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Hemocytometrie voor COVID-19 diagnose

• Snelle screeningstool: triage op Spoed?

• Goedkoop en algemeen beschikbaar: bruikbaar in LRS?

• Hematologische afwijkingen bij COVID-19  andere virale infecties? 



Hemocytometrie voor COVID-19 diagnose

1. Literatuurstudie (narratieve review — zie Appendix A)

2. Diagnostische performantie?     

3. Analytische variabelen?
retrospectieve cohort studie



Study design (zie Appendix C)

• 257 COVID-19 patiënten

• 1261 controlepatiënten
• Infectieus (n = 752)

• Influenza A/B: n = 178

• RSV A/B: n = 69

• CMV/EBV: n = 61

• Negatief respiratoir panel: n = 301

• Positief respiratoir panel: n = 105 
(niet influenza of RSV)

• Bacteriële sepsis: n = 38

• ‘Niet-infectieus’ (n = 509)
• Spoed, niet-opgenomen (n = 103)

• Spoed, ICU-admitted (n = 100)

• Spoed, opname interne geneeskunde 
(n = 51)

• Spoed, opname geriatrie (n = 52)

• Spoed, opname hemato-onco (n = 
100)

• Spoed, opname heelkunde (n = 102)

+ stratificatie ICU-opgenomen of niet



Literatuur: hematologische merkers COVID-19

Zie CAT-tekst

• Lymfopenie

• Eosinopenie

• Monocytopenie, lymfocyt-monocyt-ratio

• MECOR score

• PARIS score

• Reactionele lymfocyten, HFLC, AS-LYMP, RE-LYMP



Literatuur: COVID-19 en lymfopenie
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% Lymfopenie erg variabel; disease severity = confounder
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Literatuur: COVID-19 en lymfopenie
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Een rol voor 
analytische factoren?



Analytische factoren: cutoff lymfopenie

Cutoffs in gebruik: 

- ≤ 1.0 x103 ly/µL

- ≤ 1.1 x103 ly/µL

- ≤ 1.2 x103 ly/µL
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Analytische factoren: DI-60 versus XN

DI-60/Cellavision

XN

COVID-19

CMV/EBV

P = 0,004

P = 0,07

Gating errors? Eerder lysis
reactionele lymfocyten?

Niet-infectieuze 
controles



Literatuur: hematologische merkers COVID-19

• Lymfopenie

• Eosinopenie

• Monocytopenie, lymfocyt-monocyt-ratio

• MECOR score

• PARIS score

• Reactionele lymfocyten, HFLC, AS-LYMP, RE-LYMP



Literatuur: eosinopenie

• Diagnostische bruikbaarheid? (AUCs 0.97, 0.85, 0.84)

Sun, S. et al. Abnormalities of peripheral blood system in patients with COVID-19 in Wenzhou, China. Clin. Chim. Acta 507, 174–180 (2020).

Outh, R. et al. Eosinopenia <100/μL as a marker of active COVID-19: An observational prospective study. J. Microbiol. Immunol. Infect. 54, 

61–68 (2021). Soni, M. Evaluation of eosinopenia as a diagnostic and prognostic indicator in COVID-19 infection. Int. J. Lab. Hematol.



Literatuur: eosinopenie

• Specifiek voor COVID-19? 

 Kleine studie, cohortes niet gematcht voor ziekte-ernst!

Eosinopenie in 60% 
van COVID-19 
patiënten en 16% van 
influenza patiënten



COVID-19
ICU

influenza
ICU

Sepsis

AUC 0.68



Literatuur: eosinopenie

• Prognostische bruikbaarheid? Merker voor ziekte-ernst?

Interindividuele biologische 
variatie tot 76%!!
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Analytische factoren: cutoff eosinopenie

Cutoffs in gebruik: 

- ≤ 0 eo/µL

- ≤ 10 eo/µL

- ≤ 20 eo/µL

- ≤ 40 eo/µL

- ≤ 45 eo/µL

- ≤ 50 eo/µL

- ≤ 100 eo/µL

+30% 
eosinopenie
bij hogere 
cutoff



Literatuur: hematologische merkers COVID-19

• Lymfopenie

• Eosinopenie

• Monocytopenie, lymfocyt-monocyt-ratio

• MECOR score

• PARIS score

• Reactionele lymfocyten, HFLC, AS-LYMP, RE-LYMP



Literatuur: monocytentelling

• Normaal, gestegen of gedaald bij COVID-19 (Khartabil et al.)



[
Ref 0-0,51 x10³/µL

AUC 0.71

COVID-19
ICU & non-ICU



Literatuur: hematologische merkers COVID-19

• Lymfopenie

• Eosinopenie

• Monocytopenie, lymfocyt-monocyt-ratio

• MECOR score

• PARIS score

• Reactionele lymfocyten, HFLC, AS-LYMP, RE-LYMP



Samengestelde scores: MECOR score

AUC 0.84

COVID-19 patients n = 135; controles n = 115 CAP (viraal of bacterieel?)



Samengestelde scores: PARIS score

AUC 0.92

COVID-19 patients n = 261; controles n = 144 (slechts 1/144 controles virale luchtweginfectie)



MECOR score
257 COVID-patiënten versus 653 controles 
met (vermoeden van) respiratoire infectie 

PARIS score
257 COVID-patiënten versus 1261 controles

(variabele etiologie)

AUC 0.67 (< 0.84) AUC 0.74 (< 0.92)



Literatuur: hematologische merkers COVID-19

• Lymfopenie

• Eosinopenie

• Monocytopenie, lymfocyt-monocyt-ratio

• MECOR score

• PARIS score

• Reactionele lymfocyten, HFLC, AS-LYMP, RE-LYMP



Literatuur: ‘reactionele’ lymfocyten

• Reactionele/plasmacytoïde lymfocyten op uitstrijkje?

N = 1/1 N = 14/15
93,3%

N = 16/23
69%

Reactive lymphocytes + 
lymphoplasmacytoid lymphocytes … … some cells plasmacytoid morphology

Reactive lymphocytes with prominent
lymphoplasmacytoid lymphocytes …



Literatuur: ‘reactionele’ lymfocyten

‘Plasmacellen’ in 371 van 2301 patiënten (16.1%)

geen gestandaardiseerde morfologische criteria



‘reactionele’ lymfocyten: flowcytometrie

HFLC (fixed gating)
AS-LYMP (flexible gating)

RE-LYMP ~ plasma(cytoïde) cellen

~ polymorfe geactiveerde 
lymfocyten



~ plasma(cytoïde) cellen ~ polymorfe geactiveerde 
lymfocyten



Literatuur: ‘reactionele’ lymfocyten

Diagnostische bruikbaarheid RE-LYMP, HFLC?

Hoger in COVID-19 dan negatieve controles (Martens et al., Yun et al.)

Maar lager in COVID-19 dan andere virale aandoeningen? (Rutkowska et al.)

Prognostische bruikbaarheid RE-LYMP, HFLC?

Gestegen waarden wisselend geassocieerd met 

- ernstigere ziekte/slechtere outcome (Lin et al., Yip et al., Martens et al., Linssen et al.) 

- of juist betere overleving? (Boulanger et al., Wang et al.)



COVID-19 COVID-19

CMV/EBV

CMV/EBV
RSV

RSV

HFLC en RE-LYMP relatief aspecifiek



AS-LYMP: ‘vote out’ resultaten
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AS-LYMP: vals negatieve resultaten IPU 22.08

Valse meting AS-LYMP ‘0’ ondanks waarschijnlijke aanwezigheid 
plasmacytoïde cellen (IPU 22.08)

Niet in rekening genomen in verschillende studies…



Zandloperpatroon én ≥4 dots in 
hoogste-fluorescentie regio:
Sens 85.9%, spec 83.5%
85 COVID-19 patients and 85 patients with 
influenza, EBV, Mycoplasma pneumoniae and 
parvovirus infections



?

Subjectief… performantie zandloperpatroon niet gerepliceerd door andere groepen 



Softwarematige kwantificatie ‘AS-LYMP’



𝒓𝒂𝒕𝒊𝒐 ↑↑

Hoge fluorescentie

Intermediaire fluorescentie

𝒓𝒂𝒕𝒊𝒐 = 𝟏 𝒐𝒇 ↓

𝒓𝒂𝒕𝒊𝒐 =
𝒅𝒐𝒕𝒔 𝒃𝒐𝒗𝒆𝒏 𝒕𝒉𝒓𝒆𝒔𝒉𝒐𝒍𝒅
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Cave overfitting. Nog te valideren in onafhankelijke cohort.

AUC 0.781

𝒓𝒂𝒕𝒊𝒐 =
𝒅𝒐𝒕𝒔 𝒃𝒐𝒗𝒆𝒏 𝒕𝒉𝒓𝒆𝒔𝒉𝒐𝒍𝒅

𝒅𝒐𝒕𝒔 𝒐𝒏𝒅𝒆𝒓 𝒕𝒉𝒓𝒆𝒔𝒉𝒐𝒍𝒅

Hoge fluorescentie

Intermediaire fluorescentie



Besluit

• Literatuur: vaak optimistisch beeld van performantie
hematologische indices
• Studies vaak klein
• Slecht omschreven controlepopulatie 
• Sampling bias (confounders zoals ziekte-ernst)
• Onvoldoende aandacht voor analytische factoren

• Ratio hoge/intermediaire fluorescentie  lymfocyten toon beste 
performantie: AUC 0.78
• Doch globaal weinig performant: sensitiviteit van 80%: 40% vals positieven

• PCR/antigeentests nu meer algemeen beschikbaar: hematologische 
indices relatief weinig performant



To do’s

• Combinatie van PARIS + AS-LYMP?

• Systematische vergelijking van hematologische afwijkingen bij diverse 
respiratoire infecties (bijvoorbeeld: RSV, influenza, COVID-19)

• Met mortaliteitsdata performantie van prognostische scores nagaan

• Temporele trends van hematologische afwijkingen (bijv. AS-LYMP) 
nagaan



Vragen?

Dank aan Veerle Geelen, wetenschappelijk assistent Jessa ZH

Dank aan promotors prof. Dr Rummens, prof. Apr. Kieffer, dr. A. 
Hendrickx


