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Blutbildanalysen am Cell Dyn 1600 unter besonderer
Berlcksichtigung des Probenvolumens
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cular View of the Sample Volume
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Zusammenfassung:

Mit Hilfe moderner Blutzellmel3geréte kann die zur Analyse bendtigte Probenmenge deutlich reduziert wer-
den. Von besonderem Vorteil ist die Verfiigbarkeit eines derartigen Gerétes in der Neonatologie und Padiatrie.
Das Blutzellmef3gerat Cell Dyn 1600 zeigt, da3 trotz des zur Blutbildanalyse bendtigten extrem niedrigen Pro-
benvolumens von 30 ul prazise Analysenwerte ermittelt werden kénnen. Anhand durchgefiihrter Prézisionen
in der Serie konnten wir darstellen, dal3 bei Bestimmungen verschiedener Parameter (Leukozyten, Erythrozy-
ten, Himoglobin, mittleres korpuskuldres Volumen, mittleres korpuskuldres Hémoglobin und Thrombozyten)
trotz unterschiedlicher Vollblutvorlage (80 ul resp. mehr als 1000 ul) keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Mittelwerten, den Standardabweichungen und den Variationskoeffizienten bestehen. Die Varia-
tionskoeffizienten lagen in allen Untersuchungen unter 10 %. Ein Vergleich zweier BlutzellmeBgeréte, die sich
in dem zur Analyse benétigten Ansaugvolumen (30 ul resp. 1000 wl Vollblut) unterscheiden, zeigte eine gute
Korrelation. Die Korrelationskoeffizienten, die aus einhundert Proben berechnet wurden, sind fir alle unter-
suchten Parameter groBer als 0,91. Der Methodenvergleich ergab signifikante Unterschiede bei der Messung
von Leukozyten, des MCV, der Thrombozyten und der MCH-Berechnung. Die mittlere prozentuale Abwei-
chung vom Mittelwert betrug jedoch maximal 2,4 %.

Schliisselwdrter:
Cell Dyn 1600 - Blutbildanalyse — minimales Probenvolumen — Evaluierung

Summary:

The sample volume required for the analysis can be considerably reduced by modern blood cell counters. It
is of particular advantage to have such an instrument available for the Neonatalogy and Pediatrics. The blood
cell counter, Cell-Dyn 1600, shows that precise analysis data can be determined from an extremely low vo-
lume (30 ul) of whole blood. From precision studies carried out in series, we could demonstrate that there
are no significant differences in spite of the large difference in whole blood required (80 n! and more than
1000 wl). The means, standard deviations, and coefficients of variations, when determining different parame-
ters (leucocytes, erythrocytes, hemoglobin, mean cell volume, mean cell hemoglobin and thrombocytes)
were all less than 10 %. An effective mixture of whole blood could be achieved with 80 ul of whole blood col-
lected in monovettes using a Vortexmixer. The comparison of two blood cell counters differing with regard to
the sample volume necessary for the analysis (30 ul resp. 1000 ! whole blood) showed a good correlation.
The correlation coefficient, calculated from 100 samples, are > 0.91 for all tested parameters. We saw a signi-
ficant difference in measurements of feucocytes, mean cell volume, thrombocytes and mean cell hemoglo-
bin. The mean difference in percent from the mean value was only less than 2.4 %.
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Einleitung

Die Diagnostik und Verlaufskontrolle mit Hilfe klinisch-
chemischer Labormethoden erfordert haufig die Ent-
nahme gréRerer Blutvolumina. Neben anderen Komplika-
tionen kénnen gehaufte Blutentnahmen im Verlauf eines
léngeren Krankenhausaufenthaltes zu einem Eingriff in
den Eisenhaushalt fiihren und eine bereits bestehende
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Anamie verstarken. Insbesondere betroffen sind Patien-
ten mit hypoplastischer Knochenmarkerkrankung, chroni-
scher Niereninsuffizienz, Eisenmangelanamie unter-
schiedlicher Genese, sowie intensivmedizinisch betreute
Patienten und Kinder.

Fir die Verlaufskontrolle des Blutbildes ist die Verwen-

dung eines BlutzelimeRgerites, das nur geringe Proben--
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-volumina bendétigt, von groRem Vorteil. Insbesondere in
der Padiatrie zwingt die schwierigere Blutentnahme und
das geringe Gesamtblutvolumen bei Neugeborenen und
. Kleinkindern zu einer restriktiven Blutentnahme. Bei Blut-
entnahme von Kleinkindern muf3te bisher bei Vorliegen
einer geringen Probenmenge eine Vorverdiinnung ange-
fertigt werden; die zu Verdinnungsfehlern fiihren kann.

Aufgrund rascher technischer Fortschritte ist es méglich
geworden, selbst aus einem minimalen Volumen von nur
30 wl Vollblut ohne Vorverdiinnung ein aus 15 Parametern
bestehendes.Blutbild anzufertigen (1). Ziel unserer Unter-
suchung war es zu zeigen, daR die automatisierte Erstel-
lung eines Blutbildes am Cell Dyn 1600 trotz Probenent-
nahme aus einer minimalen Vollblutvoriage von nur 80 ul
prazise Analysenwerte liefert.

Material und Methode

Material

Zur Probenbestimmung verwendeten wir zwei verschie-
dene GréRen von Kalium-EDTA beschichteten Monovet-
ten der Firma Sarstedt (Monovette, Sarstedt, Nim-
brecht). Eine ist durch ein Nennvolumen von 3,2 ml ge-
kennzeichnet {im folgenden als Monovette | bezeichnet),
eine zweite {Monovette Il) hat ein Nennvolumen von 1,3
ml (EDTA/ 1,3, Sarstedt, Nimbrecht). Bei Einhaltung des
Nennvolumens liegt eine EDTA-Konzentration von 1,2 bis
2,0 mg/ml Biut vor. Unter diesen Bedingungen betragt
die Verdiinnung durch fliissiges EDTA maximal 1% (An-
gaben des Herstellers). Die Menge des in Monovette |i
~ vorgelegten flissigen EDTA betragt etwa 18 ul. Lage-
rungsbedingt verdunstet hiufig das EDTA-L6sungsmittel,
ohne jedoch die gerinnungshemmende Wirkung des aus-
kristallisierten EDTA zu beeintréchtigen.

Zur morgendlichen Blutentnahme wurde eine 3,2-ml-Mo-
novette verwendet. Hieraus wurden spétestens drei Stun-
den (2) nach Entnahme unter vorausgehender finfmini-
tiger mechanischer Mischung 80 ul Voliblut entnommen
und in je eine Monovette Il pipettiert. Dieses Volumen
liegt weit unter dem in der Neonatologie gewéhnlich ent-
nommenen Volumen voi 150 bis 500 ul Blut. Mindestens
ein Milliliter Restblut verblieb in Monovette |.

Die Probenentnahme fiir die in den Tabellen 2 a—d mit ei-
nem Stern (*) markierten Prazisionen in der Serie er-
folgte direkt aus einer liegenden Kaniile bei einem gesun-
den Probanden. Die Blutentnahme wurde ohne Stauung
in eine Monovette | und in 20 Monovetten 1l (*) durchge-
fihrt. Im Anschlul wurden sie unter Verwendung eines
Vortex-Mischers (Janke & Kunkel, Staufen) gemischt und
30 Minuten bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Mes-
sung erfolgte nach erneuter dreiminitiger Mischung am
Vortex-Mischer.

Die MeRergebnisse von 100 am Cell Dyn 1600 {Unipath,
Wesel) gemessenen Vollblutproben (3,2-ml-Monovetten)
wurden nach 5- bis 10minitiger Uberkopfmischung mit
den Ergebnissen am Coulter S-Plus (Coulter Electronics
GmbH, Krefeld) korreliert.

Statistik

Die Methodenvergleiche wurden mit dem Regressions-
verfahren nach Passing und Bablok (3) ausgewertet. Die
Signifikanz von Mittelwertsunterschieden wurde mit Hilfe
des t-Tests nach Student fiir gepaarte Daten tberprift.

Tab. 1: Linearititsbereiche des Cell Dyn 1600

Leukozyten (WBC): 1-99 G/l
Erythrozyten (RBC): -7 T
Hamoglobin (HB): 25-240 g/l
mittleres korpus-

kulares Volumen (MCV): 50-200 fl

Héamatokrit (HK): 0,1-0,7 W

Thrombozyten (PTL): 10-999 G/
Methode

Alle Analysen wurden am Cell Dyn 1600 erstellt. Die von
uns berucksichtigten Analysenwerte lagen im vom Her-
steller angegebenen Linearitdtsbereich (Tab. 1).

Das pro Blutbildbestimmung benétigte Probenvolumen
betragt 30 u! Vollblut. Nach Probenentnahme wird die
Probe im Cell Dyn 1600 mit Diluent im Verhaltnis 1:250
verdiinnt und daraus die Zellzahl und das Zellvolumen
der Leukozyten, sowie in einem getrennten Kanal die Ha-
moglobinkonzentration bestimmt. Die Quantifizierung
der Erythrozyten- und Thrombozytenzahl erfolgt nach ei-
nem weiteren Verdiinnungsschritt auf 1:12500 in einem
dritten Kanal.

Die Zellzahlung der Leukozyten, Erythrozyten und Throm-
bozyten erfolgt unter Anwendung der Impedanzme-
thode. Das mittlere korpuskuldre Volumen (MCV) wird
aus der Erythrozytenverteilungskurve ermittelt. Das mitt-
lere korpuskuldre Hamoglobin (MCH) sowie der Hamato-
krit werden errechnet. Die Hdmoglobinmessung wird mit
Hilfe der Cyanmethdmoglobinmethode durchgefihrt.

Als Kontrolimaterial fir die Prazision von Tag zu Tag am
Cell Dyn 1600 verwendeten wir Para 12 (Streck Labarato-
ries Inc. Omaha, Nebraska, USA). Die Variationskoeffi-
zienten (VK) der von uns untersuchten Parameter im nie-
deren, mittleren und hohen Bereich lagen im Untersu-
chungszeitraum (n = 28 Tage) mit Ausnahme der Throm-

~ bozyten (Mittelwert der Thrombozyten 71 G/L, VK 5,9%)

unter 5%. Die Prazision von Tag zu Tag am Coulter S-Plus
lag unter Verwendung des Kontrollmaterials 4C-Plus (Fa.
Coulter) unter 2%. Hier ergab der VK der Thrombozyten-
bestimmung mit 9,3% einen deutlich héheren Wert (Mit-
telwert der Thrombozytenanzahl: 207 G/i).

Eine mit dem Kontrollblut 4C-Plus an beiden Geraten
durchgefiihrte Prazision in der Serie (n = 15) zeigte flr
alle von uns untersuchten Parameter einen VK unter 2%.
Lediglich ' die Prézision der Thrombozytenbestimmung
am Cell Dyn 1600 ergab einen Variationskoeffizienten gro-
Rer 2 (VK: 3,4%).

Ergebnisse

Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen sollen zei-
gen, daB es bei dem heutigen Stand der Technik méglich
ist, aus einer Vollblutvorlage von nur 80 ul ein préazises
Blutbild zu ermitteln.

Die Leukozytenmittelwerte, Standardabweichungen und

‘Variationskoeffizienten von Prézisionen in der Serie (4)

sind in Tabelle 2a aufgefiihrt. Als Probenmaterial verwen-
deten wir Blutproben, die eine Leukopenie, eine normale
Zellzah! und eine Leukozytose aufwiesen. Die Mittelwerte
der aus den Monovetten | gemessenen Blutproben liegen
in allen drei untersuchten Bereichen weniger als 10%
iber den aus Monovette |l ermitteiten Ergebnissen. Die
Prazisionsuntersuchungen mit der Monovette Il weisen
hohere Standardabweichungen und Variationskoeffizien-
ten auf.
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Tab. 2 (a-d): Prézisionsuntersuchungen verschiedener Blutbild-
parameter in der Serie. Angegeben sind Mittelwert (%), Standard-
abweichung (s), Variationskoeffizient (VK) und Anzahl der Pro-
benbestimmungen (n). Monovette | zeigt die Ergebnisse der Pro-
benentnahme aus 3,2 mi Sarstedt-Réhrchen mit mehr als 1 ml
Vollblutvorlage, Monovette Il die Probenentnshme aus 13 ml
Sarstedt-Réhrchen mit 80 ul Voliblutvorlage. Die Blutentnahme
direkt aus der Vene in Monovette Il ist mit einem (*) gekenn-
zeichnet.

2a) Leukozytenzahl

Monovette n X s VK
(Leukozyten G/I) (%)
| 20 5,4 0,1 1,6
I* 20 5,0 0,2 34
I 1 28 01 36
1} 1 2,7 0,1 4,1
| 19 22,9 04 15
" 19 22,6 0,6 38
2b) Erythrozytenzahl
Monovette n X s VK
(Erythrozyten T/1) (%)
| 20 5,06 0,04 0,8
> 20 5,13 0,07 1.3
1 18 3,39 0,08 2,2
1] 18 343 0,06 1,8
| 1 1,69 0,03 1,7
1] 1" 1,72 0,04 2,0
2c) Thrombozytenzahl
Monovette n X s VK
(Thrombozyten G/I) (%)
I 20 221 7.0 3,2
n* 20 213 8,0 3,5
| 18 120 6,0 4,8
1 18 116 7.0 56
1 1 84 3,0 33
0 " o8 3.0 41
N 18 20 2,0 8,7
] 18 19 2,0 9,7

2d) Hamoglobin, mittleres korpuskuldres Himoglobin, mittleres
korpuskulédres Volumen und Hamatokrit

Die Tabelle 2b zeigt Erythrozytenbestimmungen im Refe-
renz- und im erythrozytopenischen Bereich. Die Mittel-
werte der verglichenen Préazisionsuntersuchungen wei-
chen um weniger als 2% voneinander ab. Die Variations-
koeffizienten liegen aufgrund der geringen Standardab-
weichungen in allen Féllen unter 3%.

Die Ergebnisse der Prézisionsuntersuchungen zweier im
Referenzbereich liegender, sowie zweier thrombozytope-
nischer Patientenproben sind in Tabelle 2¢ aufgefiihrt.
Die gefundenen Mittelwerte der Messungen aus beiden
Monovetten differierten jeweils um weniger als 6 %. Trotz
des stark thrombozytopenischen Bereiches von 20 G/l la-
gen die Variationskoeffizienten der Thrombozytenmes-
sungen noch unter 10%.

Tabelle 2d zeigt die Ergebnisse der Prazisionen in der Se-
rie von Hamoglobin, mittlerem korpuskularem Hamoglo-
bin, mittlerem korpuskuldrem Volumen und Hamatokrit.
Bei den hier dargesteliten Ergebnissen lagen die Abwei-
chungen der verglichenen Mittelwerte unter 5%. In allen
Féllen lagen die Variationskoeffizienten unter 2,5% bei
Standardabweichungen kleiner oder gleich 2,0. Die Mit-
telwerte der MCV-Bestimmungen differierten bei der Ana-
lyse aus Monovette | im Vergleich zu Monovette |l um bis
zu 11 %.

Eine Darstellung der Korrelationskoeffizienten sowie der
Steigungen und der Achsenabschnitte der Regressions-
gleichungen verschiedener Blutbildparameter, die am
Cell Dyn 1600 (bendtigtes Ansaugvolumen von 30 ul) so-
wie am Coulter S-Plus (Ansaugvolumen von 1000 ul) ana-
lysiert wurden, zeigt Tabelle 3. Lediglich das mittlere kor-
puskuldre Hamoglobin ergab einen Korrelationskoeffi-
zienten, der unter 0,96 lag.

Der Achsenabstand bei Leukozyten, MCV und Thrombo-
zyten ist deutlich von 0 verschieden. Aus dem Vergleich
der Mittelwerte aus beiden Methoden ergaben sich signi-
fikante Unterschiede bei der Leukozyten-, MCV- und
Thrombozytenmessung, sowie bei der MCH-Berechnung.
Die mittlere prozentuale Abweichung der Mittelwerte der
Einzelmessungen lag jedoch fiir alle untersuchten Para-
meter zwischen —2,4% und + 1,8 %.

Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daR die Be-
stimmung von Blutbildern am Cell Dyn 1600 trotz mini-

“malem Volumen von 30 ul Vollblut aus einer extrem ge-

ringen Probenvorlage von nur 80 ul gute reproduzierbare

Monovette Parameter n * s VK Ergebnisse im Vergleich zur Entnahme aus Blutréhrchen
(%) mit mindestens 1 mi‘Blutvolumen liefert.

] Hb 20 157 0,2 1,0 '
> gy 20 160 0,2 1,2
[ Hb 1" 49 0,1 15 Tab. 3: Korrelationskoeffizienten (r), Steigung und Achsenab-
n (g/) 1" 50 0,1 2,0 schnitt der Regressionsgleichungen verschiedener Blutbildpara-
] MCH 20 310 0.2 0.6 meter und die mittleren prozentualen Abweichungen vom Mittel-
= (pa) 20 31'2 0’2 0'6 wert sind dargestellt. Korreliert wurden die Melergebnisse

P9 ’ 4 ‘ zweier BlutzellmeB3geréte miit unterschiedlichem Probenansaug-
| MCV 20 89 1,0 0,6 volumen (30 ul resp. 1000 ul). Signifikante Abweichungen der
1 (f1) 20 92 1,0 0,6 Mittelwerte (p <0,001) sind durch + gekennzeichnet.
| mcv 19 99 1.0 0,9 Parameter r  Steigung Achsen-  mittl. Abw.
I (fl) 19 109 1,0° 1,0 . abschnitt vom MW (%)
! McCv 6 102 1.0 05  [eukozyten +099 1,16 -1,20 1,8
" (i 6 107 20 21 Erythrozyten 1,03 -0,10 0,5
I HK 20 0.45 05 70  Hamoglobin 098 093 047 -0,2
li* (1) 20 0,47 07 14 Hamatokrit 098 1,00 —-0,47 -0,2

v ’ ! Mcv +0,96 1,07 -7,52 -09

| HK 1" 0,13 0.3 2,2 MCH +0,92 1,00 -0,70 -24
" (i 1 013 03 24 Thrombozyten  +0,98- 0,89 20,40 -0,6
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Trotz der Vorlage von 18 ul EDTA-Lésung in Monovette i
durch den Hersteller konnten wir keine Verdiinnungsef-
fekte nachweisen. Dies ist auf die lagerungsbedingte ra-
sche Verdunstung des zugegebenen EDTA-Lésungsmit-
" tels unter Zuriickbleiben von kristallinem EDTA zurlickzu-
flhren. Zur Vermeidung derartiger Verdinnungsfehler

empfiehlt sich_die Verwendung von pulverisiertem EDTA. |
Bei Blutentnahme aus der Vene direkt in die Monovetten’

Il (*) wichen die Ergebnisse nicht von denen im Ergeb-
nisteil beschriebenen ab.

Die Bestimmungen der Leukozytenzahl aus Monovette |l
ergeben niedrigere Werte als bei Entnahme aus Mono-
vette |. Dies kénnte verursacht sein durch Adhésion von
Leukozyten an der ,Fremdoberflache”. Aufgrund der bes-
seren Durchmischung in Monovette | kommt es zu einem
standigen ,Abwaschen” adhérierender Zellen.

Die von uns vorgelegte Probenmenge hatte keinen be-
deutenden EinfluB auf die Erythrozytenmessung. Die Dif-
ferenzen der Mittelwerte liegen unterhalb von 2%, so-
-wohl im Normalbereich als auch im erythrozytopeni-
schen Bereich. Abweichungen dieser GréRenordnung be-
sitzen jedoch bei der Erythrozytenzihlung keine klinische
Relevanz.

ErwartungsgemiB zeigen sich bei Betrachtung der
Thrombozytenwerte besonders mit zunehmender Throm-
bozytopenie steigende Variationskoeffizienten. Thrombo-
zyten sind meRtechnisch aufgrund ihrer geringen GroRRe
und ihrer Aggregationsneigung schwieriger zu ermitteln
und unterliegen in besonderem MaRe dem EinfluB von
Temperatur, Zeit und mechanischer lIrritation. Trotz dieser
zu berticksichtigenden Faktoren ergibt sich im medizi-
nisch besonders wichtigen Bereich der Thrombozytope-
nie eine sehr gute Ubereinstimmung der Mittelwerte, die
um weniger als 4% differiert.

Abgesehen vom mittleren korpuskuldren Volumen zeigen

die Prazisionsuntersuchungen des Hamoglobins, des "

mittleren korpuskuldaren Hamoglobins und des Hamato-
krits keine relevante Abhéangigkeit vom untersuchten Pro-
bénvolumen.

Die aus Monovette |l bestimmten Mittelwerte des MCV
sind jedoch deutlich héher als die entsprechenden Werte
aus den Vergleichsrohrchen. Zum Ausschiuf eines'mem-
brantoxischen Einflusses-des EDTA auf die Erythrozyten
fihrten wir in einer ergdnzenden Untersuchung EDTA-An-
reicherungen in Blutproben durch (Ergebnisse nicht auf-
gefihrt). Dabei zeigten sich nach viermaligem Umfiillen
einer nicht pathologischen Blutprobe von jeweils einer
3,2-mI-EDTA-Probenmonovette in eine weitere 3,2 ml
EDTA-Monovette und einer jeweils einstiindigen dazwi-
schenliegenden Inkubationszeit keine Anderungen des
MCYV. Die Ursache fiir die deutliche Volumenzunahme der
Erythrozyten bei Analyse aus Monovette Il scheint daher
nicht auf einem membrantoxischen Effekt des EDTA zu
beruhen und blieb letztlich unklar.
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Der Analysenvergleich zweier BlutzellmeRgerite, die zur
Messung ein Ansaugvolumen von 30 ul, respektive 1000
ul Vollblut bendtigen, ergab eine gute Korrelation der
MeRergebnisse. Der Korrelationskoeffizient des MCH (r =
0,92) ist niedriger als die Koeffizienten der {ibrigen Para-
meter. Der MCH-Wert (MCH = Hb-Konzentration/Anzahl|
der Erythrozyten) wird errechnet, so daR der von den Ub-
rigen Korrelationskoeffizienten abweichende Wert auf
eine statistische Fehlerfortpflanzung zuriickgefiihrt wer-
den kénnte.

Der bei Korrelation von Leukozyten, MCV und Thrombo-
zyten jeweils deutlich von 0 abweichende y-Achsenab-
stand ist Folge der Analytik an zwei unterschiedlichen
BlutzellmeRBgeraten und auf Kalibrationseinfliisse zuriick-
zufiihren. Die Leukozyten-, MCV- und Thrombozytenmes-
sung sowie die MCH-Berechnung zeigen signifikante Un-
terschiede der Mittelwerte. Die mittlere prozentuale Ab-
weichung vom Mittelwert ist jedoch bei allen von uns un-
tersuchten Parametern kleiner als 2,4 %.

Unsere Untersuchungen zeigen, da es durch die Verfiig-
barkeit moderner Blutbildanalysengerate moglich ist,
selbst bei Vorliegen sehr kleiner Probenvolumina prazise
MeRergebnisse zu erhalten. Unter Einhaltung der géngi-
gen praanalytischen Regeln tragt diese Moglichkeit dazu
bei, die vom Patienten entnommene Probenmenge deut-
lich zu verringern. Diese technische Option ist jedoch kei-
neswegs als Empfehlung zu verstehen, Analysen prinzi-
piell im Grenzbereich des Moglichen durchzufiihren (5).
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