1/10

Integrierte, automatisierte Gesamtlésung zur Zell-
analytik in Korperfliissigkeiten

In immer mehr Laboratorien fallen Proben von Kérperflissigkeiten an, bei denen eine Zellanalytik durch-
gefuhrt werden muss. Die haufigste Untersuchung ist hierbei die Bestimmung der Anzahl der Leuko-
zyten und oft auch der Erythrozyten. Auch die Zellmorphologie spielt eine wichtige Rolle, um Auffallig-
keiten, wie z.B. Tumorzellen, zu erkennen und zu klassifizieren. Man denkt hier sicher zunichst an die
Liquordiagnostik, aber auch andere Korperflissigkeiten, wie z.B. Peritonealpunktate, Pleurapunktate
oder Synovialflussigkeiten, kommen zur Analyse ins Labor. Die unterschiedlichen Arten von Koérperflis-
sigkeiten bedeuten natirlich andere Fragestellungen, und unterschiedliche Grenzwerte, z.B. fiir die
Zahl der weiRen Blutzellen, miissen berticksichtigt werden. Analysenergebnisse von unterschiedlichen

Korperflissigkeiten miissen daher auch unterschiedlich interpretiert werden.

Bei der Liquoranalytik besteht besonders die Gefahr von Fehlern bei der Praanalytik, wie z.B. bei der
Probenentnahme, die zu Messinterferenzen fiihren kénnen, die Beurteilung der Ergebnisse erschweren
oder, viel schlimmer noch, Ergebnisse moglicherweise sogar verfdlschen. Ein typisches Beispiel hierftr
sind Einblutungen in die Probe. Es ist enorm wichtig, diese moglichen Einflisse auf die Messergebnisse
zu erkennen und entsprechende Handlungsanweisungen daraus abzuleiten, und das unabhangig von
der Person, die fur die Analytik verantwortlich ist. Eine standardisierte Gesamtlésung fir die Zellanaly-
tik in Korperflissigkeiten geht folglich weit tiber die reine Zellzdhlung hinaus. Der gesamte Prozess
spielt hier eine Rolle: von der Praanalytik einschlieRlich der Probenregistrierung des entsprechenden

Materials bis hin zur - idealerweise — automatisierten morphologischen Bewertung (Abb. 1).
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Abb. 1 Schematische Darstellung eines Gesamtkonzeptes. Zentrales Steuerelement und einzige Datenverbindung zur Labor-EDV ist der Work
Area Manager SIS. Eine zusdtzliche Remote Review-Station bietet die Mdglichkeit, auch rdumlich entfernte Abteilungen oder Experten in die
Bewertung der digitalisierten Zellbilder einzubinden.
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1. Probeneingang: Registrierung der Proben im SIS (Sysmex Information System)

— Ein standardisierter Arbeitsab-
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Abb. 2 Probenregistrierung der verschiedenen Korperfliissigkeiten im SIS. Durch wenige nisse bedtirfen demnach einer
Mausklicks ist eine schnelle Erfassung der Probe mit Eingabe der Entnahmequelle (roter o
Rahmen) und des Testcodes (blauer Rahmen) méglich. Alternativ kénnen diese Daten mit unterschiedlichen Inte rpreta-

der Anforderung automatisch liber die Labor-EDV empfangen werden.

tion. SIS bietet daher schon
beim Probeneingang im Labor
die Moglichkeit, die Probe gemdl ihrer Abnahmequelle zu registrieren. Dies kann sowohl automatisch

vom Laborinformationssystem aus erfolgen oder auch manuell im SIS durchgefiihrt werden (Abb. 2).

Durch diesen Schritt wird das Ergebnis der automatisierten Zellzdhlung und Differenzierung wahrend
der technischen Validierung dem Regelwerk der entsprechenden Kérperflussigkeit zugeordnet. So wer-

den alle Korperfliissigkeiten gemall ihrer Entnahmequelle standardisiert bewertet und validiert.

2. Analytik: Messung am XE-5000 oder XT-4000i

Eine gute analytische Basis fiir die Messung von Korperflissigkeiten ist fiir die richtige Diagnosestellung
sowie die Therapie enorm wichtig. Dabei muss man die Vorteile, aber auch die Limitationen kennen,
was fur die Kammerzahlung und die automatisierte Zahlung gleichermallen gilt. Der XE-5000 und der
XT-4000i basieren auf der gleichen analytischen Plattform, und es wurden verschiedene Studien im
Vergleich zur Kammerzahlung durchgefuhrt (siehe Literaturverzeichnis). Die Studien zeigen eine sehr
gute Korrelation fir Leukozyten (WBC), polymorphkernige Zellen (PMN) und mononukleare Zellen
(MN) mit der Kammer und dem Zytopraparat, sowie sehr gute negativ-pradiktive Werte fiir den norma-
len WBC-Bereich (WBC < 6 Zellen/uL).
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Der XE-5000 und der XT-4000i bieten neben der Zellzdhlung des
peripheren Blutes eine Zellzahlung und Differenzierung in fol-
genden Korperflussigkeiten an:

1. Liquor

Peritonealpunktate (Aszites)

Pleurapunktate

Synovialflissigkeiten

S

Flussigkeit aus der kontinuierlichen ambulanten
Peritonealdialyse (CAPD-Flussigkeit)

Hierfir gibt es an beiden Systemen auf Basis der Fluoreszenzdurch-

flusszytometrie einen speziellen Body-Fluid-Modus. Die Messungen

kénnen aus dem Entnahmerdhrchen erfolgen und benétigen keine

Abb. 4 XE-5000 spezielle Probenvorbereitung. Die automatisierte Methode bietet

dem Labor entscheidende Vorteile:
eine Standardisierung der Zahlung und somit eine mégliche Reduktion von Fehlerquellen durch
Materialverdiinnung oder subjektiver Beurteilung verschiedener Anwender
eine deutliche Reduktion des zeitlichen Aufwands
Verfligbarkeit der automatisierten Analyse rund um die Uhr, Ergebnisse innerhalb von ca. 1,5 Minuten

nach Ansaugung

Ein speziell im Body Fluid-Modus erhthtes Zdhlvolumen sorgt flr eine geringe Impréazision der Resultate

selbst in niedrigen Zellkonzentrationsbereichen, wie sie z.B. bei der Messung von Liquor beobachtet

werden.

Die nachstehenden Parameter sind im Rahmen einer Body-Fluid-Analyse am XE-5000 bzw. XT-4000i
erhéltlich:
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Zellzah! (TC-BF)

Fraktion mononukledrer Zellen (MN#, MN%)

Fraktion polymorphnukledrer Zellen (PMN#, PMN%)
Zusatzparameter: Eosinophile (EO-BF#, EO-BF%)
Zusatzparameter: hochfluoreszierende Zellen (HF-BF#, HF-BF%)
Erythrozyten (RBC-BF)
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3. Bewertung der Messergebnisse: Standardisierte technische Validierung durch das
SIS-Regelwerk fiir Kérperfliissigkeiten

Die technische Validierung nimmt eine zentrale Stellung im Workflow ein, denn hier findet eine Bewer-
tung der Ergebnisse bezuiglich ihrer Plausibilitat und Qualitat statt. Jede Analytik ist von Natur aus
gewissen Interferenzen ausgesetzt, die im schlechtesten Fall sogar das Ergebnis verfalschen kénnen.
Daher tragt eine zuverlassige Erkennung innerhalb einer standardisierten Lésung zur Qualitat der

Ergebnisse und letztendlich zur Sicherheit beim Anwender bei.

Dartiber hinaus liefern XE-5000
und XT-4000i wertvolle Zusatz-

parameter, wie z.B. die Anzahl

i

hochfluoreszierender Zellen (z.B.

Plasmazellen, Makrophagen,

Mesothelien, Tumorzellen) oder
- EO-BF (Eosinophile in der Kor-
= = perflissigkeit), die im SIS-Regel-
. werk flr entsprechende Hand-
lungshinweise berticksichtigt

Abb. 5 Darstellung der Ergebnisse im SIS. Neben nummerischen Werten und grafischen werden kénnen (Ab b. 5).
Darstellungen werden Handlungshinweise angezeigt, die sich aus dem Regelwerk ergeben.

Im SIS-Regelwerk fur Kérperflussigkeiten werden alle wichtigen Gerdteinformationen mit Experten-
wissen sinnvoll kombiniert. Mit Hilfe von mehr als 30 Regeln, die auf die einzelnen Korperflussigkeiten
speziell zugeschnitten sind, wird jede Probe automatisch ausgewertet und der validierenden Person so
dargestellt, dass sich weitere Arbeitsabldufe durch konkrete Hinweise (z.B. »RBC vorhanden = Cyto-
spin«) einfacher ableiten lassen. Die folgenden Aktionen kénnen durch das SIS-Regelwerk fiir Korper-
flussigkeiten angezeigt werden:

m Aufforderung zur Herstellung eines Cytospin-Praparates

m Hinweise zur morphologischen Bewertung der Zellen (z.B. »Verdacht auf Tumorzellen«)

m Hinweis und Handlungsanweisung zur Korrektur der Zellzahl aufgrund einer Einblutung

m Hinweis auf Kammerzahlung als Alternative bei detektierten Interferenzen

Gerade flr akkreditierte Laboratorien ist es wichtig, Arbeitsabldufe so weit wie moglich zu standardi-
sieren. SIS ermdglicht zu jeder Zeit eine gleichbleibende Qualitat der Analysen, unabhangig davon, ob

die Probe wahrend des Routinebetriebes oder des Bereitschaftsdienstes gemessen wird.
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Eine standardisierte technische Validierung bedeutet im Einzelnen:

m Einfache und sichere Interpretation der Ergebnisse, basierend auf klinischem und technologischem
Expertenwissen

m Erkennung und Minimierung von Interferenzen

m Hinweise auf die Prasenz auffélliger Zellen, wie z.B. Tumorzellen oder Plasmazellen, zur Unter-
sttzung bei der morphologischen Beurteilung

m Steuerung analytischer Alternativen, wie z.B. die Herstellung eines Cytospin-Prdparates

m Zeitersparnis innerhalb der Routine durch Minimierung manueller Nacharbeit, wie z.B.

Kammerzahlung

Beispiel: Liquor mit Einblutung

T e ST TS Abb. 6 zeigt innerhalb der gra-
S"“P]' Ba. UCFEREIRRT ] Climc Cample Ot .7
Petient 10 (113 wara sl OT (ZO03-H3-0N 710N fischen Oberflache von SIS das
Pat ., Hams Willi Tesver Coll. Scuroe C5F RATHE,
BT Lrpens pE L Beispiel einer Liquormessung.
= Die Probe wurde vor der Mes-
sung im SIS als Material »CSF«
I TOC-Feldy 2.5
o i —— (cerebrospinal fluid) registriert.
I TC-EoX 3.0
At s Die Zellzahl ist mit 8 Zellen/uL
L ok || ot maRig erhoht. 62,5% der Zellen
Loyt ; sind polymorphnukledr, die
e L iibrige Fraktion ist mononu-
Fe-Tlaslutyagy = TO=0F ESrTiglereal .. . .
¥5.%3C yerhasden? = Cyteapin! kledr. Eosinophile Granulozyten
Abb. 6 Ergebnisdarstellung einer Liqguormessung am SIS mit entsprechenden Regelnamen und hochfluoreszente Zellen

wurden nicht detektiert. Aller-
dings ist der Erythrozytenwert mit 4.4 x 103/pL extrem hoch und weist auf eine Einblutung hin. Die
DIFF- und die RBC-Grafiken zeigen eine regelgerechte Verteilung der Zellen. Mit der Einblutung gelan-
gen auch Leukozyten in den Liquor. Daher ergibt es ab einem relevant hohen RBC-BF-Wert Sinn, eine

Korrektur der WBC-Zahl vorzunehmen.

Mit einem Mausklick auf die Schaltfliche »Data Check« 6ffnet sich ein Dialogfenster, in dem die Regeln
angezeigt werden, die bei diesem Beispiel verletzt wurden. Regel 85 im Liquor gibt hier den Hinweis,
aufgrund der Einblutung die Zellzahl zu korrigieren. Eine entsprechende Rechenformel im SIS wird
diese Korrektur nach manueller Eingabe der Leukozyten- und Erythrozytenzahl aus dem peripheren
Blut (WBC-PB und RBC-PB) vornehmen.

>
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ampie Mo, [eTIRINIE | ciime SR In Abb. 7 wird das gleiche Er-

. [T i g s L gebnis nach Eingabe der Leuko-
Urgwnt e TURE
boto hast ] | zyten- und Erythrozytenzahl aus

R - n dem peripheren Blut dargestellt.
ITcmen [ ers |1 To-Pew 5 | . . Danach wird der TC-BF-Wert
1 TC=hdx | 7.5 1 TC=hpx E]
!ores [ 00 | 1 Te-soe v | automatisch um die aus der Ein-
I To-FX [ 6.0 | I ToaEN [ @
: . . blutung im Liquor vorhandenen
I | RBC-BE 4.4 WBC (FE) s.%0
con [ e Leukozyten korrigiert — in die-
Abb. 7 Ergebnisdarstellung der Liqguormessung am SIS nach Eingabe der Leukozyten- sem Fall dndert sich die Zahl
und Erythrozytenwerte aus dem peripheren Blut und dementsprechender Korrektur der
Zellzahl (TC-BF) von 8 Zellen/pL auf 2 Zellen/pL.

4. Weiterfiihrende Diagnostik:

Automatisierte digitale Morphologie mit CellaVision® DM96 oder DM1200

Wird im Rahmen der Zellzéh-
lung einer Korperflissigkeit eine
morphologische Auswertung

notwendig, wird in SIS ein ent-

sprechender Kommentar ange-

zeigt. AuBerdem wird gleichzei-

tig das entsprechende Profil
am Cellavision® DM96 bzw.
DM1200 angefordert (Abb. 8
und Abb. 9).

Abb. 8 CellaVision® DM 1200 mit Body-Fluid-Software

Abb. g CellaVision® DM 96 mit Body-Fluid-Software
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Beide Systeme fiihren sowohl im peripheren Blutausstrich als auch im Cytospin-Praparat aus Korper-
flussigkeiten eine automatisierte Bildanalyse durch. Im Body-Fluid-Modus wird hierbei neben einer
Digitalisierung des gesamten Cytospin-Praparates auch eine Vorklassifizierung der Zellen in folgende
Subpopulationen durchgefiihrt:

m Neutrophile Granulozyten

m Eosinophile Granulozyten

m Lymphozyten

m Makrophagen

m Andere Zellen (Mesothelien, Tumorzellen, u. a.)

Samtliche Zellbilder und der komplette digitalisierte Probenbereich des Cytospin-Praparates kénnen
langfristig gespeichert werden und sind folglich jederzeit fur das autorisierte Laborpersonal verfligbar.
Ein Fernzugriff von z.B. externen Abteilungen auf alle Daten ist liber eine »Remote Review«-Station
einrichtbar. Infolgedessen wird z. B. die Ansicht und Diskussion besonderer Falle mit einem raumlich

entfernten Experten moglich.

Nach der Herstellung und Far-

bung des Prédparates wird dieses
in einem Magazin platziert. Die
Farbung ist mit dem Ausstrich-
und Farbeautomat SP-1000i
ebenfalls automatisierbar und
zeigt daher eine gleichbleibende
Qualitat. Dies optimiert die
anschlieBende Vorklassifizie-
rung der Zellen innerhalb der
DM96/DM1200-Analytik.

Die Analyse der Objekttrager
Abb. 10 gefiirbtes Cytospinprdparat Abb. 11 Bestiickung des DM-Magazins startet, nachdem der DM96
oder DM1200 mit dem Magazin
(siehe Abbildung 11) beladen wurde. Nach der automatischen Abarbeitung kann der Benutzer die einzel-
nen Zellfraktionen bequem am Monitor beurteilen und gegebenenfalls mit wenigen Mausklicks reklassi-
fizieren. Die Darstellung der Zellbilder am Bildschirm erlaubt auBerdem die zeitgleiche Betrachtung

durch mehrere Personen und erméglicht somit einen oft wertvollen Meinungsaustausch unter Kollegen.
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Ein Durchmustern der gesamten Probenregion in 10-facher und so-facher VergréRerung ist genauso

moglich wie eine Markierung von interessanten Regionen innerhalb des Zellbereiches. Diese Regionen
von Interesse (region of interest, ROI) konnen per Mausklick jederzeit auf die Bildschirmoberflache

zuriickgeholt werden. Ein mehrfaches, zeitaufwandiges Durchmustern des Gesamtpraparates entfallt

damit und sorgt fur weitere Zeitersparnis.
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Abb. 12 Ubersichtsdarstellung eines digitalisierten Cytospin-Prdparates (CAPD — bakterielle Peritonitis) am DM96 oder DM1200. Das Navigations-
fenster links oben zeigt das komplette digitalisierte Priparat — die Region innerhalb des roten Feldes wird rechts in 10- bzw. 5o-facher VergrofSserung

angezeigt. Mit Hilfe der Pfeiltasten kann man den gesamten Zellbereich durchmustern.
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Abb. 13 Die auf Knopfdruck einblendbaren Ergebnisse von SIS mit dem Kommentar »Granulozytose«
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i - % Dadurch ist jederzeit ein papier-
loser, bequemer Datentransfer
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= zeit méglich.
Pl s,
ﬂv_il-l!
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T Die nummerischen Ergebnisse
Bl i
der DM-Analyse werden nach
W Came—
- Freigabe durch den Benutzer
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Abb. 14 Ergebnisanzeige aus der Analyse eines Cytospin-Préparates (CAPD — bakterielle det. So entsteht ein konsoli-

Peritonitis) am DM96 oder DM1200 mit Darstellung der neutrophilen Granulozyten . . .
diertes Endergebnis aus Patien-

tendaten, automatisierter Zell-
zéhlung und der morphologischen Bewertung. Am Ende dieses Workflows steht das automatische
Versenden der gesamten Daten zum Laborinformationssystem (LIS) tiber die SIS-Schnittstelle. Dement-
sprechend wird mit einer Vernetzung aller genannten Komponenten ein vollstandig integrierter, auto-
matisierter Arbeitsfluss fur die schnelle und standardisierte Zellanalyse von Korperflussigkeiten rund

um die Uhr moglich.
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