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Zusammentfassung: Qualitiitskontrollen beim Blut-
bild werden bislang von der Bundesirztekammer
(BAK) nicht vorgeschrieben, obwohl diese Untersu-
chung zu den am haufigsten angeforderten Labortests
gehort. Ein Argument der BAK fiir dieses Vorgehen
war, daf es kem stabiles Kontrollprobenmaterial mit
dem Charakter von Frischblut gibt. Wir berichten hier
von einem neuartigen Reagenz (Cyto-Chex, Streck La-
boratories) zur Stabilisierung von Vollblut. Es wurde
in sieben deutschen Laboratorien bei Frischblutproben
eingesetzt. Anschliefend wurde iiber einen Zeitraum
von vier Wochen das sogenannte kleine Blutbild be-
stimmt. Die Ergebnisse zeigen, daB die von der Physi-
kalisch-Technischen Bundesanstalt (PTB) und der
BAK vorgeschlagenen Anforderungen an die Prizision
bei der Bestimmung des kleinen Blutbildes mit diesem
stabilisierten Frischblutmaterial erfiillt werden konnen.

Schlisselworter: Blutzellzdhlung; Hdmoglobinome-
trie; Qualitédtskontrolle.

Summary: Until now, quality control of the “comple-
te blood count” (CBC) has not been mandatory in Ger-
many, although the CBC is one of the. most frequently
ordered laboratory tests. This is due to the lack of a
stabile control material with fresh blood characteristics
as required by the Bundesirztekammer (BAK). In the
following we report on the use of Cyto-Chex, a new
agent for stabilizing whole blood. It was applied by
seven German laboratories for stabilizing fresh blood
samples that were used as control samples for CBC
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over a period of 4 weeks. Our results show that the
precision requirements in CBC as suggested by the
Physikalisch-Technische Bundesanstalt (PTB) and by
the BAK can be fulfilled by using fresh blood samples
treated with this new stabilizing agent.

Keywords: Blood Cell Count; Haemoglobinometry;
Quality Control.

' as kleine Blutbild (d.h. die Bestimmung des Hi-

matokrits und der Konzentrationen von Hdmoglo-
bin, Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten mit
den abgeleiteten GroBen MCH, MCV und MCHC) ist
eine der am hiufigsten abgefragten Laboruntersuchun-
gen, die heute in iiber 90% der Fille durch Himatolo-
gie-Automaten durchgefiihrt wird. Um eine optimale
Patientenversorgung zu gewihrleisten, wire eine Qua-
litdtskontrolle wie bei klinisch-chemischen Analysesy-
stemen wichtig.

Die gesetzlichen Voraussetzungen hierfiir sind in
der deutschen Eichordnung (§ 4 Abs. 1) festgelegt.
Diese sieht bei quantitativen.labormedizinischen Un-
tersuchungen mit MefBgeréten vor, dal die Mef3ergeb-
nisse durch laborinterne QualititssicherungsmaBnah-
men und durch die erfolgreiche Teilnahme an jéhrlich
zwei Ringversuchen iiberwacht werden. Die laborin-
terne Qualititssicherung beinhaltet:

1. Prazisionskontrollen mit Prézisionskontrollproben
innerhalb einer Analysenserie und von Tag zu Tag
fiir mindesten 20 Tage mit der gleichen Kontroll-
probe

2. Richtigkeitskontrollen mit Richtigkeitskontrollpro-
ben, wobei die Ric¢htigkeit mit Referenzmethoden
oder (zur Zeit noch) mit methodenabhingigen Soll-
wertverfahren bestimmt wird.

Die Bundesirztekammer (BAK) hat das Recht, bei
quantitativen labormedizinischen MefgroBen Qua-
litdtskontrollen vorzuschreiben und die zuldssigen
MeBabweichungen festzulegen (Richtlinien der BAK
von 1988).

Im Falle des klemen Blutbildes existieren bisher
keine verpflichtenden Anordnungen der BAK [1]. Ein
wichtiger Grund fiir dieses Vorgehen war, daf} es kein
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Tabelle 1 Lebensdauer und Halbwertszeit zellulérer
Blutbestandteile

Zellularer Zeit in der Haltbarkeit ex
Blutbestandteil Blutzirkulation vivo (ti2)
Erythrozyten 110- 140 Tage =~ 5 - 6 Wochen
Lymphozyten Tage - 30 Jahre 3-7 Tage
Monozyten 24 -48h 24 -72h
Neutrophile 6:8h 6-36h
Eosinophile 48 - 72 h 6-24h
Basophile 3-6h 6-24h
Thrombozyten 10 - 14 Tage 5-7 Tage

stabiles Kontrollprobenmaterial mit dem Charakter
von Frischblut gibt. Trotzdem werden von vielen La-
boratorien beim Blutbild freiwillig Qualitdtskontrollen
mit Ersatzmaterialien (z.B. fixierte Zellen, Latexparti-
kel) durchgefiihrt. Eine Verpflichtung hierzu besteht
jedoch nicht.

Die Herstellung von Priizisionskontrollproben fiir
das kleine Blutbild und deren Verwendung innerhalb
einer Analysenserie (die meistens nicht ldnger als 6 h
dauert) bereitet in den meisten Fillen keinerlei Proble-
me, da die Haltbarkeitsgrenzen der hiimatologischen
MeBgroBen in der Vollblutprobe (siehe Tabelle 1) nicht
iiberschritten werden. Im Gegensatz zu klinisch-che-
mischen MeBgrofen ist die Messung von zelluldren
Komponenten jedoch sehr kritisch, wenn diese iiber
einen lingeren Zeitraum erfolgen soll.

Die Richtlinien der BAK fordern Prizisionskontrol-
len von Tag zu Tag mit der gleichen Kontrollprobe
iiber einen Zeitraum von mindestens 20 Tagen. Dies
war bislang mit herkdmmlichen EDTA-Vollblutproben
nicht zu verwirklichen, sondern es muften zu diesem
Zweck stabilisierte (meist fixierte oder kiinstliche)
Blutkontrollproben eingesetzt werden, deren Frisch-
blut-Charakter (d.h. Verformbarkeit, Lysierbarkeit, An-
farbbarkeit, Zellvolumen, Adhisionseigenschaften
etc.) zweifelhaft ist. .

.Unsere Studie befaBt sich mit der Erprobung einer
neuen Stabilisierungslosung fiir Vollblut (Cyto-Chex),
die es ermoglicht, .Prizisionskontrollproben mit
Frischblut-Charakter ohne grofen Aufwand aus Voll-
blutproben herzustellen. Nach Angabe des Herstellers
handelt es sich um ein nicht kreuzreagierendes Fixativ,
das sich zur Stabilisierung von Membran-Epitopen

(z.B. CD4, CD8, CD3) im Rahmen der Immunophi--

notypisierung schon bewihrt hat [2]. Damit sind die

Voraussetzungen fiir eine ,richtlinienkonforme* Prizi- -

sions- und Richtigkeitskontrolle gewahrleistet.

Nicht standardisierte Abkirzungen: BAK, Bundesarztekammer;
CBC, complete blood count; CD, cluster designation; MCH, mean
corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin
concentration; MCV, mean cell volume; MW, Mittelwert; DGKC,
Deutsche Gesellschatft fiir Klinische Chemie; INSTAND, Institut fir
Standardisierung und Dokumentation im Medizinischen Laborato-
rium; VK, Variationskoeffizient.
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Methoden

An den Untersuchungen nahmen sieben Laboratorien
teil, die mit unterschiedlichen hdmatologischen Analy-
sensystemen ausgeriistet waren. Folgende Geriitesyste-
me kamen zum Einsatz: Abbott CD3500, Coulter

* STKS, Helios ABC, Technicon H-1, TOA-Sysmex

CC800. TOA-Sysmex K 1000; NormalmeBeinrichtung
der Physikalisch-Technischen Bundesanstalt [3].

Der von allen Laboratorien durchzufiihrende Unter-
suchungsablauf sah zunichst die Bestimmung der
MeBgroBen des kleinen Blutbildes von verschiedenen
EDTA-Vollblutproben mit einem routinemiBig einge-
setzten Hamatologie-Automaten vor (n=10). Anschlie-
Bend muBten die Frischblutproben im Verhiiltnis 1:1
mit Cyto-Chex (Streck Laboratories, Omaha, NE
[U.S.A.]) gemischt und mindestens 3 Tage im Kiihl-
schrank aufbewahrt werden. Nach unterschiedlichen
Lagerzeiten (3-31 Tage bei 4-6 °C) wurden die stabili-
sierten Blutproben als Kontrollproben zur Untersu-
chung der Prizision innerhalb der Analysenserie
(Dauer < 6 Stunden) und von Tag zu Tag eingesetzt.
Ferner wurde die MeBabweichung vom urspriinglichen
Vollblutwert (=Zielwert) bestimmt. Die Richtigkeit des
Zielwertes wurde fiir die Proben der Analysenserie
mittels Referenzmethoden iiberpriift [4].

Ergebnisse

EinfluB der Cyto-Chex Behandlung auf Mittelwert
und Prizision in Serie
Zur Bestimmung der durch Cyto-Chex bedingten Ver-
dnderungen der einzelnen MeBgroBen des kleinen
Blutbildes wurden drei Analysensysteme in einem La-
boratorium (Institut fiir Klinische Biochemie, Univer-
sitit Bonn) verwendet, wobei zuvor die Richtigkeit der
mit den Analysensystemen erhaltenen Ergebnisse mit
Frischblut iiberpriift wurde. Wiihrend einer Untersu-
chungsreihe (Dauer ca. 3-6 h) wurden an allen drei Sy-
stemen 10 Messungen mit der gleichen Blutprobe
durchgefiihrt. Anschliefend wurden die in Tabelle 2
angegebenen Mittelwerte und die Variationskoeffizien-
ten (VK) berechnet. Dieser Vorgang wurde fiir die
Frischblutprobe vor und nach Behandlung mit Cyto-
Chex zu den in der Tabelle 2 angegebenen Zeitrdumen
durchgefiihrt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse wurden die Mittelwerte der unbehandelten
Frischblutprobe willkiirlich gleich 100% gesetzt. Die-
ses Versuchsschema wurde zweimal durchgefiihrt.
Man erkennt in Tabelle 2, daB die Cyto-Chex Be-
handlung nur eine geringfiigige Veriinderung der
MeBergebnisse bedingt. Zur Beurteilung dieser Verin-
derungen sind in Tabelle 3 die von der PTB nach Ab-
sprache mit den Referenzlaboratorien von DGKC und
INSTAND vorgeschlagenen maximal zuldssigen MeB-
abweichungen vom Zielwert beim kleinen Blutbild an-
gegeben. Setzt man den Frischblutwert als Zielwert
ein, ergibt sich. daB die MeBabweichungen zwischen
Frischblut und Cyto-Chex béhandeltem Blut (auch
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Tabelle 2 Veranderungen der MeBgréBen des kleinen Blutbildes von Frischblut nach Cyto-Chex -Behandiung

MeRBgroBe Zeit nach Cyto-Chex Behandlung
Parameter Frischbiut 5 Tage 10 Tage 8 Tage .25 Tage
Erythrozyten MW (%)?2 100 100,7 99,6 98,8 101,1
VK (%) 0,63 0,72 0,73 0,91 0,68
Leukozyten MW (%)? 100 102,8 104,2 103,2 105,1
VK (%) 1,34 1,32 2,77 1,83 2,04
Thrombozyten MW (%)2 100 104,3 103,7 105,8 104,1
VK (%) 3,66 2,74 3,01 3,81 292
Hématokrit MW (%)? 100 101,7 99,3 100,8 101,4
VK (%) 0,74 0,67 0,83 079 0,69
Hamoglobin MW (%)® 100 98,4 99,3 98,9 99,7
VK (%) 0,68 0,82 0,76 0,74 0,82

2 Angegeben sind die Mittelwerte aus zwei Versuchsreihen mit 10 Messungen pro Zeitpunkt und Analysegerét (Tech-

Fnschblutproben

nicon H-1, Abbott CD3500 und TOA-Sysmex CC800) innerhalb von 6 h. Angaben in % der Ausgangswerte der

ferenzlaboratorien fir das Kleine Blutbild

Tabelle 3 Fehlergrenzen in der Hadmatologie. Empfehlungen der PTB in Zusammenarbeit mit DGKC-/INSTAND- Re-

MeBgréBe MeBbereich Maximale zulassige relative Maximale zuldssige relative
zuféllige MeBabweichung MeBabweichung

Erythrozyten 3% 9%
Leukozyten 102 - 0341 100/ul 300/l

1 -3 %103/l 10% 30%

> 3x10%ul 6% 18%
Thrombozyten 103 - 104/l 1500/l 4500/ul

> 1 - 7x10%ul 15% 45%

> 7x10%ul 7% 21%
Hamatokrit 3% 9%

H&amoglobin 1,7% ) 5%

nach unterschiedlich langen Lagerzeiten) nicht we-
sentlich sind und sich weit unterhalb der maximal
zuliissigen MeBabweichungen befinden. Dies gilt fiir
alle MefgroBen des kleinen Blutbildes.

Die in Tabelle 2 ebenfalls angegebenen mittleren
Variationskoeffizienten (VK) lassen die Prizision in
der Serie fiir die unterschiedlichen MeBgroRen des
kleinen Blutbildes erkennen. Gegeniiber den Messun-
gen mit der Frischblutprobe treten bei den Cyto-Chex
behdndelten Proben keine wesentlichen Prizisionsver-
inderungen auf. Die unterschiedlichen Lagerzeiten
spielen keine erkennbare Rolle. Wiederum wurden die
in Tabelle 3 angegebenen Bewertungsgrenzen fiir die
Prizision beim kleinen Blutbild als BewertungsmaR-
stab fiir unsere Ergebnisse verwendet. Ein Vergleich
mit Tabelle 3 zeigt, daB die Anforderungen erfiillt wer-
den.

Prizisionsmessungen von Tag zu Tag

Sieben Laboratorien beteiligten sich an der Untersu-
chung der Prizision von Tag zu Tag. Dazu wurde
Frischblut zunichst mit Cyto-Chex behandelt, Einzel-
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abfiillungen wurden anschliefend nach 5, 10, 18 und
25 Tagen geoffnet und jeweils fiir 7 Tage tiiglich mit
dem gleichen Hiamatologie-Analysensystem doppelt
gemessen. In Abbildung 1 sind der Mittelwert der
Cyto-Chex behandelten Frischblutprobe und der VK
von Tag zu Tag fiir die einzelnen Laboratorien
wihrend der 1. und 4. jeweils siebentidgigen MeBserie
(ab S. bzw. 25. Tag) zu sehen. Die jeweiligen Frisch-
blutprobenwerte wurden wiederum gleich 100% ge-
setzt. Es sind alle MeBgroBen des kleinen Blutblldcs
aufgefiihrt. Der Y-Achsenbereich gibt die maximal
zulissige MeBabweichung vom Zielwert wieder (vgl.
Tab. 3), die gestrichelten horizontalen Linien kenn-
zeichnen die Bewertungsgrenzen bei Prizisionsmes-
sungen, wobei der VK kleiner sein sollte als der Ab-
stand zwischen zwei gestrichelten Linien. Bis auf eini-
ge Ausreifer erfiillen alle Laboratorien hinsichtlich der
MeSBprizision die Anforderungen.

Die Behandlung mit Cyto Chex fiihrte bei allen La-
boratorien zu nur geringen MeBabweichungen vom
Frischblutprobenwert, die gut innerhalb der zulissigen
Grenzen liegen. Tabelle 4 zeigt die mittlere MeBun-
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Abbildung 1 Veranderungen der MeBgréBen des Kleinen Blutbildes von Frischblutproben nach Cyto-Chex Behandlung bei den an der

Studie teilnehmenden Laboratorien (1-7, X-Achse) wéhrend der 1. MeBserie’ (Tag 6 - 11) und der 4. MeBserie (Tag 25 - 31). Die Frisch-

blutprobenwert wurde gleich 100 gesetzt. Der Y-Achsenbereich gibt die maximal zulassige MeBabweichung vom Zielwert wieder. Ge-

strichelte Linien kennzeichnen die Bewertungsgrenzen bei Prazisionsmessungen. Angegeben werden Mittelwerte (MW) und Standard-
- abweichungen (STD). MeBzeitpunkte mit nicht volistandigen Daten wurden nicht berticksichtigt.
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Tabelle 4 Imprazision (VK von Tag zu Tag) bei der Bestimmung der Mefigréen des kleinen Blutbildes von Frisch-
blutproben nach Cyto-Chex-Behandlung. Angegeben sind Uber 7 Laboratorien mit 7 unterschiedlichen Analyse-
gerdten gemittelte Werte.
MeBgroBe Zeit nach Cyto-Chex Behandlung
Tag 6 - 11 Tag 10 - 16 Tag 18 - 24 Tag 25 - 31
Erythrozyten 1.34% 1.22% 1,28% 0,91%
Leukozyten 1,72% 2,63% 2,79% 2,71%
| Thrombozyten 3,37% 3,59% 4,62% 3.27%
Hamatokrit 1,55% 1,99% 2,20% 1,48% i
Hamoglobin 0.92% 1,49% 1,30% 1,22% i

priizision aller Laboratorien wihrend der jeweils ange-
gcbenen Zeitabschnitte an. Ein Vergleich mit den Be-
wertungsgrenzen in Tabelle 3 zeigt wiederum, daB die
Anforderungen an die MeBprizision bei allen MefB-
griBen eingehalten werden.

Diskussion

Die Verwendung von Cyto-Chex zur Stabilisierung '

von Frischblutproben verindert die MeBergebnisse des
sog. kleinen Blutbildes (Hamoglobin, Hamatokrit,
Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl)
iiber einen Zeitraum von bis zu 31 Tagen nach unseren
Ergebnissen nur geringfiigig. Die MeBabweichungen
vom laborinternen Zielwert waren kleiner als die von
der PTB in Zusammenarbeit mit den Referenzlabora-
torien von DGKC und INSTAND vorgeschlagenen
Bewertungsgrenzen. Dies konnte durch Untersuchun-
gen in 7 verschiedenen Laboratorien gezeigt werden,
wobei 7 unterschiedliche Hdmatologie-Analysensyste-
me zum Einsatz kamen.

Die Prazisionsmessungen (VK in der Serie und von
Tag zu Tag) erfiillten ebenfalls die Anforderungen
nach Tabelle 3 und spiegeln den derzeitigen Stand der
instrumentellen MeBprizision wieder [5]. Cyto-Chex
stabilisierte Frischblutproben haben sich damit als ge-
eignetes Prézisionskontrollmaterial erwiesen.

Der Frischblutcharakter (zumindest was die MeB-
groBen des kleinen Blutbildes betrifft) ging durch die
Cyto-Chex Behandlung bei den von uns verwendeten,
meist nur unwesentlich pathologischen Vollblutproben
nicht verloren. Die Untersuchung hochpathologischer
Proben (z.B. Leukidmien) steht jedoch noch aus. Vor-
ldufige Untersuchungen anderer Autoren zeigen, dafl
Membran-Epitope, die fiir die Immunophinotypisie-
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rung wichtig sind, durch die Cyto-Chex Behandlung
nicht verindert werden [2]. Dies konnte ein Indiz
dafiir sein, daB auch hochpathologische Blutproben
nach Cyto-Chex Behandlung weitgehend unverindert
bleiben.

Die in dieser Arbeit dargelegten Erkenntnisse unter-
stiitzen die Forderung nach einer baldigen Aufnahme
des kleinen Blutbildes in den MeBgroBenkatalog der
BAK (Anlage 1 der Richtlinien zur Qualit4tssicherung
in medizinischen Laboratorien).
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Industriemitteilung

Theophyllin-Bestimmung mit einem
neuen enzymatischer Test

Die Uberwachung der Theophyllin-Konzen.tration im
Blut ist bei der Behandlung von Patienten mit asthma-

tischen und allergischen sowie weiteren bronchospas-

matischen Erkrankungen von groBer Bedeutung.

Nahezu alle bisherigen Methoden benutzen die im-
munologischen Tests, wofiir im allgemeinen Spezial-
geriite notwendig sind.

Der Nobis Theophyllin-Test basiert auf einem
neuen Reaktionsprinzip, bei dem das spezifische
Enzym Theophyllinoxidase eingesetzt wird. Damit ist
Theophyllin erstmals in Form eines vollenzmyatischen
Farbtests quantitativ bestimmbar:

Theophyllin + ,Ferricyt C* Theophyllinoxidase
1,3-Dimethylharnséure + ,,Ferrocyt C*

Die Extinktionszunahme bei 550 nm durch das ge-
farbte Reaktionsprodukt ,,Ferrocyt C* ist ein MaB fiir
die Theophyllin-Konzentration.

Ein besonders wichtiges Merkmal des neuen
Testsystems sind die fliissigen, gebrauchsfertigen
Reagenzien, die sich sowohl im ,,manuellen® Einsatz
als auch auf den meisten Analysenautomaten bewihrt
haben.

Der Test korreliert hervorragend mit der Referenz-
methode (HPLC) und den iiblichen immunologischen
Techniken.

Sollten Sie an weiteren Informationen interessiert
sein:
NOBIS Labordiagnostica GmbH, Elsiisser Str. 16
D-79346 Endingen
(Tel.: 07642/1068, Fax: 07642/2662)

Neu: \ AN |
L‘I l’heophyllin
l\!l N

O Fertigfliissig-Reagenz
© manuell und auf Automaten durchfiihrbar

jetzt erstmals auch ganz einfach photometrisch

© Hohe Ubereinstimmung mit immunologischen Methoden

Fordern Sie bitte weitere Informationen an:

ElZabordiagnosticaiGmb e
D-79346 ‘Endingen Tel. 07642-1068 - FAX 07642-2662 N
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