
Die mechanische Leukozytendifferenzierung
am Cobas ArgOs-Hämatologie-Analyzer im Vergleich
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in coniparison with the Bayer Diagnostic Hl and llie Coulter STKS
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Zusammenfassung

Die mechanisierte Differenzierung der Leukozyten
in fünf Zellpopulationen am Cobas Argos 5 Diff
wurde in einer multizentrischen Studie evaluiert.
Das Untersuchungsmaterial unifaßte 245 Proben
aus hämatologischen Spezialabteilungeii mit einem
hohen Anteil neoplastischer und schwerer reaktiver
Veränderungen im Blutbild. Präzision und Richtig-
keit der Messung am Cobas Argos 5 Diff sowie die
Empfindlichkeit gegenüber Probenalterung wurden
bestimmt und erwiesen sich als zufriedenstellend.
Im Mittelpunkt der Evaluatioii stand die Eignung
des Systems für Screeninguntersuchungen. Dazu
wurden die Zuverlässigkeit in der Detektion abnor-
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mer Zellen im Blut und die Vergleichbarkeit mit den
Resultaten, der visuellen Differenzierung als Stan-
dardmethode ermittelt. Zu Vergleichszwecken er-
folgten entsprechende Untersuchungen für zwei
etablierte Geräte zur mechanisierten Erstellung von
Differentialblutbildern, Bayer Diagnostik Hl und
Coulter STKS. Hinsichtlich der Empfindlichkeit der
Warnhinweise, die auf abnorme Zellen im Blut hin-
weisen, und der Vergleiclibarkeit mit der mikrosko-
pischen Differenzierung bestanden keine wesentli-
chen Unterschiede zwischen dem Cobas Argos 5 DifT
und den Vergleichsgeräten. Blutproben, die trotz
eines deutlich erhöhten Anteils (mindestens 3%)
abnormer Leukozyten von einem System ohne adä-
quaten Waxnliiuweis ^ausgegeben wurden, wurden
detailliert analysiert. Ai^ch hinsichtlich der Häufig-
keit (am Cobas Argos 5 Di ff: 1,0 %) und Art solcher
fehlerhafter Kennzeichnungen erwies sich das
Argos-System gegenüber den. etablierten Geräten als
gleichwertig oder punktuell überlegen.

Schlüsselwörter

Blutbild - mechanisierte Leukozyt endifferenzierung
— Warnhinweis — Hämatologie-Analyzer-Evaluation

Summary

A multicenter study was performed to evaltiate the
quality of automated fivc-part leukocyte differcntial
counts at the blood cell counier Argos 5 Diff. For that
purpose we uscd 245 samples of specialized heinato-
logical departments; malignant or severe reactive
disorders of leukocytes were present in a high pro-
portion of the sarnples. Prccisitm, accuracy arid
sample stability of the measurcnient at the Argos 5
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Diff were incasured and foiind to he salisfactory. Our
examinations focused on thc nse of the Instrument
for scivcning purposes. Wedetermined the reliability
of thc dctcction of abtiorntal cells and compared thc
rcsulls of the immunen! with l hose of manual diffe-
rential eell counts.

Correspnnding analyses wer« done with thc Bayer
Diagnostie 111 nnd ihn CoiiJtcr STK8 bluod cell
('.ounters, whieh havc beeri used for automated leu-
koryte differential counting for some years. Regar-
ding the sensitivily oi flags indicating the presence of
abnormal cells in the blood there were no major dif-
fcrenres hetwccn the Argos 5 Diff and the other
Instruments; the same is true wilh respect to the
comparisons vvith manual differential cell counting.
Spccial analyses were done regarding the samples,
which were nicasured by an instrument without
appropriatc flag, although a significant propörtion
(minimum 3 %) of abnormal leukocytes was seen üi
the manual differential count. As far äs freqiiency (at
the Argos 5 Diff: 1.0%) and type of diese Instru-
ment errors are concerned, the Argos 5 Diff was
equal or slightly superior to the other blood cell
counters examiiied.

Key words

blood cell count — leukocyte differential couiit — flag
- blood cell couiiter evaluation

Einleitung

Für die mechanische Leukozytendifferenzierung ste-
hen nunmehr seit fast 20 Jahren Analysensysteme
zur Verfügung. Zur Unterscheidung der Leukozy-
tenpopulationen dienen dabei in verschiedenen
Gerätetypen unterschiedliche Methoden. Zum Ein-
satz kommen insbesondere Widers tan dsmessun gen
mit Gleich- und Wechselstrom, Absorptions- und
Streulichtinessungen sowie spezifische Lysen, zum
Teil kombiniert mit zelltypspezifischen zytochemi-
schen Reaktionen. Bei den zur Zeit auf dem Markt
etablierten Verfahren können lediglich die fünf nor-

Abkürzungen

ALY = Atypical Lyinphocytes
EDTA = Ethylencliamintetraessigsäiire
LIC = Large Iinmature Cells
LMNE = Lymphocyte Monocyte Neutrophil

Eosinophil

malerwo.ise im Blut vorkommenden Leukozytensub-
populationen — NeiiirophiK Lymphozyten.. Monoxy-
tcn, Kosiriophilc und Basophile — rjuontifiziert und
voneinander und von abnormen Zellen abgegrenzt
werden. Abnorme Zellen, daß heißt Zellen, die beim
Gesunden nicht oder nicht im peripheren Blut auf-
Irelen, lassen sieh mit diesen Verfahren nicht sicher
identifizieren und zählen; dies bleibt der visuellen
Differenzierung und gegebenenfalls weiterführenden
Untersuchungen vorbehalten. Im Rahmen der
mechanischen Differenzierung kann lediglich die
Anwesenheit einer solchen abnormen Zellpopulation
durch Ausgabe eines Warnhinweises (Flag) angezeigt
werden.

Die Evaluation eines Analysengerätes soll inulti-
zentrisch nach einem definierten Protokoll erfolgen.
Ein Protokoll für hämatologische Analysen Systeme
wurde von dem 1GSH (International Cornrnittee for
Standardization in Haematology) 1984 veröffent-
licht [1], ein ähnliches der Arbeitsgruppe Geräte-
valuierung der Deutschen Gesellschaft für Klinische
Chemie und der Gesellschaft für Laboratoriumsme-
dizin wird vorbereitet.

Diese Arbeit diente der Evaluation des Cobas
Argos 5 Diff der Firma Hoffmann La-Roche AG in
direktem \rergleich mit zwei seit Jahren eingeführten
Systemen zur mechanischen Leukozytendifferenzie-
rung, Bayer Diagnostic Hl und Coulter STECS.

Material und Methoden

Die Evaluationsuntersuchungen wurden im Juli und
August 1992 vorgenommen. Die Resultate bezüglich
der Meßgrößen des kleinen Blutbilds sind an ande-
rer Stelle [2] beschrieben; diese Arbeit beschränkt
sich auf die Darstellung der Evaluationsergebnisse
für das Differentialblutbild.

245 Blutproben von stationären Patienten der
Abteilung Hämatologie und Onkologie der Medizini-
schen Hochschule Hannover (158 Proben) und der
III. Medizinischen Klinik des Krankenhaus Berlin-
Buch (87 Proben) dienten als Untersuchungsmate-
rial. Bei der Mehrzahl der Patienten lag eine schwere
hämatologische Systemerkrankung oder eine nicht-
hämatologische Tumorerkrank u ng vor (Tabelle 1).
Da zahlreiche Patienten vor dem oder im Zeitraum
der Evaluation nach* aggressiven Therapieschemata
zur Tumorbekämpfung behandelt wurden, waren
durch die Grunderkrankung bedingte Veränderun-
gen des Differentialblutbilds in vielen Fällen durch
Effekte der antineoplastischen Therapie überlagert.

Die venösen Blutentnahmen wurden morgens vor-
genommen, die erste Messung erfolgte zwei Stunden
später. 2,7 ml-EDTA-Monovetten der Fa. Sarstedt,
Nürnbrecht, dienten als Probengefilße.
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Tabelle 1. Diagnosen bei den im Rahmen der Evaluation
untersuchten Patienten.

1. Anämien
- Eisenmangelanämie
- Sphärozytäre hämolytische Anämie

2. Panzytopenien
3. Myelodysplastisches Syndrom
4. Myeloproliferatives Syndrom

- Polyzythämia vera
- Chronische myeloische Leukämie
- Idiopathische Thrombozythämie

5. Leukämien
- Akute myeloische Leukämie (M1t M2, M4 Eo, M5)
- Akute lymphoblastische Leukämie
- Chronische lymphatische Leukämie
- Prolymphozyten-Leukämie

6. Lymphogranulomatose Hodgkin
7. Non Hodgkin-Lymphome (NHL)

- Burkitt-Lymphom
- Zentroblastisches NHL
- Zentroblastisch-zentrozytisches NHL

8. Gammopathien
- Plasmozytom
- Immunozytom

9. Solide Tumoren

Aus Hannover stammende Blutproben wurden
zunächst am Coulter STKS (Software l.D.l) sowie —
nach Transport in ein anderes Labor — am Cobas
Argos 5-DIFF und ani Bayer Diagnostic HI-System
untersucht. Die Proben wurden dann gekühlt (Ein-
lagenuig in Kühlgel) per Taxi und IC-Kurierdienst
nach Berlin-Buch befördert und dort etwa acht
Stunde]i nach der Blutentnahme an einem zweiten
Cobas Argos 5-DIFF und am Coulter STKS (Soft-
ware l.G.l) gemessen. Messungen und Transport
der Blutproben aus Berlin erfolgten in mngekehrter
Reihenfolge mit dem Unterschied, daß diese Proben
in Hannover nicht am Coulter STKS mit der Soft-
ware l.D.l untersucht wurden.

Geräte

Die drei verschiedenen Gerätesysteme, die im Rah-
men dieser Evaluation zur mechanisierten Differen-
zierung der Leukozyten eingesetzt wurden, unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Technologie:
1. Hl (PiOgramniversion. 1.3.2: Fa. Bayer Diagno-

stic. München)
Meßprinzip ist die zytochemische und zytometri-
sche Differenzierung in zwei Kanälen, dem Per-
oxidasekanal und dem Basophilen-/Kernseg-
mentierungskanal [3].

2. STKS (ProgrammVersionen l.D.l und l.G.l; Fa.
Coulter Electronics GmbH, Krefeld)

Die Differenzierung der Leukozyten erfolg! nach
dem VCS-Prinzip [4).

3. Cobas Argos 5 Diff (Programmvcrsioi 2.01; Fa.
Hoffmann-La Röche AG, Grenzach-Wy11 Icn)

Die Differenzierung der Leukozyten in fünf Popula-
tionen wird am Argos 5 Diff in zwei Kanälen durch-
gefühlt, dem sogenannten LMNE-Kanal und dem
Basolyse-Kanal. Dazu werden über ein Blutverteiler-
ventil" 25 der EDTA-Blutprobe in den LMNE-
Kanal geleitet und 15 ] in den Basolyse-Kanal. Im
LMNE-Kanal werden unter Hinzul'ügung des Rea-
genzes Eosinofix Plus®· (Propylenglykol 5%· For-
miat-Farbstoff 0,006%; NaCl 0,5%; Natriumlau-
rylsulfat 0,02%) die Erylihrozyten lysiert, die Leu-
kozyten stabilisiert und die Granula der eosionophi-
len Granulozyten seh warzgefärbt. Anschließend
werden in einem 'Flow-Zyiometer mit doppelter
hydrodynamischer Fokussierung (Reagenz Difton®:
Propylenglykol 5%; Tween 20 0,1 %; NaCl 0,27%;
Natriumazid 0,1%) zwei Meßsignale pro Leukozyt
abgenommen. Die erste Messung ist dabei eine
GleichstiOrn-Impedanzmessung. Sie liefert das Vblu-
nienmeßsignal. Mit der zweiten Messung wird die
optische Transmission der Leukozyten bestimmt. Sie
gibt Aufschluß über die innere Struktur der Leuko-
zyten. Durch die Schwarzfärbung der eosiniophilen
Granula haben diese die geringste optische Trans-
mission bzw. die höchste Absorption. Die Impcn-
danzmessung und die Messung der optischen Trans-
mission erfolgen im Abstand von 200 . Das Ergeb-
nis dieser Messungen ist die sogenannte LMNE-
Matrix. Sie beinhaltet Lymphozyten, Monozyten,
neutrophile Granulozyten und cosinophile Granulo-
zyten sowie zwei quantifizierte Populationen mit
Warnhinweisen (Flags) auf unreife Zellen myeloi-
scher Herkunft (LIC) und auf abnormale große lym-
phatische. Zellen (ALY). Der Anteil basophiler Gra-
nulozyten wird im Basolyse-Kanal mittels Gleich-
strom-Impedanzrnessung nach Lyse der Erythrozy-
ten und aller nichtbasophilen Leukozyten ermittelt.
Die Lysereaktion erfolgt mit dem Reagenz Basolyse®
(HC1 0,03%; Phtalsäure 0,09%; Natriumlaurylsul-
fat 0,02%; pH-Wert: 2,4 ±0,2) und thermischer
Unterstützung.

Neben den bereits erwähnten Warn h in weisen LIC
und ALY gibt es weitere, die Störungen der Funktion
des Meßsysteins signalisieren oder auf lagerungsbe-
dingte Veränderungen oder morphologische Beson-
derheiten der Probe hindeuten.

Präzision und Richtigkeit

Für die Ermittlung von Präzision und Richtigkeit
wurde Kontrollblut in drei Bereichen (A1BX 21 nor-
mal, abnormal hoch und abnormal niedrig; Fa. ABX
Hematologie, Montpellier, Frankreich) eingesetzt.
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7,ur Bestimmung der Präzision in <lf r Serie wurden
20 XNIoflerholuniismessimgen vorgenommen. Die
Ermi t t lung de.r Präzision zwischen den Serion
rrfolgir durch 10 Messungen an elf ITinersurltungs-
liigen in einem Zeitraum von 28 Tagen. Mit diesen
Messungen wurde ane.li die Richtigkeit anhand der
Abweichungen von den Sollwerten des Kontrollbluts
erfnßl.

Einflüsse durch Probenalterung

Der Einf luß der Probenalterung auf das Meßergcb-
nis wurde an 20 nirhisclckiierten Patienlenprobcn
imiersiieht. Die Proben wurden bei Zimmertempe-
ratur gelagert und jeweils 2. 8, 32, 56 und 80 Stun-
den nach der Blutentnahme gemessen.

Vergleichsmessungen

Im Nahmen der Verglcichsinessungen wurde zum
einen an 190 Patientenproben die Übereinstimmung
der beiden in dieser Evnlualion eingesetzten, unab-
hängig voneinander eingestellten Argos-Systeme
überprüft. Zum anderen wurden die Resultate aller
Ceriitesysterne mit der mikroskopischen Differenzie-
rung der Leukozyten als Standardmethode vergli-
chen.

Die Präparate für die mikroskopische Differenzie-
rung wurden mittels der Spinner-Ausstrichtechnik
hergestellt (Zentriftigalspinner Typ HEG SP 2 der
Fa. Omron, Vertrieb Fa. Assista, Wien). In solchen
Präparationen liegen die Zellen gleichmäßig verteilt
nebeneinander; eine Entmischung in Abhängigkeit
von der Zellgröße, wie sie bei manuellen Ausstrichen
vorkommen kann, wird nicht beobachtet [5]. Mit
einem Färbeautomaten erfolgte die Färbung nach
Wright. Bei den aus Hannover stammenden Proben
differenzierte eine MTA 400 Leukozyten in einem
oder — bei Leukopenie - in zwei Spinnerausstrichen.
Bei den Ausstrichen aus Berlin worden von zwei
MTA je 200 Zellen untersucht. In einer kleinen Zahl
von Proben mit ausgeprägter Leukopenie konnten
insgesamt nur 200 oder 100 Leukozyten differen-
ziert werden.

Zur Beurteilung der eingesetzten Gerätesysteme
wurden drei Fragestellungen analysiert:
1. Wie gut stimmt bei Proben, die vom Gerätesy-

stem ohne Warnhimveis gemessen wurden, die
Quantifizierung der Leukozytenpopulationen
mit der mikroskopischen Differenzierung über-
ein?

2. Wie zuverlässig ist das Geräte-System hinsichtlich
der Ausgabe von Warnhinwoisen bei pathologi-
schen Blutproben, die von ihm nicht sicher beur-
teilt werden können?

3. ßd welchen Veruti'Jm ingcn im mikroskopischen
Differenfittlbhitbild kommt e.s zn Fehlern in der
Kennzeichnung durch das Cerätesystem (beson-
ders xii falsch negativen Ergebnisse n im Sinne
fehlender Warn hinweise)?

Im Rahmen dieser Evaluatiori wurden alle Blutpro-
ben, bei deren mikroskopischer Differenzierung
mindestens eine abnorme Zelle im Blut gesehen
wurde, als qual i tat iv pathologisch eingestuft. Wurde
eine Blutprobe vom Gerät mit Warnhinweis gemes-
sen, wurde dies bei Anwesenheit mindestens einer
abnormen Zelle in der mikroskopibchen Differenzie-
rung als richtig positives und anderenfalls als falsch
positives Resultat gewertet. Eine Messung ohne Aus-
gabe eines Warnhin weises wurde bei Anwesenheit
einer abnormen Zelle als falsch negativ und sonst als
richtig negativ angesehen. Bei der Analyse der falsch
negativen Resultate ist zu berücksichtigen, daß sel-
tene Leukozytenpopulationen auch bei mikroskopi-
scher Differenzierung unter Routinebedingimgen
(Auszählung von 100 Leukozyten) übersehen wer-
den können. Geht mau davon aus. daß die Vertei-
lung von Zellen in Blutbildausstrichen der Poisson-
ocler der Binominal Verteilung folgt, muß der Anteil
einer Zellpopulation mindestens 3 % betragen,
damit mit 95 % Wahrscheinlichkeit eine Zelle dieser
Population unter 100 ausgezählten Leukozyten
gefunden wird. In dieser Evaluation wurden daher
falsch negative Ergebnisse eines Gerätesystems bei
Proben, für die in der mikroskopisehen Differenzie-
rung mindestens 3 % abnorme Zellen gefunden wur-
den, als schwerwiegende Fehler betrachtet und
besonders ausgewertet.

Zn beachten ist, daß die untersuchten Cerätesy-
stemc unterschied liehe Warnhinweise verwenden.
Das Gerätehanclbuch des Bayer Diagnostic HI-
Systems enthält eine genaue Beschreibung der Warn-
hinweise und sonstigen Bedingungen, die eine
mikroskopische Nachdifferenzierung erforderlich
machen. Eine entsprechende Auflistung von Bedin-
gungen am Cobas Argos 5 Diff-System wurde den
Evaluatoren von der Herstellerfirma zur Verfügung
gestellt. Für den Coulter STKS wurde jedes Auftre-
ten eines Suspect-Alarms mit Bezug auf die Messung
der Leukozyten als Aufforderung zur mikroskopi-
schen Nachdifferenzierung gewertet.

Statistische Auswertung

Die Einflüsse durch Probenalterung wurden mittels
der Friedman-Tests sowie multipler Vergleiche ver-
bundener Stichproben nach Wilcoxon und Wilcox
analysiert. Für die statistische Auswertung der
Ergebnisse des Gerätevergleichs wurde das parame-
terfreie Verfahren nach Passing und Bablok [6] eiu-
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gesetzt. Diese Auswertimg ist unabhängig von der
Normal Verteilung der Meßwerte, Ausreißer haben
praktisch keinen Einfluß auf die Lage der Regres-
sionsgeraden.

Ergebnisse

Präzision in der Serie

Die Angaben zu Präzision und Richtigkeit beschrän-
ken sich auf die neutrophilen Granulozyten; Lym-
phpzyten und Monozyten, da für das eingesetzte
Kontrollinaterial nur Angaben zu diesen Zellpopula-
tionen vorliegen.

Tabelle 2 faßt die Daten zur Präzision in der Serie
zusammen. Die geringste Präzision ergab sich bei
der Bestimmung des Monozytenanteils mit Varia-
tionskoeffizienten von 5—11 % im normalen und
pathologisch erniedrigten Bereich. Demgegenüber
lagen die Variatioiiskoeffizienten für die Ermittlung
des Graiiulozyten- und (außer bei Lymphopenie)
des Lymphozytcnanteils unter 2 %.

Tabelle 2. Präzision in der Serie: 20fache Bestimmung mit
Kontrollblut, x: Mittelwert, s: Standardabweichung, Vk: Varia-
tionskoeffizient.

Bereich
Nr.

1

2

3

Parameter

Einheit

x
s
Vk (%)
x
s
Vk (%)
x
s
Vk (%)

Granulo-
zyten
%

79,5
1,18
1,48

53,5
0,66
1,24

41,8
0,41
0,98

Lympho-
zyten
%

19,5
1,17
6,01

42,0
0,50
1,19

54,9
0,39
0,72

Mono-
zyten
%

1,03
0,11

10,9
4,53
0,43
9,42
3,27
0,18
5,35

Tabelle 3. Präzision zwischen den Serien: 19fache Bestim-
mung mit Kontrollblutjc Mittelwert, s: Standardabweichung,
Vk: Variationskoeffizient.

Bereich
Nr.

1

2

3

Parameter

Einheit

x
s
Vk (%)
x
s
Vk (%)
x
s
Vk (%)

Granulo-
zyten
%

78,8
1r60
1,98

53,4
0,60
1,13

41,7
0,58
1,39

Lympho-
zyten
%

19,9
1,39
6,99

42,2
0,69
1,63

55,1
0,47
0,86

Mono-
zyten
%

1,30
0,50

37,2
4,38
0,46

10,5
3,18
0,28
8,81

Präzision zwischen den Serien

Die Daten zur Präzision zwischen den Serien sind in
Tabelle 3 dargestellt. Die über eine Zeitspanne von
28 Tagen beobachteten Unpriizisionen lagen nur fin-
den Monozyteiianteil mehr als geringfügig über den
entsprechenden Werten bei Messungen in einer
Serie.

Richtigkeit

Die Messungen zur Bestimmung der Präzision z\vi-
schen den Serien wurden auch für die Ermittlung
der Richtigkeit, ausgedrückt als Abweichung des
Mittelwertes vom Sollwert, verwendet (Tabelle 4).
Durch diese Untersuchung werden keine größeren
Unrichtigkeiten au (gezeigt.

Tabelle 4. Ermittlung der Richtigkeit mit dem Kontrollblut MBX
21. x: Mittelwert der Messungen, SW: Sollwert, m. Abw.: mitt-
lere Abweichung.

Bereich
Nr.

1

2

3

Paramter

Einheit

x
SW
m. Abw.
x
SW
m. Abw.
x
SW
m. Abw.

Granulo-
zyten
%

78,8
79
-0,3 %
53,4
53
+0,8 %
4V
41 \
+1,7%

Lympho-
zyten
%

19,9
20
-0,5 %
42,2
43
-1,9%
55,1
56
-1,6%

Mono-
zyten
%

1,30
1

+30,0 %
4,38
4

+9,5
3,18
3

+6,0 %

Einflüsse durch Probenalterung

Die systematischen Veränderungen des Differcnti-
alblutbilds in Abhängigkeit von der Zeitspanne zwi-
schen Blutentnahme und Messung sind in Abb. l
zusammengefaßt. Im Vergleich mit den Ausgangs-
werten (Zeitspanne: zwei Stunden) werden acht
Stunden nach der Blutentnahme signifikant gerin-
gere Monozytenanteile beobachtet (Abweichung
etwa 1,5 Prozentpunkte); die übrigen ZcDpopulatio-
nen sind nicht signifikant verändert. Die acht Stun-
den nach der Blutentnahme ermittelten Meßwerte
lassen sich für weitere 48 Stunden ohne signifikante
Abweichungen reproduzieren. Wird eine Lageruiigs-
dauer von 56 Stunden überschritten, kommt es zu
größeren Veränderungen (scheinbar Abfall des Neu-
trophilen-, Wiederanstieg des Monozyten- und
Erhöhung des ßasophilenanteils).

Lab. med. 19: 9-21 (1995)
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Abb. 1. Veränderung durch Probenalterung: Einfluß auf die Anteile der einzelnen Zellpopulationen (Mittelwerte von
20 Patientenblutproben)

Vergleichsmessungen
von zwei Argos-Systemen

Vergleichsmessungen von 199 Patientenproben an
zwei in verschiedenen Laboratorien unabhängig
voneinander eingestellten Argos-Systemen zeigten
keine größeren systematischen Unterschiede auf
(Tabelle 5). Die Ausgleichsgeraden nach Passing und
Bablok wichen zwar für den Lymphozyten- und den
Monozytenanteil signifikant von der Ideallage (voll-
ständige Übereinstimmung) ab; das Ausmaß dieser
Abweichungen ist aber im Rahmen der klinischen
Diagnostik in der Regel ohne Bedeutung. Die linea-
ren Korrelationskoeffizienten lagen für die Bestim-
mung des Neutrophilen- und Lymphozytenanteils

über 0,95 und für die Monozyten und Eosinophilen
um 0,90. In diesem Zusammenhang ist zu berück-
sichtigen, daß zwischen den Messungen an den bei-
den Argos-Systemen 6—8 Stunden (mit Bahntrans-
port) lagen. Eine Probenlagerung ülDer diesen Zeit-
raum führt zu Veränderungen besonders des Mono-
zytenanteils (siehe oben).

Quantifizierung der physiologischen
Leukozytenpopulationen im Vergleich mit
der mikroskopischen Differenzierung

Der quantitative Vergleich zwischen mechanisiertem
Meßverfahren und Mikroskopie beschränkt sich auf
Blutproben, die am jeweiligen Gerät ohne

Tabelle 5. Parallelmessung (199 Patienten) an zwei Argos-Systemen.. Angegeben sind Steigung (b) und Achsenabschnitt (a) der
Ausgleichsgeraden nach Passing und Bablok sowie der Korrelationskoeffizient (r).*: signifikante'Abweichung der Ausgleichsgeraden
von der Nullhypothese (b = 1; a=0) mit p = 0,05.

Parameter
Einheit

b
a
r

Neutrophile
%

0,994
+0,69

0,952

Lymphozyten
%

1,071*
-1,38*

0,976

Monozyten
%

0,963
-0,53*

0,884

Eosinophile
%

1,055
+0,10

0,907

Basophile
%

0,958
+0,00

0,694

Lab. med. 19:9-21 (1995)
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weis ausgegeben wurden. Hinsichtlich der Anteile
der Neutrophilen, Lyrnphozyten, Monozyten und
Eosiiiophilen stininit der Cobas Argos insgesamt
ausreichend gut mit der mikroskopischen Differen-
zierung überein (Tabelle 6 und Abb. 2a—2e). Die
Ausgleichsgeraden nach Passing und Bablok, wei-

chen nur geringfügig (allerdings z.T. signifikant)
von den Idealwerten ab. Die Korrelation s kocffizien-
ten liegen zwischen 0,84 (Monozyten) und 0,98
(Lymphozyten), Auffällig ist, daß am Cobas Argos
in neutropenischen Proben etwas höhere Neutrophi-
lenanteile bestimmt werden als bei mikroskopischer

Tabelle 6. Vergleich der mechanisiert erstellten Differentialblutbilder mit der mikroskopischen Differenzierung als Bezugsmethode.
Angegeben sind Steigung (b) und Achsenabschnitt (a) der Ausgleichsgeraden nach Passing und Bablok sowie der Korrelationskoef-
fizient (r). *: signifikante Abweichung der Ausgleichsgeraden von der Nullhypothese (b = 1; a=0) mit p = 0,05.

Zellpopulation

Neutrophile

Lymphozyten

Monozyten

Eosinophile

Basophile

Gerät

b
a
r
b
a
r
b
a
r
b
a
r
b
a
r

Cobas Argos

0,819*
+14,85*

0,977
0,770*

+2,01*
0,980
0,919

+1,40*
0,843
0,853

+0,00
0,909
1,800

+0,35
0,007

Bayer Diagnostic
H1

1,013
+0,08

0}913
0,961

-1,34
0,938
0,747*

+1,73*
0,806
1,178*

+0,00
0,907
1,200

+0,40*
0,512

Coulter STKS
Software 1.G.1

0,905
+3,28

0,913
'0,933

+0,20
0,973
1,325*

+1,15*
0,777
1,200

+0,30*
0,925
3,600

+0,30
0,027

Coulter STKS
Software 1.D.1

0,906*
+7,82*

0,982
0,888*

+3,75*
0,978
0,687*

+0,67*
0,945
1,850

+0,20*
0,926
1,600

+0,20
0,905

100

10 80 90
H 1 r-
20 30 40 50 60 70

Manuelle Differenzierung - Anteil der Neutrophilen (%)

Abb. 2. Vergleich der mit dem Argos-System erstellten Blutbilder mit der mikroskopischen Differenzierung hinsicht-
lich des Anteils der Neutrophilen (Abb. 2 a), Lymphozyten (Abb. 2 b), Monozyten (Abb. 2 c), Eosinophilen (Abb. 2 d) und
ßasophilen (Abb.2e)
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Abb. 2d. Eosinophile

Abb. 2e. ßasophile

\

2 3 4
Manuelle Differenzierung - Anteil der Basophilen (%)

Lab. med. 19:9-21(1995)



18 C. Sachse et al.: Leukozytendifferenzierung am Cobas Argos-Hämatologie-Analyzer

Differenzierung. Rir den BasopliHrn-Anteil mgt
sich kein Zusammenhang; dies ist aber angesichts
fies sehr niedrigen Anteils in »llen Proben ohne Aus-
sagekraft.

IWVergleie.h mit «lern mikroskopischen Differen-
t ialhlmhild ergibl für den Hayer Diagnoslic H l und
den Conlter STKS (in /wei Software-Versionen) im
wesentlichen ähnliche Itesnllaie \vi<
Svsiem.

für das Argos-

Kennzeichnung
von pathologischen Blutbildern

Von den 245 untersuchten Blutbildern konnten vier
wegen zu geringer Lcukozytcnzahlen in den Spinnor-
ausstriehen uichl mikroskopisch differenziert werden.
197 (82 %) der 2·*! auswertbaren Blutproben wurden
vom Argos-System (Hannover) mit einem Waruhia-
weis versehen, welcher auf die Anwesenheit abnormer
Zellen hindeutet imd zur mikroskopischen Nachdiffe-
renzicrung auffordert. Im Vergleich mit dem zweiten
iu dieser Studie eingesetzten Cobas Argos zeigten sich
bezüglich der Warnli in weise weitgehend übereinstim-
mende Resultate.

Am Bayer Diagnostic Hl und am Coulter STKS
ergab sich für eine ähnlich hohe Probenzahl die Indi-
kation zur Nachdiffercnzierung (Tabelle 7). Von den
drei Gerätesystemen wurden aber nicht dieselben
Blutproben mit \7 1 inweis versehen.

Proben mit pathologischen,
vom Gerät nicht gekennzeichneten Zellen

Durch mikroskopische Differenzierung von 400
Zellen wurde in 178 der 241 auswertbaren Blutpro-
ben mindestens ein abnormer Leukozyt gefunden.

29 dieser Blutproben wurden am Argos-System
gernessen, ohne daß ein Warnhijtweis ausgegeben
wurde, welcher zur Narhdiffcrenzierurig auffordert.
Bei den falsch negativen Ergebnissen am Argos-
System war der Anteil abnormaler Leukozyten in
der mikroskopischen Differenzierung im allgemei-
nen sehr gering: In 2l Fallen betrug er maximal
1 %, in sieben weiteren maximal 2 %. Lediglich in
einer Probe lag der Anteil mit 3,75% ei was höher
(Tabelle 8).

Am Bayer Diagnostic H1 und am Coulter STKS
mit der (neueren) Software-Version l.G.l lag
der Anteil falsch negativer Blutproben ähnlich hoch
wie aiTi Argos-System. am Coulter STKS mit der
(älteren) Software-Version I.D.l jedoch deutlich
höher.

Von besonderer Bedeutung sind die Blutproben, in
denen der Anteil abnormer Zellen mindestens 3 %
erreicht: Dann wird auch bei mikroskopischer Diffe-
renzierung von 100 Leukozyten mit hoher Wahr-
scheinlichkeit (>95%) mindestens eine auffällige
Zelle beobachtet. Unter diesen Blutproben wurde
am Argos-System nur eine ohne adäquaten \Varn-
hinweis gemessen. Demgegenüber differenzierte das
HI-System fünf entsprechende Blutbilder ohne
Warnhinweis. Bei allen diesen Specimen lag die
wesentliche Abweichung im Auftreten lymphatischer
Reaktionsfonnen (maximal 5,5%). Am Coulter
STKS wurden sogar acht (Version l.G.l) bzw. elf
(Version l.D.l) Proben mit mindestens 3% auffälli-
gen Leukozyten ohne Warnung gemessen. Auch hier
handelt es sich im wesentlichen um Proben mit lym-
phatischen Reaktionsformen (für die Version l.G.l
bis maximal 7%, für die Version l.D.l bis 19%);
insbesondere von der Software l.D.l wurden dane-
ben auch Blutbilder mit mäßig erhöhten Anteilen
unreifer myeloischer Zellen und Normoblasten nicht
als auffällig erkannt.

Tabelle 7. Gegenüberstellung der gerätespezifischen Aufforderungen zur Nachdifferenzierung im Vergleich mit der mikroskopi-
schen Differenzierung.

Gerät Cobas Argos Bayer Diagnostic H1 Coulter STKS Coulter STKS
. Software 1 .G.1 Software 1 .D.1

Anzahl auswertbarer Proben

Messung mit Aufforderung zur
Nachdifferenzierung
davon: richtig positive Messungen
davon: falsch positive Messungen

Messung ohne Aufforderung zur
Nachdifferenzierung
davon: richtig negative Messungen
davon: falsch negative Messungen

241

197
(82 %)
149
48

44
(18%)

15
29

241

193'
(80%)
145
48

48
(20%)

15
33

241

197
(82%)
152
45

44
(18%)
18
26

156

114
(73%)

91
23

42
(27%)

13
29
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Mikroskopisch unauffällige Proben
mit Kennzeichnung

DiV DiiTi'rcu/icruug mikroskopisch unauffäl l iger
Frohen am Argos-Sysfcm war in *fi? Fällen mil einem
\\arnhin\vcis und <W Aufforderung zur Naehdiffe-
rcn/ionmg verbunden. Proben mil deutl icher Lcu-
kopenie (Leukozyten < 2C/I) sind unter diesen
fiilseh positiven liesiilüMen vergleichsweise häuf ig
vertreten; nnsonslcMi liel.-s sich keim; einheitliche:
Ursache ermi t te ln .

Der Ante i l von Differenzierungen mit falsch posi-
tivem \Ylirnhinweis wnr im den Yerglcichsgeräte.n
etwa so hoch wie. am Argos-System.

Diskussion

Das Cobas Argos-System mit Cobas Argos 5-Diff-
Modnl eignei sich zur mechanisierten Erstellung des
DiHereutialhlutbilds und entspricht in seiner Lei-
stungsfähigkeit langjährig am Markt eingeführten
Systemen.
Die von uns erhobenen Daten zur Präzision und
Richtigkeit des Argos-Systems sind unter Berück-
sichtigung der Anforderungen in der Diagnostik als
gut zu bewerten, auch im Vergleich mit anderen
Systemen [7].

Die Messung am Cobas Argos ist gegenüber Ein-
flüssen durch Probenalterung wenig empfindlich.
Grundsätzlich gilt auch für das Argos-System, daß
die Verwendung von frischen Blutproben vorzuzie-
hen isi und daß mit den eingesetzten Meßmethoden
durch die Probenlagerung bedingte systematische
Veränderungen der Meßwerte auftreten. Das Aus-
maß dieser Veränderungen ist aber bis 56 Stunden
nach der Probennahme für viele diagnostische Fra-
gestellungen nicht relevant.

Vorn Gerät erstellte Differentialblutbilder ohne
Warnhinweis werden regelmäßig ohne weitere Kon-
trolle akzeptiert. Für diese Proben stimmen die
Meßwerte des Argos-Systems hinsichtlich der
Anteile der Neutrophilen, Lymphozyten, Monozyten
und Eosinophilen generell gut mit der morphologi-
schen Differenzierung überein. Das gleiche gilt für
das Bayer Diagnostic Hl und das Coulter STKS-
Systern. Zu berücksichtigen ist, daß das für den \fer-
gleieh mit der mikroskopischen Differenzierung aus-
gewertete Probenkollektiv dieser Studie relativ klein
ist. Trotzdem zeigen die Ergebnisse unserer Arbeit
im Vergleich mit der Literatur [7-10] für alle Geräte
tendenziell eine etwas bessere Übereinstimmung mit
der mikroskopischen Differenzierung. Dies ist wahr-
scheinlich auf die Probcnauswahl (nur Proben ohne
Warn hin weise) und auf die hohe Zahl mikroskopisch
differenzierter Leukozyten (400 Zellen) zurückzu-
führen. Eine Bewertung der mechanisch differen-

zierten Basophilen-A n teile ist mit unserem Proben-
kollektiv nicht möglich.

Unserer Beurteilung der Zuverlässigkeit in der
Ausgabe von \Varnhinweisen liegt ein Konzept
zugrunde, welches von vielen Laboratorien in der
Roulinediagnostik angewendet wird. Danach werden
alle Blutproben, für die die Herstellung eines Diffe-
renlialblulbilds angefordert ist. zunächst von einem
Gerätertystem analysiert (Screening). Gibt das
System die mechanisierte Messung mit einem Warn-
hinweis aus. wird das Ergebnis rnikroskopisr.li über-
prüf t .

Ein Gerätcsystcm kann dementsprechend nur
dann zum Screening eingesetzt werden, wenn es Pro-
ben, die es nicht sicher beurteilen kann, mit einem
Warnhinweis versieht. Da kein auf dem Markt
befindliches System in der Lage ist, nur unter patho-
logischen Bedingungen im 131 u l auftretende Leuko-
zylenpopulationen (Blasten. unreife myeloische Zel-
len, lymphatische Reaktionsfonnen etc.) zu quanti-
fizieren, müssen insbesondere Proben mit solchen
Zellpopulationen gekennzeichnet werden. Der
Anwender eines Gerätcsystems muß wissen, bei wel-
chen Veränderungen im mikroskopischen Differenti-
alblutbild fehlerhafte Kennzeichnungen durch das
Gerät auftreten können. Besonders bedeutsam sind
die Fälle, in denen die Anwesenheit von normaler-
weise nicht im Blut vorkommenden Zellen nicht
durch einen Warnhimveis kenntlich gemacht, also
übersehen wird (falsch negatives Resultat).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde lediglich bewer-
tet, ob das Auftreten abnormaler Zellen in der
mikroskopischen Differenzierung bei der Messung
der Blutprobe an einem Gerät durch irgendeinen
Warnhinweis gekennzeichnet wird. Eine Analyse der
Spezifität der \Yarnhinweise, also der Markierung
definierter pathologischer Zustände durch einzelne
Warnhinweise, soll zu einem späteren Zeitpunkt fol-
gen.

Unsere Untersuchungen zeigten für das Argos-
System bei 241 auswertbaren Blutbildern 29 falsch
negative und 48 falsch positive Resultate auf. Ähnli-
che Zahlen waren für die Verglcichsgeräte festzustel-
len. Damit liegen für alle untersuchten Systeme die
Anteile falsch negativer und falsch positiver Messun-
gen deutlich über den entsprechenden Angaben in
der Literatur [9-12].

. Die hohen Anteile falsch negativer und falsch
positiver Resultate 'an allen Systemen sind im
wesentlichen auf zwei Umstände zurückzuführen:
Zum einen wurden mehrheitlich Blutproben mit
neoplastischen oder schweren reaktiven Abände-
rungen des weißen Blutbilds untersucht, welche
erfahrungsgemäß mechanisierte Systeme zur Erstel-
lung von Differentialblutbildern vor besondere Pro-
bleme stellen und außerhalb hämatologischer Spezi-
al ab t ei hingen selten sind. Zum anderen wurden sehr
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strenge Definitionen für „falsch negativ" b/w.
„falsch positiv" verwendet, so daß z.B. ein einziger
abnormer Leukozyt unter 400 Zellen bei Fehlen
eines \\krn hin weises schon ein falsch negatives
Resultat bedingt.

Die genaue Analyse der falsch negativen Resultate
zeigt, daß es sich in der Regel um Miumialbefunde
handelt, die auch bei routinemäßiger mikroskopi-
scher Differenzierung (100 Zellen) nicht mit Sicher-
heit aufgefallen wären. Betrachtet man nur Befunde
mit mindestens 3 % abnormen Zellen, bleibt für das
Argos-System ein . einziges — grenzwertig — falsch
negatives Resultat. Am HI-System bzw. am Coulter
STKS (Software l.C.l) war die Zahl entsprechender
falsch negativer Ergebnisse mit fünf bzw. acht Pro-
ben etwas höher; bei den betroffenen Blutproben lag
jedoch meist lediglich eine mäßiggradige Erhöhung
lymphatischer Reaktionsformen vor. Dazu ist anzu-
merken., daß die Einordnung von Zellen in diese
Kategorie bei der mikroskopischen Differenzierung
erheblichen subjektiven Schwankungen unterliegt.
Lediglich am Coulter STKS mit der — nach Kenntnis
der Autoren inzwischen nicht mehr eingesetzten —
Software-Version I.D.l wurden auch weitere Verän-
derungen des weißen Blutbilds bei der mechani-
schen Differenzierung nicht sicher erkannt.

Ein Screening von Blutproben mittels mechani-
scher Leukozytendifferenzierung ist sinnvoll, wenn
das Probenkollektiv einen geringen Anteil hochpa-
thologischer weißer Blutbilder enthält. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit lassen erwarten, daß der Cobas
Argos mit 5-Diff-Modul zuverlässig und effektiv für
solche Screening-Aufgaben eingesetzt werden kann.
Das Argos-System erreicht die Leistungsfähigkeit,
von vergleiclibaren eingeführten Geräten wie dem
Bayer Diagnostic Hl und dem Coulter STKS. Hin-
sichtlich der Empfindlichkeit gegenüber dem Auf-
treten lymphatischer Reaktionsformen scheint sogar
eine gewisse Überlegenheit des Cobas Argos zu
bestehen. Für einen exakten Vergleich der verschie-
denen Geräte hinsichtlich der Detektion anderer
Abnormalitätcn, z.B. reaktiver Links Verschiebun-
gen oder des Auftretens von Elasten, sind weitere
Untersuchungen erforderlich.
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