
Ergebnisse wichen beim Hund Uber alle Wertebereiche mehr als erlaubt von den durch die
Mikrozentrifugation ermittelten Werten ab. Der Vergleich der ermittelten Thrombozytenzahlen
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mit den CELL-DYN-Ergebnissen bzw. den Werten der manuellen Zahlung erbrachte nur eine
unzureichende Richtigkeit. Ausnahmen waren die Tierarten Hund und Pferd im niedrigen
Wertebereich sowie fur alle 3 Tierarten Blutproben mit Thrombozytenzahlen unter
20 x 10%mm®.

Schwachstelle des Gerates ist neben der  Thrombozytenzahlung die
Leukozytendifferenzierung. Haufig war keine Differenzierung moglich oder nur eine
Differenzierung in 2 Populationen. Die Richtigkeit des Differentialblutbildes, Gberpruft anhand
einer manuellen Differenzierung, kann nur fir die Granulozytenpopulation als ausreichend
bezeichnet werden. Vor allem beim Hund zeigten sich hohe Abweichungen fir die
Lymphozytenpopulation. Die Richtigkeit der Midcellpopulation war ungentgend. Der Einsatz
als Screening-Instrument, welches in der taglichen Routine abnormale Falle zur manuellen
Differenzierung herausfiltert, kann sich somit lediglich auf das Erkennen einer Neutrophilie
beschranken.

Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass aufgrund vieler Unzulanglichkeiten (siehe Kap. 5.4.1
b) auch die Tauglichkeit der manuellen Differenzierung als Methode zur Uberpriifung der
Richtigkeit des maschinellen Differentialblutbildes in Frage gestellt werden kann. lhre
Bedeutung bei der Untersuchung qualitativer Zellmorphologie bleibt dabei unbestritten. Die
Zukunft der Qualitatskontrolle fur Differentialblutbilder wird dennoch der maschinellen
Differenzierung gehdren, genauer gesagt der Durchflusszytometrie und der Zellmarkierung
mit monoklonalen Antikérpern.

Im Umgang erwies sich das Gerat als zuverlassig, benutzerfreundlich und robust. Probleme
konnten in den meisten Fallen mit Hilfe der gut strukturierten und verstandlichen Handbuiicher
selbst gelést werden. Bei Markierung eines Parameters, welche mit der Messbarkeit der
Probe aus technischer Sicht und weniger mit dem Auftreten pathologischer
Zellen/Zellkomponenten zusammenhangt, ist eine Wiederholung der Messung zu empfehlen.
Die Ergebnisse bestandig markierter Parameter missen nicht zwingend falsch sein, sind
jedoch mit Vorsicht zu interpretieren und gegebenenfalls mit alternativen Methoden zu
verifizieren.

Unter der Berlcksichtigung, dass die angewandten Mal3stédbe zur Beurteilung der Prazision
und Richtigkeit des CAS530-VET ohne Modifizierung flr die Tiermedizin aus dem
humanmedizinischen Bereich Gbernommen wurden, kann das Gerat zusammenfassend zur
Blutzellzahlung in der veterindrmedizinischen Praxis als gut geeignet gewertet werden.
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