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Die Erkennung der Monozyten im Differentialblutbild
mit unterschiedlicher Technik

The Monocytes: Their Recognition by Different Techniques

H. J. Avenarius, J. Deinhardt

Aus der Abteilung Himatologie-Onkologie (Dir.: Prof. Dr. H. Poliwoda) des Zentrums fiir Innere Medizin und Dermatologie der Medizi-

nischen Hochschule Hannover

Zusammenfassung:

Verglichen wurde die mikroskopische Untersuchung am handgefertigten Ausstrich, der noch immer géngigen
Standardmethode, mit der automatischen Differenzierung eines Spinnerausstrichs einschlieBlich individuel-
lem Review aller Monocyten (Microx 120), der Anfirbung und Auszéhlung Esterase-positiver Zellen im Aus-
strich, der Analyse mit den monoclonalen Antikérpern CD 14 und 45 mit dem EPICS Profile Il, dem Coulter ®
STKS und schlieBlich dem Coulter® MAXM.

Es hat sich gezeigt, da8 das Mikroskopieren eines handgefertigten Ausstrichs nicht als BeurteilungsmafBstab
gelten kann. Beim Vergleich der visuellen Differenzierung von Spinnerausstrichen (Microx 120) mit dem
MAXM zeigte sich eine Korrelation, die mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,742 bei einer Steige-
rung der Regressionsgeraden von 1,02 als befriedigend angesehen werden kann. Angesichts der grundsétzli-
chen Problematik einer Bestimmung der absoluten Monozytendichte im peripheren Blut wird das Ergebnis
auch der ,besten Zdhlmethode" stets nur in Verbindung mit dem Wissen des behandelnden Arztes dber den
klinischen Befund aussagekréftig sein.

Schliisselwérter:
Monozyten-Zdhlung — Methodik

Summary:

The microscopic results of differentiation of blood smears made by hand, as yet the most common method
in smaller laboratories, were compared with the automatical differentiation of a spined blood smear with in-
dividual control of all monocytes (Microx 120), the staining and counting of esterase-positive cells on a slide, -
the analysis by monoclonal antibodies CD 14 and 45 by EPICS Profile I, the Coulter® STKS, and finally the
Coulter® MAXM.

It was turned out that the differentiation of a hand-made slide is not a criterion for correct analysis. The com-
parison of the optical review of spined smears (Microx 120) with the MAXM showed a correlation r = 0,742
and a slope of 1,02 which may be regarded as satisfactory.

Facing the fundamental problem of recognising the density of monocytes in peripher blood, the result of
even any “best method” may only be considered as valid in conjunction with the doctor’s knowledge about

his patients particular situation.
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1._Einleitung

Wegen der natirlichen Polymorphie der Monozyten stellt
sich das Problem einer sicheren Erkennung schon im nor-
malen Blutausstrich. Begemann und Rastetter (1) bieten
in ihrem Atlas 15 unterschiedlich aussehende, jedoch als
normal zu differenzierende Abbildungen an. Alle anderen
Zellen des peripheren Blutausstriches werden allenfalls
mit 4 Abbildungen dargestelit. Jede Abbildung gibt Hilfe-
stellung fiir das Mikroskopieren. Dabei besteht kein Zwei-
fel daran, daB das, was unter dem Mikroskop zu sehen ist
- in eine Ebene gedrtickt und angefarbt — nicht dem Er-
scheinungsbild der -Zelle im dreidimensionalen Raum
entspricht. Dieses wechselt wahrend der Strémung im
Blut und bei der Inanspruchnahme der jeweils spezifi-
schen Funktion der Zelle. Auf dem Objekttriger haben
wir es immer mit Artefakten zu tun, die dadurch entste-
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hen, daR dreidimensionale Koérper in zwei Dimensionen
nicht abgebildet, sondern mehr oder weniger kréaftig ge-
driickt werden. Dennoch haben sich fir diese Artefakte
Begriffe finden lassen, die eine Zuordnung erlauben.

Aus historischen Griinden gilt die mikroskopische Diffe-
renzierung (bei guter Ausbildung in dieser Disziplin)
noch immer als Standard, an dem sich die immer zahlrei-
cher auf dem Markt erscheinenden teil- und vollautomati-
schen Differenziergerate zunachst messen lassen mis-
sen. Die Begriffe, die vom mikroskopischen Bild abstra-
hiert wurden, werden Ubernommen, auch wenn die je-
weilige Technik der Differenzierung eine andere Nomen-
klatur nahelegt. Beim Einsatz eines DurchfluRcytometers
werden- die Zellen immer haufiger nach dem Antikorper
benannt, mit dem sie positiv reagieren, wiederum aber
nicht, ohne einen erkldarenden Bezug zu den vertrauten
Zellbildern herzustellen.
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Weil unterschiedliche neue Techniken entwickelt wurden,
die miteinander und natiirlich mit der Mikroskopiertech-
nik konkurrieren, versucht man an der Verbindlichkeit der
herkémmlichen Begriffsbildung und Benennung festzu-
halten, ob auf die Dauer zurecht, muB} ernsthaft bezwei-
felt werden. DaR eine Verstindigung auch bei unter-
schiedlicher Technik Uberhaupt méglich ist, hdngt damit

zusammen, daBl die Analyse gleicher Blutproben mit un--

terschiedlichen Verfahren zumindest vergleichbare Vertei-
lungsmuster aller differenzierten Zellen zeigt. Die durch
die jeweilige Spezifitdt der Methode entstehenden Phé-
nomene bleiben unibersetzbar.

Dem weniger Gelibten féllt die Erkennung der Monozy-
ten wegen deren Polymorphie schwer. Bei Gelbten be-
tragt die Rate der Fehlzuordnung im Durchschnitt immer-
hin auch 9,1% (2). Wie steht es mit den automatisierten
Analysegeraten, denen ,Erfahrung” als Software schritt-
weise installiert wurde? Dieser Frage wurde von uns
nachgegangen. Insbesonders zielte die vorliegende Un-
tersuchung auf die Evaluation des neu auf dem Markt an-
gebotenen Coulter® MAXM im Vergleich zur mlkroskopl-
schen Untersuchung.

2. Methode

An 210 Blutproben, die nach Passage des Coulter® STKS
Monozytenwerte im Normbereich (3—14 %) zeigten, wur-
den parallel die im folgenden genannten Differenzie-
rungsverfahren durchgefihrt:

2.1. Mikroskopische Verfahren

2.11 Mit der Hand ausgestrichene Préparate wurden nach
Wright gefarbt, danach von 2 Mitarbeitern je 100 Zellen,
bei weniger als 5% Monozyten je 200 Zellen (statistische

Absicherung der Ergebnisse) differenziert. Zieht man den .

Bluttropfen auf dem liegenden Objekttrager hinter einem
Deckglas her uber das Feld, so kann es dazu -kommen,
daR die kleineren Zellen schlieflich iberwiegend in der
Mitte des Feldes, die gréRBeren, gerade auch die Monozy-
ten, dagegen am Rande liegen. Hier soll das Durchmu-
stern der Ausstriche in der ,Maénderform” einen gewis-
sen Ausgleich schaffen. Diese Ausstrichtechnik, die im ei-
genen Labor seit Jahren--nicht mehr eingesetzt wird,
wurde- hier gewahlt, weil die optimale ,Spinner-Aus-
strichtechnik” in der GbergroRen Zahl der Laboratorien
aus wirtschaftlichen Griinden noch nicht eingesetzt wer-
den kann. Wir suchten aber zunachst nach einem praX|s-
nahen Vergleich.

2.1.2 Zum Vergleich wurden Ausstriche mikroskopiert, bei
denen ein Blutstropfen auf einen Objekttrédger aufge-
bracht und kurz derartig zentrifugiert wurde, daf® bei ge-
nau eingesteliter Rotations- und Abbremsgeschwindig-
keit (,Spinner” von to spin = drehen, wirbeln) ein diin-
ner Ausstrich entsteht, auf dem die Zellen gleichmaRig in
einer Schicht verteilt sind und so nebeneinander liegen.
Gefarbt wurde mit einem Féarbeautomaten wiederum
nach Wright. .

Zur Auswertung der so angefertigten Ausstnche haben
wir das Gerat ,Microx 120” der Firma Omron’, das nach

dem Prinzip der Mustererkennung (,pattern recogni-"

tion”) arbeitet, eingesetzt. Die gefarbten Ausstriche wer-

? Vertrieb Fa. Assista, Wien

den in Kassetten gestellt, aus denen sich die Maschine je-
weils einen Ausstrich greift und dann — ohne daB jemand
dabei sein mufl - jeweils 300 Zellen differenziert. Die
technischen Einzelheiten dieser Differenziermethode kén-
nen hier ibergangen werden. Wichtig ist, daR die Koordi-
naten jeder differenzierten Zelle gespeichert werden, so
daB bei der Durchsicht der auf einem Bildschirm gezeig-
ten Ergebnisse (,review”) ein zweifelhafter Befund durch
Aufruf jeder einzelnen Zelle als Bild auf dem Monitor
noch einmal beurteilt werden kann. — Im Rahmen der
hier geschilderten Untersuchungen wurden alle Monozy-
ten und auch alle ,unklassifizierbaren” Zellen auf diese
Weise Uberpruift.

Die Verwendung des Microx 120 geschah nicht zum
Zwecke der Vergleichbarkeit etwa mit dem VCS-System,
sondern zur Optimierung — das heifit hier auch Vereinfa-
chung — der Mikroskopie am Spinnerausstrich. Die Pri-
fung der Wertigkeit des ,Pattern-recognition-Systems”
hétte keinesfalls die optische Kontrolle jedes Monozyten
und jeder unklassifizierten Zelle eingeschlossen.

Die Reproduzierbarkeit der Monozytenwerte bei diesem
Verfahren wurde derart geprift, daB die gleichen Ausstri-
che seitenvertauscht in die Kassette des Microx 120 ge-
stellt wurden und auf diese Weise zweimal differenziert
wurden (n = 29). Die Regressionsgrade folgt der Glei-
chung Monozyten 1 = 0,933* Monozyten 2 + 6,397, r =
0,891.

2.1.3 SchlieBlich wurden mikroskopisch noch an jeweils
200 Zellen eines Ausstrichs die Zellen gezéhlt, die eine
Positivitdt der a-Naphthylacetatesterase zeigten. Hierbei
handelt es sich um eine unspezifische Esterase, die bei
der zytochemischen Differenzierung leukdmischer Zellen
als Marker der monozytdren Differenzierung angesehen
wird.

Die Untersuchungen wurden an frisch gewonnenem
EDTA-Blut parallel innerhalb von maximal 90 Minuten
durchgefiihrt. Die luftgetrockneten Ausstriche wurden fir
60 Minuten in folgendes Inkubationsgemisch gestellt: 4
Tropfen 4% Pararosanilin (gel6st in 2 N HCI) + 4 Tropfen
4% Natriumnitrit (warig), nach 60 Sekunden mit 40 ml
Phosphatpuffer pH 7 vermischen, mit KH,PO, auf pH 6,5
einstellen. Zu dieser Lésung 10 mg a-Naphthylacetat (ge-
16st in 1 ml Aceton) geben und filtrieren. Abspllen in
Aqua dest., Lufttrocknen, Gegenférbung mit Hémalaun
5-10 Minuten in Leitungswasser blauen, an der Luft trock-
nen.

Die Esterase-Reaktion wurde-erst wahrend der Untersu-
chungsreihe zusatzlich eingefiihrt; sie beriicksichtigt bei
geringerer Probenzahl besonders héhere und niedrigere
Normbereiche.

2.2. Differenzierung mit der VCS-Technik

2.2.1 Der Coulter® STKS differenziert im DurchfluBverfah-
ren die Zellen nach Volumen (V), innerer Leitfahigkeit
(conductivity) und Streulichtverhalten nach Anregung
mit einem Laserstrahl (scatter light). Auch hier soll auf
technische Einzelheiten, die seit vielen Jahren bekannt
sind, verzichtet werden. Differenziert wurden jeweils etwa
8000 Leukozyten.

2.2.2 Nach dem gleichen Prinzip arbeitet auch der jingst
auf den Markt gekommene Coulter® MAXM, der eine ver-
einfachte Probenzufiihrung und eine leicht modifizierte
Erkennungs- und Steuerungs-Software. (,research
mode”) hat. Der ZelldurchfluR betrédgt wiederum etwas
(iber 8000 Leukozyten.
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2.3. Differenzierung mittels markierter spezifischer Anti-
kérper im Durchflu3zytometer

Mittels der Durchfluf3fluorimetrie wurden mit dem Geréat
EPICS Profile 112 an jeweils etwa 20000 Zellen die CD 14
(Markierung eines relativ spezifischen Monozytenantikor-
pers mit Phycoerythrin) und CD 45 (Pan-Leukozytenmar-
ker, markiert mit FITC)-positiven Zellen gezéhit (3).

Alle Untersuchungen wurden unmittelbar nach Eintreffen
im Labor begonnen und innerhalb von vier Stunden far
jeden Einzelfall vollstindig abgeschlossen, wobei die
Esterasefdrbung einerseits, die zeitweilige Haufung des
Probenanfalls andererseits die relativ lange Untersu-
chungsdauer erkléren.

Alle Gerite wurden entsprechend den Original-Vorschrif-
ten der Hersteller eingesetazt. .

Zum statistischen Vergleich wurde die standardisierte
Hauptkomponentenanalyse eingesetzt (4), bei der eine
Wertegruppe nicht vorgegeben, die andere damit vergli-
chen wird, vielmehr beide Gruppen gleichwertig in die
Rechnung eingehen.

3. Ergebnisse

Zunachst muR man von der oben geschilderten An-
nahme, der Handausstrich verteile die kernhaltigen Zel-
len immer so, dal3 die grofleren Zellen an den Rand ver-
schoben werden, abriicken. Beim Vergleich der Ergeb-
nisse der Handausstriche mit der Differenzierung am Mi-
crox 120, bei dem jeder Monozyt auf einem Spinneraus-
strich angesehen wurde (Abb. 1), zeigt sich, daB bei einer
relativ breiten Streuung die Steigung der Geraden deut-
lich unter 1 liegt, die Monozytenwerte — gezéhlt am Hand-
ausstrich ~ also eher hoher als auf dem Spinner-Aus-
strich liegen. Dieses Ergebnis zeigt auch die verglei-
chende Zéahlung von jeweils 400 Zellen am Hand- und
Spinnerausstrich am Mikroskop an einer kleinen Probe
(Abb. 2). Hier ist die Steigung zwar optimal, die Streuung
aber nicht vertretbar. .

Aus einer friiheren Untersuchung von Deinhardt (4) geht
hervor, da® beim Vergleich von je 200 gezdhlten Zellen
durch zwei medizinisch-technische Assistentinnen an
Spinner-Ausstrichen (Abb. 3) eine sehr viel bessere Kor-
relation der Monozytenzahlen erreicht wird. Bei diesem
Vergleich wurden allerdings auch Zellen im quantitativ
pathologischen Bereich erfaf3t. - ’

Eine morphologische Referenzmethode wére danach die
mikroskopische Differenzierung von Spinnerausstrichen,
wobei hier nur der Verglieich von jeweils 200 Zellen ge-
prift wurde.

Eine relativ einfache 'Methode, die Monozyten im Aus-
strich zu erkennen, ist die cytochemische Reaktion mit
Darstellung der a-Napthylacetatesterase. Die Schwierig-
keit bei dieser Methode liegt darin, daR die rostbraune
Farbe des Reaktionsproduktes im Einzelfall so schwach
ausfallen kann, daR eine sichere Zuordnung nicht még-
lich ist.

Auf kompliziertere, jedoch eindeutigere Weise lassen sich
Monozyten mit der DurchfluBcytometrie am Epics Profile
Il mit monoclonalen Antikérper nachweisen.

2 Coulter Electronics, Krefeld
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(n = 128)
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Der Vergleich der Monozytenzahlen von Microx 120, der
die Mikroskopierung der Spinnerausstriche reprasentiert
(Abb. 4), mit der Zahl der CD-14-markierten Zellen am
Profile zeigt eine deutliche Streuung der Werte beson-
ders im oberen Zahlbereich, wéhrend Esterase-positive
Zellen, die allerdings im mittleren Wertebereich nicht gut
reprasentiert sind, bei gleicher Steigerung der Regres-
sionsgraden mit den Werten des Omron Microx 120 bes-
ser korrelieren (Abb. 5).

Recht gut stimmen die Werte beim Vergleich des EPICS
Profile Il mit dem Coulter STKS, noch besser mit- dem
Coulter MAX {iberein (Abb. 6 und 7).

Geht man von den mikroskopierten Handausstrichen aus,
so ist die Ubereinstimmung mit dem STKS, MAXM, der
Esterase-Reaktion und dem Profile nicht befriedigend
(Abb. 8-11). ’

Die Ubereinstimmung zwischen Microx 120 und MAXM
ist — gemessen an der Steigung der Regressionsgeraden
— deutlich besser (Abb. 12).

4. Diskussion

Vergleichende Untersuchungen zwischen Differenzie-
rungsautomaten unterschiedlicher Hersteller wurden na-
turgemaB haufiger durchgefiihrt. Sie alle hier zu wirdi-
gen, ware fur den Kundigen eine Zumutung. Zu dem hier
erdrterten Problem haben jlingst Goossens et al. (5) auf-
grund eigener Untersuchungen Stellung genommen. Sie
sahen die engsten Beziehungen zu den Ergebnissen der
von ihnen angewendeten standardisierten Mikroskopier-
technik zur DurchfluBcytometrie nach Doppelmarkie-
rung®. Beide Verfahren zeigten auch eine gute Reprodu-
zierbarkeit der Werte bei der Wiederholung von jeweils 30
Analysen. :

Bei den eigenen Untersuchungen zeigt sich, dall der
Handausstrich far das Mikroskopieren zu einer sehr
wechselnden Verteilung der kernhaltigen Zellen flihtt, so
daR diese Methode nicht als Vergleichsstandard gelten
kann. Zuverldssigere Monozytenwerte sind an Spinner-
Ausstrichen zu gewinnen. .

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Grad der
Ubereinstimmung zu priifen, mit dem der neu einge-
fihrte MAXM der Firma Coulter im Vergleich zur Mikro-
skopischen Differenzierung erreicht.

Nachdem der Handausstrich fir das Mikroskop, der mit
Rucksichtnahme auf die landlaufige Praxis in den Labors
noch immer als MaRstab angesehen wird, nicht als Stan-
dard gelten kann, war an Spinner-Ausstriche bei der Aus-
wertung der.Untersuchung nur tGber den Microx 120 zu
kommen, der jeweils 300 Zellen differenziert, von denen
alle gefundenen Monocyten visuell Gberprift wurden.

Wenn man — der historischen Entwicklung folgend — da-
von ausgeht, da® die mikroskopische Untersuchung ei-
nes Spinner-Ausstrichs mit Differenzierung von 200 Zel-
len (um im praktikablen Bereich zu verbleiben) als Be-
zugs-Standard gilt, muB der neue MAXM in unserem Fall
mit den Ergebnissen des Microx 120 verglichen werden.
Im Vergleich zu anderen Methoden, die aufwendiger sind
(Esterase, Epics), ist die Korrelation vertretbar. -

Nach der Entwicklung der letzten Jahre, die eine zuneh-
mende Standardisierung der monoklonalen Antikorper

3 Hier mit dem FACScan der Fa. Becton Dickinson
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Abb. 12: Vergleich der Ergebnisse des Coulter MAXM mit den Er-
gebnissen.des Microx 120



gebracht haben, koénnte die durchfluRfluorimetrische
Messung mit markierten Antikérpern zum Bezugsstan-
dard fir andere Geréte werden. Dieses Verfahren selbst
wird in absehbarer Zeit nur in spezialisierten Laborato-
rien fiir besondere Fragestellungen, deren Lésung allein
diese Methode erlaubt, Verwendung finden, nicht aber
bei der Bewaltigung der Alltagsroutine. — Sehr wohl| aber
kann es im Vergleich die Mdglichkeiten der z. B. mit der
VCS-Technik arbeitenden Gerate prifen.

Auch wenn die Geréte mit der VCS-Technik, gemessen an
der Immunfluoreszenztechnik, die Monozyten gut erken-
nen, setzt ein relativ hoher Probenanfall aus wirtschaftli-
chen Erwdgungen den Einsatz derartiger Geréte voraus.
Im weiten Feld der alltaglichen Praxis wird das Mikrosko-
pieren (wohl auch an Handausstrichen) weiter verbreitet
bleiben, sofern man nicht die Risiken, die ein Versand der
Proben mit sich bringt, eingehen will. Hier ist es dann
wichtig zu wissen, in welchem Sicherheitsrahmen man
sich mit der optischen Differenzierung unter Bericksichti-
gung von Ubung und Erfahrung bewegt.

SchlieRlich aber muB sich der Arzt, der aus den Labor-
werten im Hinblick auf seinen Patienten Folgerungen zie-
hen will, darGber im klaren sein, daR die Kenntnis von
Referenzwerten zwar unabdingbar ist, Konsequenzen bei
geringen Uber- oder Unterschreitungen sich aber nur un-
ter Beriicksichtigung des klinischen Gesamtbefundes er-
geben diirfen. Fir die Monozyten bedirfen deutliche
Uberschreitungen der oberen Normgrenze einer visuel-
len Kontrolle, da hier — bei Wahrung der nichtoptischen
Kriterien der Monozyten — die Moglichkeit einer mali-
gnen Entartung dieser Zellen besteht.
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