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Blickpunkt Hamatologie

Korrekturformel fiir Gesamtleu-

kozytenzahl bei Nachweis von
Erythroblasten

Bei >5 Erythroblasten auf 100 Lc
muss die Leukozytenzahl manuell
wie folgt korrigiert werden:

100 x gemessene Lc-Zahl (Gerat)
100 + Anzahl Ebl auf 100 Lc (Mik)

Beispiel:

Lc Gerat 5.60 G/l und 15 Erythro-
blasten auf 100 Lc (Mik) ergibt eine
korrigierte Lc-Zahl von 4.87 G/L.

WBC-Verteilungskurve: Microsemi®

Microsemi®:

Der ,,L1“-Flag weist auf die anor-
male Prasenz von kleinen Zellen im
Vergleich zu den Lymphozyten im Be-
reich 30 fL bis 70 fL hin. Dies konnen
Plattchenaggregate, Erythroblasten
oder anormale Lymphozyten sein.

(Quelle: Microsemi® Manual)

Sysmex XN-Serie®

Abnormal Lymph
or Blast

Atypical Lym
Abnormal Ly

NRBC-Lage im Scattergramm des
WDF-Kanals

NRBC-Population, Lage im Scatter-
gramm des WNR-Kanals

(Quelle: Sysmex XN-Serie, «Klinische
Fallbeispiele»)

Erkennen von Erythroblasten mit
automatischen Hdmatologiegerdten
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In Arztpraxen, Spital- und Auftragslaboratorien gehoren automatische Hamatologiegerate un-
terschiedlicher Dimensionen seit Jahren zur Grundausstattung. Die Vorteile dieser Gerate sind
so vielfaltig, dass die friher verwendeten manuellen Methoden fast vollstandig an Bedeutung
verloren haben. Eine grosse Herausforderung im Bereich der automatisierten hamatologischen
Analytik bleibt das Erkennen von Interferenzen und Storfaktoren. In diesem Blickpunkt mochten
wir anhand unserer Probe MQ 2020-01 H3b die Moglichkeiten unterschiedlicher Analyzer fiir die
Erkennung kernhaltiger roter Vorstufen, den Erythroblasten (NRBC=nucleated red blood cells),
vergleichen.

Messmethode von 3-Part-Diff-Hamatologiesystemen

3-Part-Diff-Hamatologiesysteme verwenden zwei Messkammern, eine fiir die Erythrozyten und
Thrombozyten sowie eine fiir die Leukozyten. Fiir die Leukozytenmessung wird der Probe ein
Lysemittel zugegeben, das die Erythrozyten lysiert und die Leukozyten schrumpfen lasst.

Beim Impendanzverfahren werden die Partikel einzeln durch eine Messoffnung gefiihrt, an der
ein Gleichstrom angelegt ist. Jeder Zelldurchtritt verursacht einen elektrischen Impuls. Dabei
entspricht jeder Impuls einem gezahlten Ereignis und die Impulshche ist proportional zum Zell-
volumen. Die Abgrenzung einzelner Populationen findet unter Verwendung von Diskriminatoren
statt, welche je nach Gerat fix festgelegt oder wie bei den Sysmexgeraten begrenzt verschiebbar
sind.

Flags-, Warnhinweise und Fehlermeldungen werden durch Algorithmen der Gerate generiert,
welche durch Abweichungen der Diskriminatorpositionen einerseits bzw. An- oder Abwesenheit
von Ereignissen in bestimmten Histogrammbereichen andererseits generiert werden.
Erythroblasten interferieren aufgrund des Zellkerns im Leukozytenkanal im untersten Lympho-
zytenbereich. Sie filhren also zu falsch hohen Messungen der Lymphozyten und Leukozytenzahl.
Klarung kann hier nur eine manuelle Blutbild-Differenzierung mit Ermittlung des Erythroblasten-
anteils und anschliessend manueller Korrektur des Gesamt-Leukozytenwertes bringen.

Messmethoden von 5-Part-Diff-Hamatologiesystemen

Diese komplexeren Hamatologiegerate konnen auf zusatzliche Messtechniken und Auswertungs-
moglichkeiten zuriickgreifen, um Interferenzen besser erkennen und abgrenzen zu konnen.
Unsere Ringversuchsproben werden jeweils mit einem Sysmex XN-20 sowie einem ADVIA 2120
analysiert. Im Folgenden werden wir deshalb die Messtechniken dieser beiden Gerate genauer
betrachten.

Sysmex XN-Serie

Bei diesen Geraten wird fur die Ec- und Thrombozytenmessung ein Impedanzverfahren zur
Zahlung von Zellen verwendet. Die Thrombozyten konnen zusatzlich auch mittels Durchfluss-
zytometrie gezahlt und differenziert werden (RET- und PLT-F Kanal). Leukozyten werden nach
der Zugabe eines spezifischen Lysemittels und Anfarbung mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes
durchflusszytometrisch analysiert. Dazu passieren die Zellen eine enge Fliesszelle, in welcher
das Licht eines Halbleiterlasers (Wellenlange 633nm) auf sie gerichtet wird. Die Zellen streuen
dabei das Laserlicht aufgrund ihrer Zellgrosse und Fluoreszenzintensitat in unterschiedlichen
Winkeln, unterschiedlich stark. Das Vorwartsstreulicht (FSC) macht eine Aussage iiber die Grosse
der Blutzellen und das Seitwartsfluoreszenzlicht (SFL) gibt Auskunft tiber den RNS/DNS Gehalt
der Zellen. Das Seitwartsstreulicht (SSC) beurteilt die Granularitat der Zellen. Die gemessenen
Streulichter werden einander, je nach Kanal, unterschiedlich auf der x- und y-Achse des soge-
nannten Scattergramms gegeniibergestellt. Fir die Leukozytendifferenzierung und Detektion der
unreifen Leukozyten findet diese Durchflusszytometrie im WDF (White blood cells Differentiation
Fluorescence) Messkanal statt. Im WNR Kanal (White cells and Nucleated Red cells) wird die Zahl
der Erythroblasten (NRBC%, NRBC#) ermittelt. Dank diesem Verfahren konnen die NRBC von den
Leukozyten unterschieden werden, eine Korrektur ist nicht notwendig.

Es ist trotzdem empfehlenswert, wenn bei einem Patienten zum ersten Mal mehr als 5 Erythro-
blasten/100 Leukozyten festgestellt werden, den Befund mikroskopisch zu bestatigen.
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Mikroskopische Aufnahme der Erythroblasten der Probe MQ 2020-1 H3B
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Blickpunkt Hamatologie

Klinische Relevanz des Erythro-
blasten (NRBC) - Nachweises

Bei Neugeborenen konnen in den er-
sten Lebenswochen physiologischer-
weise Erythroblasten im peripheren
Blut nachgewiesen werden. Liegt
die Erythroblastenzahl iiber dem fiir
Neugeborene festgelegten Referenz-
bereich kann dies beispielsweise auf
einen chronischen oder postnatalen
Sauerstoffmangel, eine Anamie,
mutterlichen Diabetes, Stress oder
auch Infektionskrankheiten zurtick-
zufiihren sein.

Beim Erwachsenen finden sich im
peripheren Blutbild in der Regel
keine Erythroblasten. Diese konnen
z.B. bei schweren Anamien (beson-
ders auch solchen mit ineffektiver
Erythropoese wie z.B. der Thalassa-
mie major), Leukamien und anderen
hamatologischen Systemerkran-
kungen wie z.B. myeloproliferativen
Neoplasien in grosserer Zahl im
peripheren Blut vorkommen.

Zudem beschreiben unterschiedliche
Studien den Gehalt an NRBC im peri-
pheren Blut als prognostischen Fak-
tor bei Stammzelltransplantationen
oder auch intensivmedizinisch be-
treuten Patienten. Wobei Patienten
mit hohen NRBC-Werte eine erhohte
Transplantat-Abstossungsrate bzw.
eine erhohte Mortalitat aufzuweisen
scheinen.
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ADVIA 2120

Bei diesem Gerat werden ebenfalls zwei verschiedene Techniken angewandt. Im Baso-Kanal wird
bei einer Leukozytenzahl bis ca. 20 G/l das Zytoplasma aller Zellen, mit Ausnahme der Baso-
philen, abgeldst. Danach konnen die Leukozyten neben den Basophilen aufgrund ihrer Form
und Kernkomplexitat in mono- und polynukleare Zellen aufgeteilt werden. In der zusatzlichen
Peroxidasereaktion werden die Leukozyten fixiert und mit Peroxidase angefarbt. Neutrophile,
Eosinohphile und Monozyten lassen sich mit Peroxidase farben und Lymphozyten, sowie grosse
Peroxidase-negative Zellen (LUC = large unstained Cells) lassen sich dadurch in verschiedenen
Bereichen voneinander abtrennen. Auf der y-Achse wird die Lichtabsorption, welche proportional
zum Peroxidasgehalt ist, angezeigt. Auf der x-Achse gibt das Streulicht der Zellen einen Hinweis
auf ihre Grosse und Kernvariabilitat. Erythroblasten erscheinen im Baso-Kanal im Bereich der po-
lymorphkernigen Zellen (PMN). lhre Zahl wir aber aufgrund der Daten aus dem Perox-Zytogramm
erhoben, wo sie aufgrund ihrer geringen Grosse und der fehlenden Peroxidaseanfarbbarkeit im
Bereich links unten zu liegen kommen. Die ermittelten Werte fiir NRBC (% und #NORMO) fiihren
automatisiert zu einer Korrektur der Leukozytenzahl.

Trotzdem ist bei erstmaliger Feststellung eine mikroskopische Analyse notwendig.

Abb. links: Lage der NRBC im Kopf
der PMN-Population im Baso-
Kanal.

Abb. rechts: Lage der NRBC im
Abschnitt 2 des Peroxidase-Zyto-
gramms.

1 = Rauschen

2 = Erythroblasten

3 = Tc-Aggregate

4 = Lymphozyten/Basophile

5 = LUC- grosse ungefdrbte Zellen

6 = Monozyten

7 = Neutrophile

8 = Eosinophile

Messresultate der Probe MQ 2020-1 H3B
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L1 Flag: NRBC, mikroskopische
Bestatigung notwendig

Microsemi®: Flagging im WBC Kanal Sysmex XN-20: Erythroblasen im WNR-Kanal
In der Ringversuchsprobe fanden sich mikroskopisch 3 Erythroblasten auf 100 Lc was einem Ab-
solutwert von rund 0.57 G/l entspricht. Daneben fand sich eine ausgepragte Aniso-Poikilozytose
mit vielen Ovalozyten, wenigen Akanthozyten und Tranenformen. Die 3-Part-Diff-Hamatologiesy-
steme haben in ihrem RBC-Histogramm alle eine aufgrund der Anisozytose verbreiterte Ec-Kurve.
Mythic und Sysmex XP300 zeigen im untersten Ec-Kurvenbereich eine auffallige Schulter, die am
ehesten durch kleine Ec respektive Ovalozyten verursacht wird. Dies fihrt bei Mythic zu FR1
Meldung fur «Mikrozyten» und bei Sysmex zur RL-Flag, welche auf eine abnorme Frequenz von
Ereignissen am unteren RBC-Diskriminator hinweist. Lediglich das Microsemi CRP Gerat weist
aufgrund einer atypischen Leukozytenkurve im untersten Lymphozytenbereich eine NRBC Ver-
dachtsmeldungen aus. Bei diesen Geraten ware eine Ermittlung der NRBC-Zahl Giber das Mikro-
skop mit anschliessender manueller Korrektur der Leukozytenzahl notwendig.

Bei den 5-Part-Diff-Hamatologiesysteme zeigt der Sysmex XN20 eine NRBC-Messung von 2.9 %
bzw. 0.56 G/l an, der ADVIA 2120 weist keine NRBC aus. Die Leukozytenzahl wurde beim Sys-
mex entsprechend automatisch korrigiert. In unserem Beispiel beeinflusst der geringe Anteil
an Erythroblasten die Gesamtleukozytenzahl nur minim. Bei leukopenischen Proben mit hohem
NRBC-Anteil kann die Differenz zwischen unkorrigierter und korrigierter Leukozytenzahl jedoch
relevant sein. Die wiirde unter anderem auch zu einer falsch giinstigen Beurteilung hinsichtlich
des Neutrophilen-Absolutwertes (Feststellung einer Neutropenie) fuhren. Die Detektionsgrenzen
fur Erythroblasten liegen bei Sysmex XN bei 0.019 G/l, bei ADVIA bei 0.167 G/L (1).
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