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Problemstellung

Handelsubliche Blutzellanalysegerate sind grundsatzlich nicht fur die
Untersuchung zellarmer Proben oder Liquores mit abnormen Zellen
optimiert. Trotzdem wurde seit Jahrzehnten ein moglicher Einsatz dafur
untersucht (Kleine T.0O. 1991) oder gar in der Krankenversorgung auch
durchgefuhrt. Bezuglich der klinischen Verwendbarkeit ist zwischen Zell-
und Erythrozytenzahlung einerseits und Zelldifferenzierung andererseits
zu unterscheiden. Ferner beeinflusst auch  das Messprinzip die
analytische Leistungsfahigkeit: optisch bzw. durchflusszytometrisch
messende Systeme bieten bei der Analyse kernhaltiger Zellen durch
Markierungen mit  Fluoreszenzfarbstoffen oder enzymatischen
Farbungen insgesamt mehr Moglichkeiten als bei ausschlieldlicher
Impedanzmessung (Review: Fleming C. et al. 2015). Zu beachten sind
auch Validierungsvorschriften aus dem Medizinprodukterecht bzw. den
RiLIBAK. Wahrend einzelne optische Systeme eine US-amerikanische
FDA-Zulassung auch fur Liquor zumindest oberhalb der jeweiligen
Quantifizierungsgrenze (z.B. Zellen >50/ul, Erythrozyten >10 000/ul:
Kresie et al. 2005, neuere: Fleming C. et al. 2015) haben bzw. hatten,
ist fur europaisches Recht grundsatzlich eine entsprechende
Validierung mit CE-Zertifizierung ausreichend. Liegt diese nicht oder
nicht fur alle Messbereiche vor, so ist der Anwender in der Pflicht, sie
selbst flUr seine internen Bedingungen durchzufiuhren (, in-house-
Methode®). Dabei ist fur Zellzahlungen grundsatzlich zwischen der
absoluten Nachweisgrenze (Limit of Detection) und der funktionellen
Nachweisgrenze oder dem Limit of Quantification im Vergleich zur
Kammerzahlung als Referenzmethode zu unterscheiden (Armbruster D.
und Pry T. 2008, Wick M. 2020). Internationale Anforderungen an die
funktionelle Sensitivitat (VK <20% ohne Berucksichtigung eines Bias)
bzw. Quantifizierungsgrenze (VK <20% mit begrenztem Bias) sind dabei
weniger streng als die ubliche deutsche Definition einer quantitativen
Methode (VK <15%). Die Quantifizierungsgrenzen fur automatisierte
Systeme liegen in der Regel noch Uber dem Referenzbereich von <5/pl.



Zell- und Erythrozytenzahlung

Eine ausreichende Sensitivitat wird, wenn Uberhaupt, nur durch Zahlung
groRerer Liquorvolumina und damit absoluten Zellzahlen im modifizierten
sog. Body-fluid-Modus oder CSF-Programm erzielt (Kleine T.0.1991,
Kresie L. et al 2005). FUr die Quantifizierung ist nicht nur die Linearitat,
sondern daneben eine ausreichende Prazision (VK <15%) auch im
unteren Messbereich erforderlich, dies wird auch in der Fuchs-
Rosenthal-Kammer nur dann erreicht, wenn bei zellarmen Proben <20
Zellen/ul die gesamte Zahlkammer ausgezahlt wird. Automatisierte
Zahlgerate haben in der Regel aufgrund mangelnder Prazision und
Linearitat im niedrigen Zellzahlbereich trotz Verbesserungen nicht nur
eine hohere Quantifizierungsgrenze, gerateabhangig gegenwartig
mindestens ca. 20/ul (Boer K. et al. 2009, Fleming C. et al. 2015, Li A.
et al. 2014, Xiaming L. et al. 2014, Zimmermann M. et al. 2011) , altere
teilweise auch uber 50/ul (Strik et al. 2005, Kresie L. et al. 2005, Glasser
L. et al. 2009, de Smet D. et al. 2010), sondern auch eine systematische
Abweichung nach oben, die sich im Messbereich <20/ul besonders stark
durch falsch-pathologische Beurteilungen bemerkbar machen wirde
(Boer K. et al. 2009, de Jonge R. et al. 2010, Sandhaus L. et al. 2010,
Zimmermann M. et al. 2011, Fleming C. et al. 2015), wenn man nicht
den Referenzbereich von <5/ul gerateabhangig nach oben korrigiert. Bei
einer vergleichenden Untersuchung von stabilisierten Kontrollproben in
10 Ringversuchen mit zahlreichen, damals handelsublichen
Analysesystemen wurde eine generell verbesserungsbedurftige
Performance von Geraten mit unterschiedlichen Messprinzipien
festgestellt (Kleine T.O. et al. 2010). Die Fehler nehmen bei maRig
blutigen Liquores tendenziell noch zu (Strik H. et al 2005, Heller T. et al.
2008, Eichhorn L. 2011, Zur B. et al. 2012), wenngleich die Analyse von
stark blutigen Proben (>10000 Ery/pl) aus der Neurochirurgie mit
gleichzeitig erhohter Zellzahl (>20/ul) mittels mancher Automaten
erhebliche praktische Vorteile bei akzeptabler Prazision bietet.

Auch wenn im Rahmen von technischen und Software-Verbesserungen
jungst niedrigere Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen auf der Basis
wohl weniger stringenter internationaler Standards angegeben werden
(Buoro S. et al. 2018, Wienefoet C. 2016), teilweise nur als ,research
mode” (Fleming et al. 2016), so hat das nach eigenen Validierungen im
Zeitraum 2005-2018 bei einem geforderten VK< 15% und begrenztem



Bias lediglich zu einer Absenkung der Quantifizierungsgrenze von ca.
50/ul auf ca. 20/ul , weiterhin mit Bias noch oben, gefuhrt. Darunter ist in
der Regel eine Uberprifung mittels Zahlkammer erforderlich, um
pathologische Befunde sicher zu erkennen, die fur die Erstentscheidung
in der Notaufnahme sowie die Diagnostik v.a. chronisch-entzundlicher
ZNS-Erkrankungen benotigt werden. Eine Ausnahme konnen
automatisierte Zahlergebnisse darstellen, die sicher im Referenzbereich
liegen, da die genannten Fehler nahezu nie zu falsch niedrigen Werten
fuhren (de Smet D. et al. 2010, Sandhaus L. et al. 2010) und die
Prazision innerhalb des Referenzbereichs klinisch nicht mehr relevant
ist. Dies muss der Anwender jedoch im Zweifelsfall fur sein Gerat selbst
validiert haben. Bei hoheren Zellzahlen (>50/ul) kann dagegen die
automatische Zellzahlung aufgrund der groReren gezahlten Stichprobe
praziser und schneller sein als die manuelle (Zimmermann M. et al.
2011).

Unabhangig vom Messbereich kann es durch andere Partikel als Zellen
und Erythrozyten zu Storungen der Zellzahlung kommen, die an
Interferenzen im Scatterdiagramm erkennbar sind (Wienefoet 2016,
Isenmann et al. 2017): Erreger wie Bakterien (,Ghost-Bereich®) und
Pilze, ggf. Pollen, Liposomen (,Bananenform®), Zelldebris und —verbande
(unkontrollierte Streuung im Bereich normaler Leukozyten oder auch im
Hochfluoreszenzbereich). In diesem Fall sind grob falsche
Zahlergebnisse moglich, die zwingend in der Zahlkammer kontrolliert
werden mussen.

Auch wenn an die Prazision und Sensitivitat der Erythrozytenzahlung
nicht die gleichen Anforderungen gestellt werden wie an die
Liquorzellzahlung, so sollten doch auch kleine, nicht sichtbare
Blutbeimengungen (<1000 Ery/pl) zumindest erkannt (kleinere bzw.
altere SAB !) und groRere quantifiziert werden, da sie u.a. auch fur die
Korrektur bei artifiziell blutigen Liquores benétigt werden. War die
Quantifizierungsgrenze bei alteren Geraten noch bei 3 000-10 000 Ery/ul
(Kresie L. et al. 2005, de Smet 2010), so liegt sie jetzt in der
GroRenordnung von 1000/ul  (Boer K. et al. 2009, Sandhaus L. et al.
2010, Wienefoet C. 2016 ), theoretisch mogliche niedrigere oder
genauere Dezimalangaben werden jedoch z.T. von der Hersteller-
Software vermutlich wegen zu schlechter Prazision blockiert. Auch hier



ist ggf. bei positivem Teststreifen-Screening eine manuelle Kammer-
Nachzahlung erforderlich

Zelldifferenzierung

Wahrend ausschliellich mit Impedanzmessung arbeitende Analysen-
systeme die Zellen im Wesentlichen anhand von GrolRe sowie
Quellungs- und Schrumpfungseigenschaften bei Zugabe verschiedener
Reagenzien zuordnen, erlauben optisch bzw. durchflusszytometrisch
messende Gerate eine potentiell weitergehende Zelldifferenzierung, die
auf den Streulichteigenschaften sowie auf Fluoreszenzmarkierungen
z.B. der DNA oder differentieller Leukozytenlyse und zytochemischen
Farbungen z.B. der Myeloperoxidase basiert. Auf diese Weise werden in
der Standardauswertung auch im Liquor zumindest orientierende
Leukozytendifferenzierungen in Granulozyten und mononukleare Zellen
generiert, bei sog. Forschungsanwendungen auch eine weitergehende
Differenzierung (Harris N. et al. 2005, Wienefoet C. 2016, Zimmermann
M. et al 2013). Doch bereits die Unterscheidung von Granulozyten und
mononuklearen Zellen kann abhangig von der Zellzahl einen Bias
aufweisen (Kleine T.O. et al. 2010, Eichhorn L. 2011, Fleming C. et. al.
2015). Der Nachweis hochfluoreszierender Zellen kann auf das
Vorliegen von Tumorzellen, Blasten, Makrophagen, Siderophagen,
Plasmazellen etc. hindeuten, aber auch durch Zellverbande gestort sein
(Wienefoet C. 2016). Tumorzellen koénnen dadurch weder sicher
nachgewiesen noch ausgeschlossen werden (Zimmermann M. et al.
2013, Cho Y. et al. 2015). Dies ist insbesondere auch bei Liquorproben
mit normaler Zellzahl und entsprechendem Verdacht erforderlich (Bonig
L. et al. 2019), deren Zellgehalt nahe der absoluten Nachweisgrenze
auch moderner Analysengerate liegt. Somit wird eine automatische
Zelldifferenzierung, abgesehen ggf. von einer ersten Orientierung bei
akut-entzindlichen ZNS-Erkrankungen, nicht empfohlen, da diagnostisch
relevante  Einzelzellen wie  Tumorzellen, Blasten, atypische
Lymphozyten, Erythro- oder Siderophagen, Plasmazellen etc. weder
sensitiv detektiert noch gar sicher zugeordnet werden konnen (Cho Y. et
al. 2015, Isenmann S. et al. 2017, Strik H. et al. 2005, Wick M. 2020).
Der Goldstandard hierfur bleibt die Mikroskopie, ggf. erganzt durch eine
Immunphanotypisierung (Wick M. 2005).



Fazit:

Die Nachweisgrenzen und Prazisionen der Liquorzellzahlung sind
gerateabhangig und muissen vom Anwender im Einzelfall gepruft
werden, insbesondere wenn vom Hersteller keine ausreichenden
Validierungsdaten auch fir den niedrigen Zellzahlbereich vorgelegt
werden. Im Pleozytosebereich 5-30/ul ist die Ungenauigkeit der
automatisierten Zellzahlung generell am hochsten, der Befund sollte
unterhalb der geratespezifischen Quantifizierungsgrenze durch eine
manuelle Kammerzahlung bestatigt werden. Daneben konnen auch
einzelne grobe Zahlfehler durch andere Partikel vorkommen, die an
einem gestorten Scatterdiagramm erkennbar sind. Die automatisierte
Ligzorzytologie liefert im Wesentlichen nur eine grobe Differenzierung in
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. Generell werden
unabhangig vom Gerat  diagnostisch relevante Einzelzellen wie
Tumorzellen, Blasten, Siderophagen, Plasmazellen etc. nicht als solche
erkannt, so dass die Zelldifferenzierung mit Automaten nicht empfohlen
werden kann und weiterhin mikroskopisch im zytologischen Praparat
durchgefuhrt werden muss.
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