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Kontrolle mit Kontrollmaterialien

R. Spaethe, M. Ley, A. Lampart, S. Vavra
AHS Deutschiand GmbH; Merz + Dade AG, Schweiz

Zusammenfassung:

Es ist méglich, heute Kontrollmaterialien anzubieten, die soweit dem natiirlichen Material entsprechen, dal8
auch bei Zellzahlungen eine Uberwachung der Geréte und Reagenzsysteme méglich ist. Bei Leukozyten und
Thrombozyten bestehen bei der Messung mit verschiedenen Gerétetechniken und Gerétesystemen noch
Schwierigkeiten, die vor allem auf mangelnder Diskriminierung zwischen diesen beiden Zellen beruht. Zu
diesen Befunden tragen Reagenzsysteme und auch die MeBsysteme bei. Bei Qualitétskontrollprogrammen
und vor allem Ringversuchen muB dies berticksichtigt werden. Eine statistisch gemeinsame Auswertung aller
Geréte kann noch nicht befriedigen. Negative Effekte bei einem Gerit kénnen durch positive Effekte beim
anderen ausgeglichen werden. Untersuchungen iber 19 von uns verfolgte Sollwertermittlungen zeigen, da3
der Mittelwert sehr konstant sein kann. Verschiedene Gerdte weisen jedoch einen konstant (iber dem
Mittelwert oder unter dem Mittelwert liegenden Trend auf. Solche Trends werden durch die Mittelwertbil-
dung verwischt. Wir schlagen daher vor, auch in Zukunft Gerate- und Reagenzsysteme zunéchst getrennt
statistisch zu erfassen. Dies erleichtert die Fehlersuche und fihrt zur besseren Klarstellung der noch bestehen-

den Probleme.

Einleitung

Neben manuellen Zdhimethoden in geeichten Zahlkam--

mern werden heute mechanisierte Zahlgerate zur Zdhlung
von Zellen im Blut verwendet. Bei allen elektronischen
Blutkérperchenzéhigeriten stort eine Uberlappung zwi-
schen Rausch- und Signalimpulsen. Die Gerdte konnen
nicht die Ursache der Impulse messen, sondern sie kon-
nen nur Impulshéhen unterscheiden. Bevor die Impulse
an das Zahlwerk weitergegeben werden, erfolgt in einem
Diskriminator der Vergleich mit einer einstellbaren Refe-
renzspannung d. h.-dem Schwellenwert. Alle Impulse, die
kleiner als die Referenzspannung sind, werden unter-
drickt. Nur durch optimale Einstellung der Referenzspan-
nung (gleich Schwellenwert) kdonnen Rauschimpulse
verdrangt werden.

Um die Messung, die das Gerat an physiologischen
Proben durchfiihrt zu kontrollieren, sind Kontrollproben
notwendig. Ein Kontrollmaterial solite eine dem Unter-
suchungsgut moglichst dhnliche Beschaffenheit und Zu-
sammensetzung aufweisen. Nur dann ist gewahrleistet,
daB das Gesamtsystem einschlieBlich der benutzten
Reagenzien kontrollietbar wird.

Bei der Entwicklung von Kontrollmaterialien miissen fir
die einzelnen Zellarten bestimmte Voraussetzungen erfullt
sein. Die Zelle muf eine ausreichende Stabilitat haben,
damit dem Anwender eine mindestens 4wochige Benut-
zung gesichert wird. Eine Sollwertermittlung muR zeitlich
moglich sein, die Ergebnisse miissen auf die MeRergeb-
nisse der physiologischen -Proben iibertragbar sein. Die
MeRergebnisse sollten nicht von der verwendeten Me-
thode und dem Reagenz abhangen.

Leider lassen sich diese Voraussetzungen bisher weder
von der Gerateseite noch von seiten des Kontrolimaterials
erfiillen. Es ist unsere Erfahrung aus Feldversuchen mit
Kontrollblut, daB das Ergebnis der Zellzahlung stark ab-
hangt von der verwendeten Methodik. Neben der Pro-
benvorbereitung hat auch das verwendete Reagenz und
die verwendete Zahitechnik Einfluf auf das Ergebnis.

Das Verhalten von Zellen in einer Verdiinnungsfliissigkeit
ist oft zeitabhdngig. Verdiinnungsschritte bedeuten bei
teilmechanisierten Methoden ebenfalis Fehlerquellen. Bei

. teilmechanisierten Geraten mit Impulsbilddarstellungen

werden wiederum bessere Ergebnisse erzielt als bei teil-
mechanisierten Gerdten ohne Impulsbilddarstellung. Der
Grund fir diese Unterschiede kann in der festen Diskrimi-
natoreinstellung bei Geraten ohne Impulsbilddarstellung
gesehen werden.

Es ist bekannt, daR die Einstellung des Diskriminators
bei Kontrolimaterialien abhangig ist von der verwendeten
Zelle und dem verwendeten Suspensionsreagenz sowie
bei Leukozytenzdhlung auch von dem verwendeten
Hamolysereagenz. Alle diese Einfliisse missen bei der
Entwicklung eines Kontrollblutes und auch bei der Ermitt-
lung von Sollwerten bedacht werden. AuRerdem wird
durch die Zellzahlung und die Messung in den verschie-
denen Systemen auch direkt EinfluB auf die Erythrozyten-
quotienten genommen. Nur durch die Entwicklung eines
moglichst probendhnlichen Materials kénnen diese
Erythrozytenquotienten dem natirlichen Untersuchungs-
gut vergleichbar gemacht werden.

Erythrozyten-Kontrolle

Als Kontrollmaterialien sind bisher auBer vital konservier-
ten Erythrozyten auch stabilisierte Erythrozyten verwen-
det worden. Nur vitale Erythrozyten erlauben, neben der
reinen Zahltechnik auch die Reagenzien zu uberprifen
und gleichzeitig auch richtige Erythrozytenquotienten zu
bestimmen. Das MeRergebnis ist sehr oft abhdngig von
der normalen Semipermeabilitdit und der Verformbarkeit

- der Erythrozytenmembran. Durch Stabilisierung der

Membran ist zwar der reine Zahlvorgang der Erythrozyten
wenig beeinfluBt, der Hdmatokrit und das mittlere Zellvo-
lumen sind allerdings stark verandert. Die Impulsampli-
tude der Zahlgerate ist vom Zellvolumen und auch von
der Form und Verformbarkeit der Zellen beeinflufit.

Bereits die physiologische Zellalterung beeintrachtigt die
Verformbarkeit der Erythrozyten durch Membran-
schrumpfung und Wasserverlust. Junge und alte Erythro-
zyten zeigen unterschiedliche Membraneigenschaften.
Dies muR sich zwangslaufig auch auf das Kontrollmaterial
ibertragen, das von Spendern gewonnen wird. Da mit
Alterwerden von’ Kontroliblutprdparationen, auch von
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nicht fixierten Erythrozyten, eine wachsende Anzahl an
lteren Erythrozyten auftritt, wird der Hdmatokritwert ent-
sprechend durch Zellschrumpfung erniedrigt.

Die Zellen im Kontrolimaterial werden in einem Medium
aufgeschwemmt, das sowohl Substanzen enthilt, die fiir
die Erndhrung wichtig sind, als auch Substanzen, die eine
Klumpung der Zellen verhindern. Auerdem sind lonen
und Puffersysteme notwendig, die bei zunehmender Alte-
rung des Blutes eine starke Verénderung des pH verhin-
dern soll. Ein Abfallen des pH in den sauren Bereich
wird zur Volumenédnderung der Zelle flihren. Neben der
Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels muB auf das
osmotische Gleichgewicht im Medium geachtet werden.
Antibakterielle Mittel mussen zur Verhinderung von
Keimvermehrung beigegeben werden.

Bei der Entwicklung unseres Blutes (Merz + Dade) war
es das Ziel, gleiches Verhalten wie bei frischem Human-
blut zu erreichen, d.h. die Erythrozyten sollen nicht stabi-
lisiert sein. Damit soll eine bessere Ubereinstimmung der
Erythrozytenquotienten erreicht werden, und es solite
eine niedrige Hamolyserate vorliegen.

Abb. 1 zeigt Stabilitditsuntersuchungen von frischem
Humanblut, von M+D Kontroliblut und von einem Kon-
trollblut mit Glutaraldehyd-fixierten Erythrozyten. In der
Abbildung wurden die am Coulter ZF ermittelten MCV-
Werte und die am Coulter ZF aus Erythrozyten und MCV
errechneten Hamatokritwerte aufgezeichnet. Daneben
wurde zur Kontrolle der Hdmatokrit, der durch Zentrifuga-
tion gewonnen wurde und das errechnete MCV aus ge-
zahlten Erythrozyten und zentrifugiertem Hamatokrit an-
gegeben. Es zeigt sich, daR die Zahlergebnisse von fri-
schem Humanblut und Kontrollblut manuell und am
Coulter identische Verldufe zeigen. Zédhlergebnisse sind
innerhalb der verfolgten 8 Wochen mit allen Bluten aus-
gezeichnet.

Der zentrifugierte Hamatokrit (manuell) nimmt innerhalb
von 6 Wochen kontinuierlich leicht ab. Dies ist sicherlich
eine Funktion der zunachst ablaufenden Zellschrump-
fung. Ab der 7. Woche kommt es langsam zu einem An-
stieg des Hamatokritwertes, was nunmehr anzeigt, daf®

die Erythrozyten anschwellen. Es ist jedoch deutlich er-
kennbar, da beim M+ D-Kontrollblut zwar eine Tendenz
erkennbar ist, diese jedoch sehr gering ausgeprégt ist. Die
Verdnderungen im Hamatokrit spielen sich beim Kontroll-
blut zwischen Beginn und 7. Woche innerhalb von 42,5%
und 40% ab. Entsprechend gering fallen auch die Unter-
schiede im MCV aus. AuBerordentlich grof} ist der Unter-
schied, der mit fixierten Erythrozyten gefunden wird. Hier
sind sowoh! beim MCV als auch beim Hamatokrit zwi-
schen Coulter-Werten und manuellen Werten erhebliche
Unterschiede. Eine vergleichbare Reaktion zum frischen
Humanblut ist nicht mehr erkennbar.

Wihrend die vom Coulter ZF gemessenen MCV-Werte
noch darauf hinweisen, da die Zellen eine normale GroRe
haben, wird beim tber die Zellzahl und dem zentrifugier-
ten Hamatokrit errechneten MCV ein erniedrigter Wert
angegeben.

Wichtig fiir die ZellgroRe ist die Osmolalitit des Mediums,
in dem sich die Zellen befinden.

In Abb. 2 ist der Effekt der Osmolalitdt auf die MCV-
Stabilitdt gezeigt. Die Erythrozyten wurden in Kochsalz-
I6sungen verschiedener Osmolalitdt von 190 mosmol/kg
bis 900 mosmol/kg aufgeschwemmt. Es ist deutlich zu
sehen, daR die ZellgréBen durch Losungen verschiedener
Osmolalitat verdndert werden kénnen. Hypotone Lésun-
gen lassen die Zellen selbstverstandlich ebenso an-
schwellen wie hypertone zu einer Schrumpfung fiihren.
Dies ist bereits innerhalb von Stunden zu sehen. Wenn
Zellen tber langere Zeit in einer hypotonen Salzldsung
gelassen werden, so schwellen sie zunichst, bis sie
schlieBlich hamolysieren. Rote Zellen verwenden einen
grofRen Teil ihrer Energie darauf, die intrazelluldre Natri-
um- und Kaliumkonzentration (ber die Natriumpumpe
oder die Natrium-Kalium-ATPase zu erhalten. Wenn die
Zelle zu wenig Energie aufnimmt und der ATP-Gehalt
absinkt, schwillt die Zelle und wird lysiert. Daher muR die
Osmolalitdt unter isotonischen Bedingungen aufrecht-
erhalten werden, damit die Zelle wenig Energie ver-
schwenden muR. Die Osmoilalitat darf nicht nur mit Natri-
umchloridlésung erhalten werden, da in dieser die Stabili-
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Abb. 1: Stabilititsuntersuchungen von MCV und HKt verschiedener Blute
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Abb.2: Effekt der Osmolalitit auf das MCV
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tét der Zellen nicht sehr lange gesichert ist. Man verwen-
det daher verschiedene Zucker, die nicht in die Zelle
eindringen kénnen und die Balance zwischen zellinter-
nem und zellduRerem Wassergehalt erhalten. Diese Ba-
lance ist nicht mit Monosacchariden alleine zu erhalten,
da diese in die Zelle transportiert werden. Dies kann zur
Zellschwellung und Hamolyse fiihren.

Die Aufrechterhaltung eines stabilen MCV-Wertes uber
die Lebenszeit einer Zelle gewéhrleistet auch einen stabi-
len Hamatokritwert. Um die Zelle (iber eine gewisse Zeit
lebend zu erhalten, miissen Stoffe zugegeben werden,
die die Zell-ATP- und die 2,3-Diphosphoglyzeratspiegel
aufrechterhalten.

Die Ergebnisse mit unseren Kontrollbluterythrozyten
zeigen, dal Uber eine lange Zeit €ine gute Stabilitdt des
MCV und auch der Hamatokritwerte zu erreichen ist.

Diese Praparation der Zellen bewirkt auch eine niedrige
Hamolyserate (Abb. 3).

Leukozyten

Menschliche Granulozyten konnen bisher nicht prapariert
werden, sondern miissen durch Phantome simuliert wer-
den. Fir die Leukozytenzdhlung stehen neben Latexparti-
keln, die allerdings am weitesten vom naturlichen Mate-
rial entfernt sind, kernhaltige Vogelerythrozyten und
fixierte menschliche Erythrozyten zur Verfligung. Bei der
Zahlung der Leukozyten ist besonders wichtig, Kennt-
nisse Uber das verwendete Reagenz zu haben. Alle
Methoden zur Leukozytenzahlung benotigen hamolysie-
rende Reagenzien zur Eliminierung der Erythrozyten.
Durch die Lysereagenzien werden allerdings nicht nur
selektiv die Membranen der Erythrozyten beeinflufit.
Auch die Leukozytenmembran und die Membran fixierter
Erythrozyten bzw. die Membran von Vogelerythrozyten
werden in ihrer Permeabilitdt verandert. Einige Lyserea-
genzien zerstoren den menschlichen Leukozyten bis auf
den Zellkern, der schlieRlich gezahlt wird. Dieser hat da-
mit andere GréRenverhéltnisse als der natirliche Leukozyt
und erreicht oft die GroRe von groRen Thrombozyten, so
daR hier Interaktionen beim Zahlvorgang moglich wer-
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den. Richtige Zihlergebnisse kénnen nur dann erreicht
werden, wenn die Schwellenwerteinstellung des Gerétes
auch die spezifischen Unterschiede der Leukozytenphan-
tome gegendber den natirlichen Leukozyten beriicksich-
tigt. Viele Reagenzsysteme erfiillen die Forderung, daR
native Leukozyten und Leukozytenphantome etwa
gleiche Schwellenwerteinstellungen haben.

Einen Vergleich der Impulshdéhenverteilung von Human-
leukozyten und fixierten Hihnererythrozyten gemessen
am Coulter ZF zeigt Abb. 4. Die Vergleichbarkeit erscheint
recht gut. In unserem M+D-Kontrollblut haben wir
ebenfalls Hihnererythrozyten als Leukozytenphantome
eingesetzt. )

Thrombozyten

Die groRten Schwierigkeiten bei der Kontrollprobenher-
stellung machen nach wie vor die leicht verletzlichen
Blutplattchen. Meist werden daher Latexpartikel fir die
Plattchenmessung herangezogen. Dies kann jedoch keine
befriedigende Losung sein. Latexpartikel zeigen im allge-
meinen nicht die gleiche Verteilung wie menschliche
Thrombozyten. Die folgenden Verteilungskurven und

Diskriminatorgrenzwerte (Abb.5, 63, b) von Latexparti-
keln, Frischblut und Kontrollblut weisen auf die Unter-
schiede hin, die auch zu verdnderten Ergebnissen bei der
Zellzahlung fibhren koénnen. Ein Vergleich zwischen
Thrombozyten in frischem Blut und Kontrollblut weist
ebenfalls gute Vergleichbarkeit auf. Das Impulsspektrum
ist bei Thrombozyten nach Stabilisierung etwas kleiner
als bei nativen Plattchen. Die Abgrenzung gegeniber
Rauschimpulsen im Gerat wird bei der Thrombozytenzih-
lung oft auch durch mitgezahite Zellfragmente (bei nicht
voller Lysierung der Erythrozyten) erheblich erschwert.
Weitere Schwierigkeiten entstehen durch Aggregationen
auch von praparierten Thrombozyten an Glaswanden und
anderen Zellen.

Qualitatskontrolle

Um den Einsatz des M+D-Kontrollblutes bei der Quali-
tatskontrolle zu Gberprifen, wurden Feldversuche durch-
gefihrt.

Abb. 7 zeigt Zielwerte des Kontrollblutes mit Thrombozy-
ten. Gewahlt wurde ein Kontrollblut, das eine Kontrolle
in drei unterschiedlichen  Bereichen niedrig-
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pathologisch, normal und hochpathologisch erlaubt. Die
Wichtigkeit einer 3-Bereichskontrolle zeigt die Abb. 8.
Bei Linearitdtsuntersuchungen an verschiedenen Geriten
mit verschiedenen Zellen konnte gefunden werden, daR
sehr viele Gerate nicht linear Giber den gesamten MeRbe-
reich messen. Die Prézision der Bestimmung mit Kontroll-
blut plus von Tag zu Tag uber 5 Tage, gemessen mit zwei
unterschiedlichen Methoden, ist sehr gut (Tab. 1).

In Tab. 2 ist die Langzeitstabilitat Gber 3 Monate auf-
gezeichnet. Es zeigt sich deutlich, daB beim benutzten
MeRBprinzip gute Ergebnisse iiber eine lange Zeit erreicht
werden kénnen. Dies wird auch durch eine Qualitatskon-
trolluntersuchung Uber 67 Tage am Coulter Counter S
Plus sichtbar (Tab. 3). Nach diesen zusammenfassenden
Untersuchungen in unserem Hause wurden Feldversuche
durchgefiihrt. Diese Feldversuche sollen die Brauchbar-
keit des Kontrollblutes an verschiedenen Gerdte- und
Reagenziensystemen nachweisen. Es sollen dabei aller-
dings auch Schwierigkeiten aufgedeckt werden.

1. Erythrozyten

Abb.9 zeigt den Feldversuch Erythrozyten and den ver-
schiedenen Geratesystemen mit Kontrollblut Plus. Inner-
halb eines Labors wurden dabei sehr gute Variationsko-
effizienten erreicht. Von Geratetyp zu Geratetyp werden
allerdings unterschiedliche Prazisionen deutlich. Der
Gesamtvariationskoeffizient ist bei den Erythrozyten al-
lerdings noch brauchbar.

2. Leukozyten

Abb.10 zeigt die Zusammenfassung des Feldversuches
Leukozyten. Die Einzelwerte wiesen jedoch auf groRere
Schwierigkeiten hin. Zur Summenbildung des Gesamt-
wertes wurden verschiedene Testergebnisse eliminiert.
Bei den eliminierten Werten handelt es sich im wesentli-
chen um Ergebnisse erstellt mit optischen Systemen. Hier
ist offensichtlich eine Diskriminierung zwischen Leuko-
zyten und Thrombozyten nicht immer gewahrleistet.
Am Hamalog 8 werden im getateeigenen System die
menschlichen Leukozyten bis auf den Leukozytenkern
lysiert. Es kann daher zu einer Uberlappung mit groRen
Thrombozyten kommen, die offensichtlich bei schlechter
Kalibrierung bei den Leukozyten mitgezahlt wurden.
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Abb. 9: Feldversuch Erythrozyten mit Control Blood Plus an ver-
schiedenen Geréten
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Laborwerte REC x 10'2/1
’
s 4 /
/ /
— e o — Lab. Nx. 8 ' // /
st —-——- = Lab. Nr. 18 / /
—— T Lab. N 30 /
i
/ (J
4 /,
/ ’
/
//’
3+ 4
7, I/
2/
//
2+ // /
V4
/ y/ /
/w4
1 vl
1 / y '/
s
g 7
/ N + ! + +
[ 1 2 3 4 * ¢

RBC x 10'2/1 Mittelwerte

Abb. 8: Linearitét der Erythrozytenanzahldichte (RBC) gemessen
mit verschiedenen Geréten

8
s
a

geren
B

g
-
a

" B = Coutter Counter S Plus (n = 4), G = halbautomatischer Coulter Counter (n = 2);
C = Tochnicon Homalog 6000 (n = 3); O = Sysmex TOA CC-800 (n = 1):
€ = Contraves 8016/1000 (n = 2),

Abb. 10: Feldversuch Leukozyten mit Control Blood Plus an
verschiedenen Geréten
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3. Thrombozyten

Abb.11 zeigt die Zusammenfassung des Feldversuches
Thrombozyten. Hier sind die Variationskoeffizienten am
groRten. Wiederum sind optische Systeme mit dem hoch-
sten Varianzien behaftet. Das Histogramm in Abb.12
weist 2 unterschiedliche Populationen auf, die sich um
so mehr herausbilden, je hoher die Thrombozytenzahlen
werden. Schwierigkeiten bestehen oft bei der Diskrimina-
toreinstellung der optischen Systeme, was die Ergebnisse
erkldaren konnte. Da beim WBC-Reagenz nur noch die
nackten Zellkerne mikroskopisch zu erkennen waren,
wurde beim Humanblut die Schwelle viel tiefer eingestelit
als beim Kontroliblut. Erst bei der Einstellung der WBC-
Schwelle auf die mit dem Kontrollblut erhailtene konnten
bessere Ergebnisse bei Leukozyten und auch Thrombozy-
ten erreicht werden. Bei normaler Schwelleneinstellung
wurden vermehrt Thrombozyten bei den Leukozyten mit-

Diskussion

ERBer: Es fallt bei der Auflistung doch auf, daB ein Labora-
torium bzw. ein Gerat oder eine Geréateart in jedem Fall
Gber die drei hier untersuchten Konzentrationsbereiche
gleichartig verschoben ist.

Spaethe: Ja, manchmal ist es auch der gleiche Geratetyp,
der einmal hohe und einmal niedrige Werte ergab. Dies
war ganz eindeutig abhéngig von der Kalibrierung dieses
Gerétes. Dies habe ich mit den Kalibrierungskurven ge-
zeigt. Einzelne Gerate sind unterschiedlich kalibriert und
messen unterschiedlich linear. Es gibt Gerdte, die im un-
teren und mittleren Bereich gut messen und im oberen
Bereich schlecht und umgeketirt.

Thom: Ich finde es liberhaupt erstaunlich, da® im throm-
bopenischen Bereich die Ubereinstimmung hervorragend
ist. Wie ist das zu erkldren?

Spaethe: Ich kann es |lhnen auch nicht beantworten.
Einige Labors, die herausfallen, haben eine sehr grofle
Varianz. Aber insgesamt liegen die Werte in diesem Be-
reich seht gut. Wichtig ist sicherlich auch die Qualitat des
Kontrollblutes. Bei niedrigen Thrombozytenzahlen
kommt es weniger zur Aggregation der Zellen. Bei guter
Verteilung konnen-sie gut gezahlt werden. Wir konnten
vielleicht in der Kontrollprobe nur einen Bereich von z.B.
40—-75000 angeben. Dies ware besser als die Angabe
nur eines Mittelwertes:- Aber der Anwender will einen
Sollwert haben. Der Anwender kalibriert im allgemeinen
sein Gerdt mit Kontroliblut. Er méchte eine méglichst un-
problematische Qualitdtskontrolle haben. Man ist nach
meiner Ansicht in der Himatologie bisher nicht problem-
bewuBt.

Jakschik: Wir sollten bei der Qualitdtskontrolle uns doch
daran gewé6hnen, den VK nicht anzugeben, sondern wenn
den VK, dann den mit einem entsprechenden Vertrauens-
niveau, d.h. entweder den 1-Sigma-Wert, dann haben
wir 68% Vertrauensniveau, d.h. mit anderen Worten 33%
kann auBerhalb dieses Bereiches liegen; dessen ist sich
der Anwender oft nicht bewuf3t.

Spaethe: Wir geben nicht den Prozent-Vertrauensbereich
an.

Jakschik: Aber welchen Bereich geben Sie dann an, ge-
ben Sie dann den entsprechenden 95%-Bereich an?

Spaethe: Ja, den 95%-Bereich. Aber leider miissen wir
immer den Mittelwert angeben, ich straube mich selbst

gemessen. 'Diese Unterschiede an verschiedenen Geriten
mussen bei der Qualitatskontrolle der Zellzihlungen be-
riicksichtigt werden.

Hamatokrit, Hdmoglobin

Hamoglobin und Hamatokrit machen bei dem Kontroll-
blut Plus keinerlei Schwierigkeiten. Dies ist darauf zu-
rickzufiihren, daR im Kontrollblut Plus keine fixierten Ery-
throzyten benutzt werden. Der Feldversuch zeigt, da die
im Entwicklungslabor anfangs gezeigten Befunde auch
auf die Routine tibertragbar sind.
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dagegen. Dieses Mittelwertdenken kommt aus der An-
fangsphase der Qualitatskontrolle, als immer diese Schei-
ben gezeigt wurden, in deren Mitte man schiefen muRte.
Viele Versuche haben gezeigt, daB, wenn Sie beim glei-
chen Labor Werte wiederholen, deren Mittelwerte einmal
niedriger und einmal hoher liegen. Fir mich ist es immer
verdachtig, wenn ein Labor mir einen Variationskoeffi-
zienten unter 1% liefert. Es ist klar, was dieses Labor
macht. Es werden viele Messungen durchgefiihrt, dann
sucht man sich einen Mittelwert und gibt die Werte an,
die diesem Mittelwert am nachsten liegen. Alle anderen
Werte werden gestrichen. Daher stimmen auch viele An-
gaben iber die Streuung nicht.

Weber: Sie haben vorhin ein Dia gezeigt, in dem Sie
Linearitaten von 3 verschiedenen Bluten im Thrombozy-
tenbereich oder an drei verschiedenen Gerdten gezeigt
haben. Diese Kurven machen auf mich einen ganz be-
stimmten Eindruck. Es sieht so aus, als ware auf einen
bestimmten Wert hin kalibriert worden und der Bediener
hétte vergessen, darauf zu achten, daR er die Diskrimina-
torschwelle richtig einstellen muB, da diese Kurven zwar
linear sind, aber nicht durch den Nullpunkt gehen. Der
Bediener sollte sich dariiber bewuBt werden, daB er die
Kalibrierung in der Hamatologie nicht durchfihrt, indem
er einen Knopf einstellt, sondern daB eine genaue Diskri-
minatoreinstellung dazu gehort.

Kiihne: Ich habe dazu vielleicht noch einen Hinweis und
zwar: Wir verfolgen auch die Stabilitdt von Kontrollbluten
verschiedener Hersteller. Wir sind ja in der Lage, die Gro-
Renverteilungskurven direkt zu erstellen nach Beendi-
gung der Messung. Wir haben festgestellt, daB alle Blute
wiahrend der Laufzeiten einem ZerfallsprozeR unterlegen

- sind und dadurch auch rote Blutkorperchen untergehen.

Diese roten Blutkorperchen werden im optischen System
als Thrombozyten gemessen und vielleicht lassen sich da
einige Dinge der Nichtlinearitat erklaren.

Dieser ZerfallsprozeR beginnt bei einigen Chargen sofort.
Gerade bei Kontrollbluten im hohen pathologischen Be-
reich, also bei Erythrozytenmengen tber 5 Mio., tritt es
schon nach dem ersten Tag auf. Wir finden also in den

. letzten Tagen zum Beispiel bis zu 60000 Thrombozyten.

Auch wenn diese jetzt als Thrombozyten mitge;éihlt
werden, muR man natiirlich erwarten, dal man bei den
Thrombozyten entsprechend hohe Artefakte findet.
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Spaethe: Dann spielte dies woh! medizinisch keine Rolle
mehr.

Aber bei den 50000 Thrombozyten sind die Ergebnisse
eher relativ glinstig gewesen.

Kihne: Da haben Sie auch nur 2 Millionen Erythrozyten.

Jakschik: Gilt das fir alle Hersteller?

Kihne: Es gilt {iir alle Hersteller. Wir nehmen an, da® es
ein Abbau der Erythrozyten ist und im Thrombozytenkanal
zahlen diese durch den Kalibrationsfaktor natirlich ent-
sprechend auch um das Fiinffache.

Spaethe: Dies haben wir eigentlich weniger gefunden,
wenn man die Diskriminatoreinstellung sauber gemacht
hat. Wir haben neben den von thnen beschriebenen Ef-
fekten eher Interaktionen zwischen den Leukozyten so-
wie den Vogelerythrozyten und Thrombozyten gefunden,
weil diese sehr nahe beieinander liegen. Aber Sie haben
vollig recht, daR am Anfang, und zwar in den ersten 5 bis
6 Tagen nach der Produktion, die Erythrozyten z.B. sehr
stark abfallen, dann stabilisiert sich das.

Die Sollwertermittlung diirfen wir erst beginnen ab dem
6. bzw. 7. Tag nach Produktion. Sie sollte spatestens in
14 Tagen erledigt sein. Dann haben wir noch 4 bis 5§
Wochen gute Ergebnisse. Aber es ist interessant, dal man
diese Unterschiede mit dem Impedanz-MeRprinzip nicht
so schnell sieht wie bei dem optischen MeBprinzip. Ich
weiB nicht woran das liegt.

Schneider: Es kommen ja mehr und mehr Gerate auf den
Markt, die Verteilungskurven darstellen. Keiner der An-
wender, also der Arzte, weil eigentlich mit der Vertei-
lungskurve und den daraus abgeleiteten Parametern me-
dizinisch etwas anzufangen. Aber ich glaube, gerade in
diesem Problembereich ist eine sehr wichtige Anwen-
dung dieser Kurven zu sehen. Wir haben das an einem
in Entwicklung begriffenen Blut sehr schon beobachten
kénnen was Herr Kiihne sagt, daR namlich Leukozyten
oder was es auch immer war, zerfielen und in irgendeiner
Thrombo- oder Erythrozytenpopulation wiedergefunden
wurden. Man konnte also die Dynamik dieses Zerfallspro-
zesses von Tag zu Tag verfolgen und hat hiermit eigentlich
wunderbare Kriterien auf der Hand zu sagen, dieses Kon-
trolimaterial ist in Ordnung oder es hat irgendein Zerset-
zungsprozeR stattgefunden.

Spaethe: Das gilt selbst fir das Blut, das Sie messen? Es
hat doch fixierte Zellen.

Schneider: Ja, selbstverstandlich.

Kiihne: Darf ich dazu kurz etwas sagen? Wir geben in
letzter Zeit fiir die Anwendung von Kontrollbluten an der
obersten Grenze 50000 Thrombozyten an, oberhalb die-
ser Grenze sieht man schon die pathologischen Verande-
rungen der Erythrozyten.

Spaethe: Das habe ich nicht richtig verstanden. Also
hoher als 50000 Thrombozyten?

Kihne: Hoéher als 50000 Thrombozytenartefakte. Wir

zédhlen ja Artefakte, und wenn die Zahl {iber 50000 an-

steigt, dann sehen Sie pathologische Veranderungen der

Erythrozytenkurve. Die Erythrozytenkurve wird deutlich

;chmaler. Deutlich sehen Sie auch doppelte und dreifache
artikel.

Schneider: Wie gehen diese 50000 in die Erythrozyten-
zdhlung ein? Die 50000 sind dann zerfallene Fragmente
der Erythrozyten.

Spaéthe: Diese 50000 zerfallenen Fragmente der Ery-
throzyten werden als Thrombozyten im Thrombokanal
gezahlt.
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Dann miiiten die Ergebnisse aber sehr viel schlechter
ausfallen.

Kihne: Sie gehen ja nur an die dritte Stelle bei den Ery-
throzyten ein.

Spaethe: Aber in dem Kontrollblut mit den ganz hohen
Thrombozytenzahlen sind ca. 7 Millionen Erythrozyten
enthalten. Dort ist der Effekt am deutlichsten, aber eben
auch nicht bei allen. Ich bin sehr davon Gberzeugt, da®
es auch wesentlich an der Kalibrierung der Einzelgerate
liegt. Wir haben lhre Geréte ebenfalls dabei. lhre neuen
Geréte haben alle richtig gemessen. Wir haben keine Aus-
reier gefunden.

Thom: Wie alt waren die Blutproben bei lthren Untersu-
chungen?

Spaethe: Sie sind etwa 14 Tage bis 3 Wochen nach der
Produktion versandt worden, sind also ziemlich frisch.

Thom: Also die Zellen waren schon 14 Tage alt und der
Versuch ging (iber wieviel Tage?

Spaethe: Er ging etwa 3 Tage.

Thom: Also war der Versuch praktisch in der 3. Woche
abgeschlossen.

Jakschik: Konnten Sie noch einmal den letzten Satz lhres
Vortrages wiederholen?

Spaethe: Verschiedene Gerate weisen jedoch einen kon-
stant (ber dem Mittelwert oder unter dem Mittelwert lie-
genden Trend auf. Dieser Trend wird durch die Mittel-
wertbildung verwischt.

Wir schlagen daher vor, auch in Zukunft Gerate- und
Reagenzsysteme zunachst getrennt statistisch zu erfas-
sen. Dies erleichtert die Fehlersuche und fiihrt zur besse-
ren Klarstellung der noch bestehenden Probleme.

Thom: Das ist richtig.

Spaethe: Zur Zeit gibt es nichts anderes und es ist ja auch
heute diskutiert worden, daB niemand den wahren Wert
kennt. Solange wir dann wirklich auf die demokratisch
richtigen Werte angewiesen sind, ist es dem Zufall Giberlas-
sen, welcher Mittelwert und Bereich angegeben wird. Je
nachdem wieviel Reagenzsysteme oder wieviel Geréte-
Reagenz-Systeme ich von der einen oder anderen Art
in meinen Mittelwert hineinrechne, bekomme ich einen
tieferen oder hoheren Wert.

Thom: Die marktbeherrschende Firma diktiert damit den
wahren Wert.

Jakschik: Man konnte natlrlich die Frage stellen, ob es
vielleicht bei dem TF-System moglich wiére, die Reagen-
zien bzw. das Verdiinnungsmittel zu wechseln.

Thom: Das kann man sehr leicht testen, das haben wir ja
mit den verschiedenen Reagenzien gemacht.

Spaethe: Aber es zeigte sich doch auch, daB die Diskrimi-
natorkurven unterschiedlich waren. Mit demselben Mate-
rial erreichen Sie unterschiedliche Diskriminatorkurven.

Jakschik: Ja, aber wir haben dann die Mdglichkeit, da
wir ja jederzeit die Volumenverteilungskurve haben, dann
die Integrationsgrenze entsprechend zu setzen. Man kann
auch Rickschlisse ziehen auf das, was im Leerwert ent-
halten ist, wobei wir natiirlich noch einmal Uber diesen
Leerwert diskutieren muiften. :

Thom: Aber bei den Routinegerdten haben wir diese
Moaglichkeit nicht.

Jakschik: Nur ware man dann wiederum in der Lage zu
sagen, daR dies der wahre Wert ist.




