In een tweede experiment is de correlatie tussen ef-
fectieve osmolaliteit en conductiviteit, gemeten door
de UF-100, onderzocht. Daarvoor is m.b.v. vriespunt-
verlaging de osmolaliteit van 42 patiéntenurines ge-
meten en de effectieve osmolaliteit berekend door
van het meetresultaat de ureumconcentratie af te trek-
ken. Figuur 1B laat zien dat er een goede overeen-
komst is tussen de effectieve osmolaliteit en de con-
ductiviteit: conductiviteit = 0,043 x osmolaliteit + 3,2
(95% betrouwbaarheids intervallen 0,039 - 0,046 en
2,3 -4,3), r= 0,98 (Spearman rank correlation).

Onze resultaten laten zien dat lysis van erytrocyten in
eiwitarme oplossingen al bij licht hypotone osmolali-
teiten begint. Om fout-negatieve resultaten te voorko-
men moet dus de effectieve osmolaliteit van urines,
die d.m.v. optische technieken (microscopie, flow-
cytometrie) op hematurie worden onderzocht, worden
vastgelegd.

De UF-100 meet de conductiviteit tijdens de analyse
van urines. De conductiviteit houdt lineair verband
met de effectieve osmolaliteit (figuur 1B). Wanneer
de settings van de fabrikant gebruikt worden, gene-
reert de UF-100 een ‘low reliability’-vlag bij een
conductiviteit van kleiner dan 5 mS/cm (8) terwijl
lysis van erytrocyten al bij 11 mS/cm, ongeveer 200
mosmol/kg, begint. Wij concluderen dat urines met
een conductiviteit kleiner 11 dan mS/cm niet be-
trouwbaar met optische methoden op de aanwezig-
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heid van erytrocyten kunnen worden onderzocht. In
plaats daarvan kan de analyse met een dipstick wor-
den uitgevoerd of om een nieuw, geconcentreerder
urinemonsters worden gevraagd.
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Digitale beeldverwerking bij de differentiatie van bloedcellen: een aanwinst
voor de klinische chemie? Een evaluatie van de DiffMaster™ Octavia

R.H. TRIEPELS, I. HUISKES-BLOEMEN en C.J.A. DOELMAN

De ontwikkeling van kwalitatief hoogwaardige com-
puter- en camerasystemen opent mogelijkheden tot
automatisering van de microscopische celdifferentia-
tie. De DiffMaster Octavia is een geautomatiseerde
microscoop waarmee via geavanceerde computersoft-
ware op grond van optische celeigenschappen pre-
classificatie van leukocyten mogelijk wordt gemaakt.
Door 10 gespecialiseerde analisten zijn ruim 700
bloedpreparaten uit de dagelijkse routine met de
DiffMaster geanalyseerd. Een adequate arbeidstijds-
analyse in relatie tot de manuele differentiatie en
voor- en nadelen zijn nauwkeurig geregistreerd. De
mate van pathologie in de te analyseren patiénten-
populatie is bepalend voor juistheid van de DiffMas-
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ter Octavia. Voor de totale leukocytenpopulatie haalt
de DiffMaster een juistheid van 85%. De digitale
beeldbeoordeling alsmede het gemis van de basale
microscoopfuncties vereist enige gewenning van de
gebruiker. Meer ervaring van de operator zal de voor-
delen van digitale beeldverwerking van cellen uit-
eindelijk zwaarder laten wegen dan de nadelen.

De differentiatie van witte, rode bloedcellen en trom-
bocyten is een dagelijkse bezigheid in klinische la-
boratoria. De differentiatie van bloedcellen is een
essentieel onderdeel van de diagnostiek van infectie-
ziekten, hemato-oncologische afwijkingen en erfe-
lijke erytrocytaire afwijkingen. Met de hedendaagse
geavanceerde apparatuur van celtellers en de daarbij
behorende automatische differentiatie met behulp van
radiogolven in combinatie met weerstandsmeeting,
lichtverstrooiing of lasertechnologie, is de differentia-
tie van bloedcellen al reeds vele jaren geautomati-
seerd. Ondanks deze automatisering is de microscoop
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nog steeds onmisbaar. Variérend per laboratorium
blijkt naar schatting ruim 10% van de bloedmonsters
niet betrouwbaar te differentiéren met behulp van de
hedendaagse apparatuur. Voor deze populatie bloed-
monsters is microscopische beoordeling door goed
geschoolde analisten noodzakelijk. De benodigde ar-
beidstijd die hiervoor nodig is, is over het algemeen
lang. De ontwikkeling van kwalitatief hoogwaardige
computer- en camerasystemen opent mogelijkheden
tot automatisering van de microscopische celdiffe-
rentiatie. Cellavision AB, (Lund, Zweden) heeft een
geautomatiseerde microscoop (DiffMaster Octavia)
ontwikkeld waarbij bloeduitstrijkjes systematisch
worden doorgescand en digitale afbeeldingen worden
gemaakt van alle kernhoudende cellen. De DiffMas-
ter is in feite een microscoop met daarop een CCD-
camera. Batchgewijs worden preparaten onder de
lens gebracht, waarbij van elke passerende kernhou-
dende cel een digitale foto wordt gemaakt. De beel-
den worden opgeslagen en via geavanceerde compu-
tersoftware op grond van overeenkomstige optische
celeigenschappen vergeleken met bekende cellen uit
een ‘artifical neural network’ database. Op grond van
deze vergelijking worden de kernhoudende cellen ge-
categoriseerd. De analist kan alle afbeeldingen per
categorie beoordelen op het computerbeeldscherm en
via eenvoudige verwerking kunnen cellen eventueel
anders worden ingedeeld en worden geautoriseerd.
De DiffMaster kan gekoppeld worden aan het labo-
ratoriuminformatiesysteem om zo patiéntgegevens en
noodzakelijke aanvullende analysegegevens (totaal
aantal leukocyten, geteld op andere apparatuur) te
herkennen. Verder kan de DiffMaster naar wens wor-
den geprogrammeerd, waarbij bijvoorbeeld het maxi-
maal aantal te tellen cellen kan worden ingesteld. De
DiffMaster is eveneens in staat om één digitale af-
beelding van het bloeduitstrijkpreparaat te maken dat
gelijk is aan 35 aaneengesloten gezichtvelden van een
manuele microscoop. De DiffMaster is in staat hieruit
het rode bloedbeeld van commentaar te voorzien, het-
geen door de analist naar wens kan worden aange-
past.

De kwaliteit en bruikbaarheid van de DiffMaster is
getoetst voor de in het laboratorium van Medisch
Spectrum Twente gehanteerde werkwijze met betrek-
king tot celdifferentiatie van witte bloedcellen. De
kwaliteiten van de DiffMaster bij de verwerking van
het rode bloedbeeld is niet bestudeerd en valt dan ook
buiten beschouwing van dit artikel.

Juistheid (%)

Totale populatie Staven Metamyelocyten|  Myelocyten Promyelocyten Blasten
(n=273) (n=94) (n=8) (n=53)

Jongste waargenomen voorlopercel

Figuur 1. De juistheid van de DiffMaster per type jongste
voorlopercel
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Materialen en methoden

Het laboratorium van Medisch Spectrum Twente be-
schikt over een hematologische robotstraat met twee
gekoppelde Sysmex-9500-apparaten, waarmee alle
differentiatieaanvragen worden verwerkt. Van de
monsters die door de Sysmex-apparatuur om de één
of andere reden worden aangeduid als afwijkend,
wordt automatisch een uitstrijkpreparaat gemaakt met
de Sysmex-SP100-apparatuur. Deze preparaten wor-
den miscroscopisch beoordeeld door daarvoor gespe-
cialiseerde analisten.

Door 10 gespecialiseerde analisten zijn in totaal ruim
700 bloedpreparaten, die op grond van uiteenlopende
pathologie door de Sysmex-9500-apparatuur zijn ge-
selecteerd uit de dagelijkse routine, zowel met de
DiffMaster als microscopisch geanalyseerd. Per pre-
paraat werden 105 bloedcellen van de witte reeks
beoordeeld. Een adequate arbeidstijdanalyse en voor-
en nadelen van het gebruik van de Diffmaster zijn
geregistreerd. Alhoewel het overgrote deel van de dif-
preparaten is uitgestreken met de automatische uit-
strijkapparatuur (SysmexSP100) is de vergelijking
met handuitstrijken eveneens meegenomen.

Resultaten

De door de DiffMaster verkregen afbeeldingen wer-
den softwarematig ingedeeld in de volgende groepen,
lymfocyten, monocyten, neutrofiele, basofiele en
eosinofiele granulocyten, staafkernige granulocyten,
metamyelocyten, myelocyten, promyelocyten, blas-
ten, kapotte cellen, erytroblasten, artefacten en reu-
zentrombocyten. ledere ingedeelde cel kon in vrijwel
één oogopslag worden bekeken en eventueel met een
muisklik worden verschoven naar een ander groep.
Het uiteindelijke resultaat van de differentiatie vindt
op het einde plaats en wordt dus bepaald door de ge-
bruiker achter het scherm. Het aantal verschuiving-
acties werd softwarematig bijgehouden. Om de juist-
heid van de voorclassificatie van de DiffMaster te
toetsen zijn 273 preparaten door één geroutineerde
analiste verwerkt met de DiffMaster. Over de totale
populatie van 273 preparaten (27. 300 digitale foto’s)
bereikt de DiffMaster naar het oordeel van de uitvoe-
rende analist een juistheid van 86% (figuur 1). Wan-
neer de preparaten worden ingedeeld aan de hand van
het type jongste voorlopercel dat in het preparaat
werd waargenomen, daalt de juistheid naar 70% (fi-
guur 1) wanneer de blast als jongste voorloper voor-
komt. Het aantal correcties dat de analist per prepa-
raat moet uitvoeren is dan vanzelfsprekend eveneens
afthankelijk van de jongste voorlopercel die wordt
waargenomen (figuur 2). Dit varieert van 8 correcties
per preparaat voor de totale geteste populatie tot 21
correcties per preparaat voor de populatie preparaten
waarin de blast als jongste type voorlopercel werd
waargenomen. De genoemde juistheid van de Diff-
Master verandert niet als deze wordt berekend over
een totale populatie van 700 preparaten, die door 10
verschillende gespecialiseerde analisten zijn geana-
lyseerd. Door alle individuele verschuivingen van
alle afzonderlijke digitale afbeeldingen (totaal ruim
73.000) nauwkeurig te registreren, is de relatieve on-
der- en overdiagnostiek per celtype in beeld gebracht
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(figuur 3). Onder relatieve overdiagnostiek wordt de
hoeveelheid cellen van één celtype verstaan, die door
de DiffMaster aan een specifieke groep is toebedeeld,
maar die door de desbetreffende analist anders is ge-
classificeerd. Onderdiagnostiek is de hoeveelheid cel-
len van één celtype die volgens de desbetreffende
analist door de DiffMaster niet als zodanig herkent
zijn. Figuur 3 geeft de onderlinge verhouding weer
van over- en onderdiagnostiek van alle celcatego-
rieén. Hierin is waarneembaar dat met name blasten
van de witte reeks voor een groot deel niet als zo-
danig worden herkend. Deze blasten worden in een
andere groep teruggevonden. In de categorie erytro-
blasten werden na de voorclassificatie een groot aan-
tal cellen gevonden, die achteraf geen erytroblasten
bleken te zijn.

Buiten een adequate differentiatie van witte bloedcel-
len is tijdwinst misschien wel de meest opgevoerde
reden om de Diffmaster aan te schaffen. Tijdens de
testperiode hebben alle 10 gespecialiseerde analisten
een adequate tijdregistratie bijgehouden. Batchgewijs
werd nauwkeurig de effectieve tijd geregistreerd die
de analist nodig had van voorbereiding tot uiteinde-
lijke autorisatie met de DiffMaster. Een gelijke tijd-
registratie werd gevolgd bij de microscopische beoor-
deling van dezelfde geanonimiseerde monsters. Bij
bloeduitstrijkjes met een minimale pathologie (geen
voorlopers) werd een marginale tijdwinst geboekt
door het gebruik van de DiffMaster. Maar naarmate
het aantal voorlopercellen toeneemt is de microscopi-
sche beoordeling door gespecialiseerde analisten
sneller. Tijdens het gebruik van de DiffMaster zijn
zeker voor-, maar ook nadelen van geautomatiseerde
digitale differentiatie aan het licht gekomen. Tabel 1
geeft een overzicht van de door de 10 gebruikers
meest genoemde voor- en nadelen. Met name het
‘walk away’-principe van de DiffMaster alsook de
zeer eenvoudige bediening en adequate data-opslag
worden genoemd als voordelen. Monsters met een
laag leukocytenaantal zijn manueel doorgaans moei-
lijk te analyseren omdat langdurig gezocht moet wor-
den naar een acceptabel aantal cellen. De Diffmaster
daarentegen zoekt snel een acceptabel aantal cellen,
waardoor deze monsters beter worden geanalyseerd.
Het gemis van vlamgebieddetectie, een micrometer-
optie en een zelflerend vermogen worden door de ge-
bruiker als minpunten ervaren. Vaak wil de analist één
specifieke cel of celtype terugzien om deze visueel te
beoordelen. Door gemis van een terugzoekoptie is dit
niet mogelijk, hetgeen als nadelig wordt ervaren.

Aantal correcties

Totale populatie Staven ) ) Blasten

(n=273) (n=94) (n=53)
Jongste waargenomen voorlopercel

Figuur 2. Aantal correctichandelingen per uitstrijkpreparaten-
groep.
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Tabel 1. Ervaren voor- en nadelen van het gebruik van de
DiffMaster

Voordelen Nadelen

Relatief snel bij monsters met
een laag leukocytenaantal

Geen vlamgebieddetectie
(vereist automatisering
van uitstrijken)

‘Walk away’-principe Geen micrometeroptie
Cellen gemakkelijk te vergelijken Geen zelflerend vermogen

Eenvoudige bediening Geen microscopische

terugzoekoptie

Goede dataopslag

Discussie

Of het gebruik van digitale beeldverwerking bij
bloedceldifferentiatie een aanwinst is voor de labora-
toriumgeneeskunde is zeker een vraag die we met
zorg moeten beantwoorden. Aan de kwaliteit van de
verkregen afbeeldingen zal het niet liggen. Met de
huidige kwaliteit lenzen en camera’s kunnen zeker
kwalitatief hoogwaardige afbeeldingen van bloedcel-
len worden gemaakt. Of we deze beelden in de hui-
dige diagnostiek gaan gebruiken ligt veelal aan het
hoge verwachtingspatroon dat de gebruiker eraan toe-
kent. Digitale beelden kunnen eenvoudig software-
matig worden geclassificeerd op specifieke celeigen-
schappen, zolang deze van cel tot cel verschillend
zijn. Deze stelling wordt ruimschoots door de Diff-
Master onderbouwd, daar waar deze zonder tussen-
komst van een analist een juistheid van bijna 90%
haalt bij de classificatie van witte bloedcellen. Naar-
mate de cellen meer op elkaar gaan lijken, zal logi-
scherwijs de softwarematige classificatie meer fouten
produceren. Zo is gebleken dat blasten in eerste in-
stantie veelal onjuist worden geclassificeerd. Deze
cellen lijken softwarematig veel op (atypische) lym-
focyten, monocyten of erytroblasten, waardoor ze
daar worden ondergebracht (figuur 3). De beoorde-
ling van staafkernige granulocyten ten opzichte van
niet-staafkernige granulocyten is bij analisten regel-
matig aan discussie onderhevig. Softwarematig is dit
probleem kennelijk ook niet goed op te lossen, daar
waar de DiffMaster volgens de betrokken analisten
een granulocyt te snel als staafkernige granulocyt
herkent. Een zelfde discussie leeft bij de beoordeling
van reuzentrombocyten. Softwarematig wordt een

Overdiagnostiek

Lymfocyten
Monocyten

Erytroblasten

Onderdiagnostiek

N= 700

Figuur 3. Relatieve verhouding van over- en onderdiagnostiek
per cellijn door de DiffMaster.
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kleine lymfocyt vaak onterecht als reuzentrombocyt
herkend. Tevens worden cellen die kapot zijn gegaan
tijdens de uitstrijk toch ingedeeld in een klasse. Om
die reden wordt de catagorie ‘kapotte cellen’ veelal
ondergediagnosticeerd. Hoe dan ook, digitale beeld-
verwerking bij bloedceldifferentiatie kan nog niet als
enige techniek gebruikt worden. Het oog en de exper-
tise van gespecialiseerde analisten zullen altijd nodig
blijven. Digitale microscopie zal de beoordeling door
een gespecialiseerde analist op dit moment nog niet
vervangen.

Over de tijdwinst bij inzet van de DiffMaster valt nog
te discussiéren. In de twee maanden waarin de Diff-
Master is geévalueerd binnen het laboratorium van
Medisch Spectrum Twente is vrijwel geen tijdwinst
geregistreerd ten opzichte van microscopische beoor-
deling. Naarmate er meer voorlopercellen in de pre-
paraten werden waargenomen verlengt het re-classifi-
ceren van de ogenschijnlijk op elkaar lijkende cellen
de uiteindelijke analyseduur. Mogelijk is de evaluatie-
tijd tekort geweest. De analisten die hebben mee-
gewerkt hebben doorgaans maar één dag met de
DiffMaster gewerkt. Alhoewel de DiffMaster zeer
eenvoudig en vriendelijk in het gebruik is, kan lan-
gere ervaring wellicht resulteren in een meer effi-
ciénte en tijdsparende inzet. De tijdwinst die met de
DiffMaster gerealiseerd wordt is mede afhankelijk
van de graad van pathologie die voorkomt in de te
testen populatie. Uit de resultaten blijkt dat de ver-
werking van preparaten met veel vroege voorlopers
(voornamelijk blasten) de meeste tijd vergt. Medisch
Spectrum Twente kent een uitgebreide hemato-onco-
logische kliniek, resulterend in een hoge mate van
pathologie. Centra met minder pathologie zullen
waarschijnlijk meer tijd besparen met digitale beeld-
verwerking.

De voordelen van digitale beeldverwerking zijn zeker
noemenswaardig. De DiffMaster automatiseert alle
microscopische handelingen waaronder scherpstelling,
het juiste aantal cellen zoeken, tellen etc. Door een
overzicht te geven van alle celafbeeldingen zijn deze
onderling goed te vergelijken. Bovendien kunnen
data in beeldvorm worden opgeslagen en op ieder
gewenst tijdstip weer worden bekeken, zonodig op
afstand.
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De nadelen van de DiffMaster zijn doorgaans niet ge-
legen in de kwaliteit van de afbeeldingen, maar meer
met de softwarematige mogelijkheden. Zo kent de
DiffMaster geen vlamgebieddetectie. Uitstrijkprepa-
raten die met de hand zijn uitgestreken hebben een
variabel gelegen vlamgebied op het objectglas. De
DiffMaster is dusdanig geprogrammeerd dat deze een
standaard vlamgebied kiest. Met de hand uitgestreken
preparaten worden dan ook veelal in een gebied ge-
analyseerd met een te hoge celdichtheid. Dit komt de
kwaliteit van de digitale afbeeldingen en eigenlijke
celstructuren niet ten goede. Deze preparaten zijn dan
ook meestal niet te beoordelen met de DiffMaster. De
gebruiker is dus verplicht om een geautomatiseerd
uitstrijkapparatuur te gebruiken. Ons laboratorium
maakt gebruik van de Sysmex-SP100. Deze appara-
tuur stelt de uitstrijkcondities vast aan de hand van
het hematocriet. Hierdoor ligt het vlamgebied van elk
preparaat op dezelfde plaats op het objectglas. Het
gebruik van de Sysmex-SP100 is echter niet voor elk
monster en zeker niet voor elk laboratorium haalbaar.
Het gemis van de micrometerfunctie wordt door alle
analisten als bezwaarlijk gevonden. Digitale beelden
worden met een bepaalde scherpte gemaakt. De
scherptediepte kan achteraf niet softwarematig wor-
den veranderd, hetgeen met een microscoop met be-
hulp van de micrometerschroef wel mogelijk is. Een
aantal afbeeldingen met verschillende scherptediepte
per cel kan een optie zijn, alhoewel de uitgebreide
dataopslagruimte waarschijnlijk het daarop volgende
probleem vormt. De software kent geen zelflerend
vermogen. Vaak zijn celeigenschappen patiént- of
populatieathankelijk. Indien men softwarematig een
bepaald celtype als zodanig zou kunnen definiéren,
zal dit bij wederherkenning zeker een positief effect
hebben op de juistheid van de voorclassificatie.

Geconcludeerd mag worden dat digitale beeldverwer-
king binnen de hematologische celherkenning zeker
toekomst heeft. Over de kwaliteit van de afbeel-
dingen is vrijwel geen discussie. Echter de omscha-
keling van de analisten van jarenlang microscoop-
gebruik naar digitale beeldverwerking heeft tijd
nodig. Misschien zullen softwarematige verbeteringen
uiteindelijk de balans doen doorslaan.
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