Hamatologie:
Morphologie /7 Blutbild



Praanalytik und Analytik in der Hamatologie




Praanalytik: Blutentnahme-Technik

m  Kapillarblut (Fingerstich) vs. vendses Blut
- Hk, Hb oder Ec leicht &
= Lc und Neutrophile 8% ©
~ Monozyten 12-100% © (Kinder)
« Thrombozyten 9-32% O

» Hamatologische Krankheiten
- Diagnose und Monitoring

Nur vendse Blutentnahmen zuverlassige Richtigkeit
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Praanalytik: Proben-Aufbewahrung

Quantitative Effekte bei 20° C
Hb stabil wahrend Tagen (Infektion!)
Erythrozytenschwellung (Hk und MCV 6) ab 6h
Lyse mit Hk & und MCHC © nach 2-3 Tagen
Retikulozyten O nach 6h
Leukozyten und Thrombozyten O nach 1-2h

Quantitative Effekte bei 4° C
HK, MCV und Retikulozyten stabil wahrend 24h
Leukozytendegeneration ab 24h

Probenhomogenitat
8-10x Kippen bei 20° C (1)



Probenstabilitat (1fLM /7 KSA)

Stabilitat

Hamoglobin 48 Stunden

Hamatokrit 6 Stunden / 24 Stunden bei 4° C
Erythrozyten 6 Stunden / 24 Stunden bei 4° C
Indices 6 Stunden / 24 Stunden bei 4° C
Leukozyten 24 Stunden

Thrombozyten 24 Stunden

Automatische Differenzierung 6 Stunden

Retikulozyten 6 Stunden

Mikroskopische Differenzierung 2 Stunden



Analytik: Gemessene Blutwerte

Messprinzip
Photometrie (Cyanomethamoglobin, SLS-Methode)
elektr. Widerstandsmessung (Impedanz)
Durchflusszytometrie (Streulicht)
manuelle Zellzahlung

Einheiten (SI)
Hb (g/L, g/dL)
Hk (%o, I/1)
Erythrozyten (Tera/L, x10%2/L)
Leukozyten (Giga/L, x10°/L)
Thrombozyten (Giga/L, x10°/L)
Histogramme (Verteilungskurven)
Dotplots (Punktewolken)
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Impulstiberwachung (Koinzidenzkorrektur)

A
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Normale Erythrozyten Grafiken /7 Impedanz

NO. 4

DATUM:  9/10/95 15:11

MODE:  VOLLBLUT

WBC 58 x 103l 1 ! !

RBC 484 xi0sil I I "

HGB 137 gidl " ' |

HCT 420 % i i I

Mcv 868 fi I I I

MCH 283 pg 1 1 1

MCHC 326 gid I ! '

PLT 257 x103/pl ' . .
1 1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

WBC I
|
300 2 fl 250 fl
LYMPH% 312 %
MXD% 68 %
NEUT% 620 %
LYMPHE 18  x10%l
MXD# 04 x10%l
NEUT# 36 x10%pl RBC
RBC
i 750
RDW-SD 400 fi
PLT
B PLT
PDW 131 fl
MPV 104 fl

P-LCR 281 %




RDW / EVB

100%

RDW-CV
Referenzbereich 11.5-14.5 %
Wird von allen Hamatologiegeraten

68% |— — — — — _ RDW CV (%) :; x100% Berechnet: Formel: (1SD/MCV)X100%
RDW-SD
Referenzbereich 35-45 fl

20% RDW SD (fl) Wird nur von den Sysmex Geraten
gemessen und zusatzlich zum RDW-CV

Eﬂ MCVinfl angegeben.

Normozytose Makrozytose
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Erythrozyten-Histogramme

e g8C by AZE
1 - 1 s S Anisoc/ Polkiloc .
Eisenmangelanamie . b e | e e
5 it 5124 & :r;cof;-":ag c * ¥ .
£ ycH 1 i TAkanthoc/TargetZ |/ +
E m ‘ 24"?* ! Polychr./Bas. P. 7
; " Howell-Jolly K. _
- e e s U ' #?&'23:‘;"3?32»- &
Ma : i .1‘43_
: o L6357 |
A A = 25 187 e |
Megaloblastiare Anamie e R oy e
2_' i o T 3 ‘ Cvaloc/Frag'e =
H e 441+ | Akanthoc/Target-Z ey
i e jewe | 337 i Polychr./Bas. P. + / +
e N measoT| g1ze | Noenis — TS ETToY
TH0 yanidaiee lisine 250 (£07 e e
- W | 190 imvocyon
i A 9T T
- s - \ EE—", s Aot B & il i
Autoimmunhamolytische ; a e Sonwccigios | 1
Anamie i L% SESF B AR
z Were el “Polycnr./Bas. P =/
mcanso. | ———— IR _ﬂ%:!:g;:ﬂ{qﬁf 16/lole

ra.r W doh Ir_T."'Cu g

ZS0 [FL]

KHM: FAPL / CAPL: Kurs Zirich 2024 Praxislabor




Analytik: Errechnete Erythrozytenindizes

MCHC

Mittlere korpuskulare
Hamoglobinkonzentration

MCH

Mittlere korpuskulare
Hamoglobinmenge

» MCV

Mittleres korpuskuléres
Volumen
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Hb/Hk

Hb/Ec

Hk/Ec
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g/dl

P9

fl

<32 g/dI:
Hypochrom
= i

Hy om

<28 pg:

Hypochrom
>

Hy rom

<80 fl:
Mikrozytéar
=100 fl:
Makrozytar




Automatisiertes Blutbild mit Impedanzmessung

= Vorteile
« Schnelligkeit
« Prazision = Reproduzierbarkeit (CV=2-7%)
= niedriges Infektionsrisiko flrs Personal

= Nachteile

« Richtigkeit stark abhangig von Instrument/Modell
« Anschaffungskosten
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Variablen der Richtigkeit der Impedanzmessung

Systematische Fehler

bedingt durch Instrument (Koinzidenz)
Simultane Passage 2 oder mehr Zellen
Rezirkulation
Pulsgeneration wahrend elektrischer 0O-Spannung

bedingt durch “reale” Partikel
Kalteagglutinine
Luftblasen
Lipidtropfen
Mikroorganismen
“Dreck”
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Kalteagglutininerkrankung (CAD)




Kalteagglutininerkrankung (CAD)

Nach
erwarmen
4.68
15.1
44.4
94.9
32.2
339
13.8

- ] ] }
28 168 208 3688 fL




Kalteagglutininerkrankung (CAD

Doo7FeSquy
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Pseudothrombopenie
La‘_ ¢ ') o‘;’; . O
| 0% @Q‘* ‘
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Riesen-Thrombozyten
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Differentialblutbild



Leukozyten

ABX Micros
- WBC : 7.8 10°/L
%LYM: 46.5 %
| | %MON: 5.2 %
%CRA: 48.3 %
#LYM: 3.6 10%/L
_ 1 : , — |#MON: 0.4 10°/L
50 100 200 300 400 |#GRA: 3.8 10%L
09 eon
(Lym)  Monozyten Granulozyten
(MON) (GRA)
Sysmex KX-21N/PocH-100i
WBC 6.7 [x10%/uL]
LD T1 T2 HD LYME  28.3 [w)
17.4 ™
NEUT% 54.3 [w]
LYM# 1.9 [x10/uL]
MXD# 1.2 [x10%/uL]
: . _ NEUTZ 3.6 [xi0%u)
100 200 300 n
Lympho- Neutrophile
zyten Granulozyten
(Lym) Mixed Cells (NEUT)
Monozyten
Eosinophile
Basophile
(MXD)
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3-Part Differentialblutbild

dest roten Ki

Zellvolumen in fi

Lymphozyten 30- 80
Monozyten 60 - 120
Basophile 70-130
Eosinophile B0 -140
Neutrophile 120 - 250

0 50 100 130 200 250 300
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Analytik: 5-Part Differentialblutbild

» maschinelle Differenzierung

« durchflusszytometrische Differenzierung nach Grosse, Granularitat,
ev. Peroxydaseaktivitat

« Blutbildautomaten mit 5-6 Leukozytensubpopulationen

Side fluorescent light
Tiype and amount of nudlei: scids and cell organelles

Dichroic mirror

Side scattered light

Initracedlular infonmation

Forward scattered light
Cell size information

» manuelle Differenzierung
- mikroskopische Differenzierung

KHM: FAPL / CAPL: Kurs Zirich 2024 Praxislabor



Beispiele




Praanalytik: Proben-Aufbewahrung

» Qualitative Effekte (Alterungsartefakte)

SRR ‘W.",% 9%, _U

-‘1'. O 00 e 000880 %%, ¢ '. . O o Y

55 05 0538 a8 ? © o DO '
'

KHM: FAPL / CAPL: Kurs Zirich 2024 Praxislabor




Toxisches Blutbild

Y .‘
. Vs

WBC-Histogramm

apy i i |

100 \_ 208 300 [fL]

Messwerte Man. Differentialblutbild
WBC +23.8x10%L Stab 8 %
LYM% 8.1%  Seg 77 %
MXD% 7.9% Lymph 7%
NEUT% 84.0% Mono 7%

Eo 1%

Baso 0%
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WBC-Histogramm

A i fl_\:h_ i J
100 200 300 il

Messwerte Man. Differentialblutbild
WEBC 79x10%L Stab 4 %
LYM% +64.7% Seg 20 %
MXD% 15.8%  Lymph 64 %
NEUT% -19.5% Mono 4 %

Eo 5%

Baso 0 %

Aty-Lym 3%
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Atypische Lymphozyten (reaktiv)
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Orphee Mythic (3-Part Diff)

Normale Leukozytenhistogramme

MQ 2018-3 H3B EBV

L

Der Mythic verwendet fixe Diskriminatoren.
Der Lymphozytenpeak ist schmal und liegt
links vom ersten Diskriminator (rot).

Grosse reaktive Lymphozyten verbreitern die
Lymphozytenpopulation nach rechts. Die Kur-
ve schneidet den ersten Diskriminator hoch.

ABX Microsemi (3-Part Diff)

WBC

50 100 200 300 400

Beim Microsemi sind die Diskriminatoren fix.
Im normalen Histogramm liegen die meisten
Lymphozyten links vom ersten Diskriminator
(rot).

Grosse reaktive Lymphozyten fiihren zur
einem doppelten Peak innerhalb der Lympho-
zytenpopulation. Die Kurve schneidet den er-
sten Diskriminator auf halber Hohe.

Sysmex XP300 (3-Part Diff)

100 200 200 [fi]

T00 200 300 [A]

Sysmex verwendet variable Diskriminatoren.
In diesem normalen Histogramm liegt der
zweite Diskriminator (rot) zwischen den Lym-
phozyten der MXD Population links von 100.

Grosse Lymphozyten bewirken eine Verbreite-
rung des Peaks nach rechts. Der zweite Diskri-
minator wir verschoben und liegt rechts von
100.

https://www.mqzh.ch/cm/images/mqg20183/pdf/bph2018_3_d.pdf

MQ 2018-3 H3B EBV
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AML: myeloische Blasten
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Anamien




Haufigkeit der Anamieursachen in der Praxis

12%

2%

2%
O Eisenmangel (n=7)

2%
\ B Vitamin B12-Mangel (n=4)
B Myelosupresion (n=9)

8%

21% ORenal (n=11)

B Chronische Erkrankung (n=7)

14% B Akute Blutung/postoperativ (n=4)

B Thalass@amia minor (n=1)

O Autoimmunh&molytische Anamie (n=1)
OMDS (n=1)

B unklar (n=6)

Multifaktoriell (n=18)

17%

Merlo CM, et. al. Pravalenz und Ursachen von Anamien in einer
stadtischen Hausarztpraxis. Praxis 2008



Anamien - Definition

m  Eine Anamie liegt vor, wenn die Erythrozytenmasse im peripheren Blut insuffizient ist, um
die Sauerstoff adaquat zum peripheren Gewebe zu transportieren. CAVE: schwierig zu
bestimmen (nuklearmedizinische Methoden)

m Surrogatmarker:

WHO-Grenzwerte fur Anamie Hamoglobin (g/l)
Manner <130

Frauen <120
Schwangere & Kinder (6 Mt. und 6 J.) <110
Referenzwerte KSA Manner Frauen
Hamoglobin (g/l) 130 — 169 120 — 152
Hamatokrit (I/1) 0.395 — 0.505 0.355 - 0.455
Erythrozytenzahl (T/1) 4.30 — 5.75 3.90 - 5.20
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Diagnhostischer Algorithmus bel Anamien

Ist die Anamie (Hb < LLN) assoziiert mit anderen
hamatologischen Veranderungen?
[

Ja I
v Nein
Lebererkrankung? v

Substratmangel? |

Falls Werte nicht v v
erklarbar: KMP >100 G/I <100 G/I
v v
Hinweise fur Hamolyse? Erythrozytenindizes?
|
I I |
Ja Nein MCV >100f MCV 80 - 100fl MCV < 80fl
Ursache Evaluieren fur Evaluieren Evaluieren Evaluieren
Evaluieren hamorrhagische far far far
Ursache makrozytare normozytare mikrozytare
Anamien Anamien Anamien




Mikrozytare Anamien —
Anamie bel Eisenmangel



Ursachen eines Eisenmangels

Wachstum
Schwangerschaft

Mangelerndhrung

Achlorhydrie
Gastrektomie

\'

Eisenbedarf M

Blutverlust

\\

Eisenverlust

S~

Erkrankungen des oberen Dunndarms

Eisenbindende Nahrung

i

Eisenaufnahme ¥ Malabsorbtion

S‘/_/

Eisenabsorption

Transferrinmangel
Transferrindefekt

) —

Chronische Infektion

/_/

Eisenrecycling ¥
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Eisenmangel ——— Hamoglobin-Synthese ¥

Praxislabor

Silbernagel, 1998




Eisenmangelanamie — Symptome und maogliche Folgen

__ Schwindel

__ Depression

_ beeintrachtigtes Wahrnehmungsvermoégen

_ reduzierte mentale Leistung® /7 Konzentrationsproblemes?

Immunsystem

__ beeintrachtigte Funktion \ :
der T-Zellen und Makrophagen?!-> | %

= Erhohte Anfalligkeit +
fur Infektionen5®

Verdauungstrakt
__ Appetitlosigkeit
— Ubelkeit Herz- und Atmungssystem
_ Dyspnoe
__ Tachykardie und Herzklopfen
. _ Risiko eines Herzversagens
Gefasssysteny

__niedrige Korpertemperatur
__Blasse von Haut, Schleimhaut,
Konjunktiven

Genitaltrakt

_ Menstruationsprobleme
_ Libidoverlust

1 Bokemeyer C et al., 2007. 2 Brock JH. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2 (1999), 507-10. 3 Bullen JJ et Griffiths E. Iron and Infection. Ed. Wiley (1999), 289-325. 4 Macdougall LG et al. J
Pediatr 86 (1975), 833-43. 5 Ahluwalia N et al. Am J Clin Nutr 79 (2004), 516-21. 6 Breymann, C. Leading Opinions — Medizin fur die Frau 2 (2008).
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Eisenstoffwechsel

Anemia with effective erythropoiesis Anemia with ineffective erythropoiesis
T

l,":': . : TTEmhmb}asts
r > L \‘- "!F -

Kidneys

o |'I|"'El|"$FI|E'E’
macrophages

T Fe absorption
and release from stores

Duodenum T Fe absorption

and release from store

&+ HEPCIDIN e fspm’
m

acrophages

Duadenum

Coffey R, Ganz T. Erythroferrone: An Erythroid Regulator of Hepcidin and Iron Metabolism. Hemasphere. 2018 Mar 28;2(2):e35 (modif.)
Britton RS, Leicester KL, Bacon BR. Iron toxicity and chelation therapy. Int J Hematol. 2002 Oct;76(3):219-28.



Eisenstoffwechsel
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Diagnose und Differentialdiagnose

Eisenmangel

Anamie bei

Thalassaemia

Stadium 1 | Stadium 11 Stalol"lum E(;E;Z,?k minor
KM-Hamosiderin 0 0 0 T-n T-n
KM-Sideroblasten n \! \ \! n
Eisen n n-1{ \ \: n
Transferrin n t ) n-1{ n
TfS n \2 { n-1{ n
Ferritin 2 s { T-n n-7T
ZnPpP n T ™ T n (-1
sTfR n ) ™ n-4 n (-1
Hamoglobin n n J J d-n
MCV n n 2 n-1{ \A
MCH n n { n-{ A
RDW n n ) n n
Hepcidin n n-+J 3 ) n
Hypo% n J J I-n "
Ret-He n \! \ \! W
CHr n \: \ \2 W




Eisenmangel Anamie




Eisenmangel Anamie
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Therapie

m Ernahrungsumstellung
m Perorale Eisensubstitution

m Intravendse Eisensubstitution
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Mikrozytare Anamien —
Hamoglobinopathien /7 Thalassamien



Hamoglobinopathien Y-
m 3% der Weltbevolkerung sind Trager -

m In der Schweiz leben 50‘000 betroffene Menschen

red blood cell |
f chain 3 a chain

helical shape of the
polypeptide molecule

m 200 — 300 mit schweren Hamoglobinopathien
m  Gehort zu den haufigsten monogenetischen Erbkrankheiten
m  (Meist) rezessiv vererbt

m Heterogene Gruppe von genetischen Erkrankungen

= Thalassamie: quantitative Verminderung der Hamoglobinsynthese
(alpha-/beta-Thal.)

= Abnormales Hamoglobin: qualitative strukturelle Verdnderung des
Hamoglobins

m Schweregrade der Thalassamien:
= Major: sehr schwer, haufig Transfusionen, Eisentberladung
= Intermedia: Zwischenformen
- Minor: meiSt aSymptomatiSCh Huber A et al, Swiss medical forum, 2004
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Thalassamien - Therapie

m Minorformen
= Meistens keine besondere Behandlung notwendig
= Kein Eisen!! Ausser bei nachgewiesenem Eisenmangel

m Majorformen
= Sehr aufwandig
= EC-Transfusionen in Kombination mit Eisenmobilisation
= Splenektomie
= Allogene Stammzelltransplantation



Diagnostischer Algorithmus

m Klinische Informationen 1. Phase

Allgemein Labor

® Hamogramm

m Blutausstrich 1
_ 2. Phase
m Retikulozytenzahl biochemische
Analysen
m Eisenstatus 1
m Entzindungsparameter 3 Phase
molekulare
m Hamolyseparameter Analysen

Huber A et al, Swiss medical forum, 2004
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Diagnostischer Algorithmus

m Klinische Informationen
1. Phase

Allgemein Labor
2. Phase

biochemische
Analysen

|
3. Phase

molekulare
Analysen

m Andere Informationen (FA,
Ethnie, Transfusionen, SS)

m Hamoglobinstabilitat

Huber A et al, Swiss medical forum, 2004
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Molekularbiologische Untersuchungen

Nachweis von deletionalen a-Thalassemia —
1. Phase
gap-PCR (Multiplex PCR) Allgemein Labor
ot (—o37kb, _g4-2kb)
OLO (__SEA , __MED , __THAI, _(a)20.5kb, __FIL) 1
THAI(F) THAI(R)
2. Phase
biochemische
Analysen
ol _ —
3.7(F) 3.7(R1) 3.7(F) 3.7(R2) l
— 1
“"L | 3. Phase
4.2(F) 4.2(R1) 4.2(R2) molekulare
x2 ! z2 x1 | [:|"1 -4 Analysen
Y2 I Y1

Huber A et al, Swiss medical forum, 2004
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Quiz

Hamoglobin 120 -155 g/l 118 o8 91
Hamatokrit 0.36 - 0.45 /I 0.393 0.317 0.295
Erythrozyten 3.9-5.6 T/l 5.47 4.14 4.14
MCV 80 - 98 fl 71.8 76.6 71.3
MCH 27 - 34 pg 21.6 23.7 22.0
MCHC 310 - 360 g/l 301 311 309
Ec-Anisocytose o

(RDW-CV) <15 % 15 19 17
Retikulozyten absolut 20 — 100 G/1 o8 50 60
Diagnose
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Ausgewahlte klinische Fallbeispiele



1. Blutbild: megaloblastare Anamie
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= B \ g“CH __44.1"' e Akanthoc/Target-Z
z D \\ MCHC 337 i Polychr./Bas. P. + / +
N : Howell-Jolly K. , '
T e NN TN T _Normoblasten | 0.5 dooLe
30 noelddledone  Omowic 250 [F4]
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Main Graph |WBCINRBC]RBCIPLT]Cumu1ative]Q—F]aQSIService]HPC ]Regearch(w)]Regearch(R)]

Items WEC Differential Flag(s) WBC/BASO
Item Data Unit Item Data Unit WBC A

WEC 15.49 + |10A9/L MEUT#&| 10.71 |+ |10A9/L

REC 2.42 | - |10A12 /L |||LYMPH# 1.50 10A9 7L

HGE 750-1a/L MO O# 1.22 |+ |10A9/L

HCT 0.212 |- |L/L EO# .00 10A9 7L

M "7 .6 fL EASO# .00 10A9 /L

MCH 311.0| |pg NEUT%&| 79.5 |+ |%

MCHC 354 g/L LyMPHZ| 11.1|- (%

FLT & - [10A9 /L MO O 9.0 %

ROW-5D 49,9 L EO% 0.0 %

ROW-Cw| 15.9 % BASO% 0.0 % REC/RET

PDW T L Extended Differential

MPYy ————| |fL :

P_LCR e o Item Data LIma

PeT | | IG# 0.06| |10A9/L

RET% 5.21) |% ey 0.4] |%

RET# | 126,11 110A9/L IFreen | Data Unit

e 18.01 1% HPC# 10A9/L | PLT

LFR sl.o| |% PLT Abn Dst

MFR 11.5 % Extended RET Thrombo -
HER 7.0] % Ttem | Data Und t

NREC# 10A9/L WeeT el 34.5| |pg

NREC% F100WEC

Klinik mit blutigem Durchfall, Bauchschmerzen, Erbrechen und Proteinurie






Erythrozytenfragmentations-Syndrom

268 3a8 fL




Quiz 11

Parameter Normbereich D E F
Hamoglobin 120 -155 g/I 118 118 132
Hamatokrit 0.36 - 0.45 /I 0.018 0.336 0.494
Erythrozyten 3.9-56T/l 0.17 3.58 4.67
MCV 80 - 98 fl 106 93.5 105.8
MCH 27 - 34 pg 694.1 33.0 28.3
MCHC 310 - 360 g/I 6556 361 267
'(EF‘;DAVU'SCO\%’ tose < 15 % 15.2 14.2

Retikulozyten absolut 20 — 100 G/i 80

Thrombozyten 150 — 400 G/I 29

Diagnose




Vielen Dank!



