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B-Diff (mikroskopi), B-Neutrofila

B-Neutrofila NPU02902
B-Eosinofila NPUO01933
B-Basofila NPUO01349
B-Lymfocyter NPU02636
B-Monocyter NPU02840
B-Metamyelocyter NPU03978
B-Myelocyter NPU03976
B-Promyelocyter NPU03974
B-Blastceller NPU03972
B-Plasmaceller NPU04708
B-Leukocyter, ospec NPU17053
B-Erytroblaster SWEO05314
B-Megakaryocyter SWE05329
B-Erytrocytmorfologi NPU04221
B-Leukocytmorfologi NPU18577
B-Trombocytmorfologi NPU18671
B-Diff (mikroskopi) NPU17580
B-Diff (maskinell) NPU18156

Bakgrund, indikation och tolkning

B-Diff (mikroskopi) (B-Differentialrékning, mikroskopi) innebér manuell bedémning av blodets cellklas-
ser i mikroskop. Analysen anvands vid misstanke om avvikande leukocyt-, erytrocyt- eller trombocyt-
morfologi och kréver att en specifik fragestallning anges pa remissen. Vid bestallning av B-Diff, mikro-
skopi lamnas svar dagtid vardagar.

Differentialrdkning av celler i blod och benmaérg utférs som mikroskopisk bedémning av May Grin-
wald-Giemsafargade utstryk. Denna metod &ar referensmetod [1] for alla typer av cellklassifikation av
blod och benmérg, som t.ex. cellrdknare och flodescytometri. May Gruinwald-Giemsas fargningsmetod
ar en s.k. Romanowsky-fargning. Fargmetoden publicerades 1891 av bade Romanowsky och Ma-
lachowsky [2,3], som oberoende av varandra upptéckte att blandningar av Metylenblatt och Eosin far-
gar malariaparasiternas cellkarna purpurviolett, i stark kontrast till cytoplasman som fargas grabla.
Den purpurvioletta fargen som uppkommer pa DNA och vissa granula kallas for Romanowsky-effek-
ten. Romanowsky-effekten ar fortfarande den kénsligaste detektionsmetoden inom malariadiagnosti-
ken. Den viktigaste tillampningen inom differentialrdkningen av leukocyter ar att identifiera nukleoler
och olika granula.

Om det totala antalet leukocyter ar forhojt eller séankt, bér komplettering ske med differential-rakning
for att utrona i vilket/vilka cellsystem en rubbning féreligger. Differentialrakning bor ocksa foretas vid
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normalt antal leukocyter om klinisk misstanke foreligger om ett férandrat antal av nagot sarskilt cell-
slag eller leukemi. Differentialrakning i cellraknare &r bara tillampligt pd normala leukocytpopulationer.
Atypiska eller maligna cellpopulationer flaggas ut fran cellrdaknaren for vidare analys med mikroskopi.

Vid akut leukemi kannetecknas den vita blodbilden av omogna cellformer vilka pavisas genom mikro-
skopering.

De viktigaste celltyperna att k&nna igen &r blaster och promyelocyter. Leukemidiagnostiken &r bero-
ende av att vi kan identifiera dessa celler och leukemier dyker upp pa alla akutmottagningar, ofta med
ospecifika symptom. Promyelocytleukemi &r speciellt viktig eftersom forloppet ofta ar urakut och pati-
enten riskerar att avlida i koagulationsrubbningar pa vag in i sjukvarden.

Neutrofili, d v s 6kning av antalet neutrofila granulocyter, ar ett ospecifikt tecken pa inflammatorisk re-
aktion. Vid svara infektioner och sepsis kan stegringen bli mycket kraftig och man kan da se omogna
former, stavar, metamyelocyter och myelocyter. En liknande bild med neutrofili och alla celltyper ur
granulpoesen representerade i blodet ses vid kronisk myeloisk leukemi (KML).

Neutropeni, brist pa granulocyter, ses bl.a. vid benmargsskada, leukemi eller som lakemedelseffekt.
Risk for svar infektion forekommer om antalet sjunker under 1,0 x 109%L. Neutropeni kan dven vara
autoimmunt betingad.

En 6kning av antalet hypersegmenterade granulocyter ses vid megaloblastanemi, typiskt till féljd av
B12- och folatbrist. Hyposegmentering ses hos individer med Pelger-Hiiets kdrnanomali som ar ett
medfott, godartat tillstdnd. Hyposegmentering kan dock aven ses vid myeloiska sjukdomar (MDS,
AML, KML) och vissa andra tillstand.

Eosinofili ses vid allergiska tillstdnd som astma, lakemedelsallergier och infektioner med

vissa parasiter. Aven vid bl.a. reumatiska sjukdomar kan eosinofili féreligga. Mycket séllan &r orsaken
till eosinofilin en priméar rubbning i eosinofilerna (hypereosinofilt syndrom, eosinofil leukemi). Basofili
ses framfor allt vid myeloproliferativa tillstand.

Lymfocytos forekommer vid akuta virusinfektioner. Hoga och mycket héga varden med en enformig,
mogen bild, ses vid kronisk lymfatisk leukemi. Harceller ses, tillsammans med monocytopeni, vid har-
cellsleukemi.

Lymfopeni, brist pa lymfocyter, ses bl.a. vid behandling med kortikosteroider och cytostatika samt
vissa immundefekter. Vakuoliserade lymfocyter ses vid Spielmeyer-Vogts eller Battens sjukdom, en
medfodd sjukdom som paverkar nervsystemet och brukar debutera mellan 5 och 10 ars alder.

Endast enstaka plasmaceller ses normalt i blod. Férhéjd andel ses vid maligna plasmacellssjukdomar
(plasmocytom).

Monocytos ses vid langdragna inflammatoriska tillstand, saval infektiosa som icke infektiosa, liksom
vid maligna sjukdomar.

Erytroblaster férekommer vid grav anemi oavsett anemimekanism (dock ej aplastisk anemi) men ar
vanligast vid svar hemolytisk anemi. Vid rubbad benmargsfunktion (leukemi, benmargsmetastaser)
kan erytroblaster aterfinnas i perifert blod utan att den erytropoetiska aktiviteten behover vara hog [4].

Signifikanta fynd av schistocyter kan ses vid trombotisk mikroangiopatisk anemi, TMA.

TMA innefattar tva huvudsakliga tillstand; trombotisk trombocytopen purpura, TTP samt hemolytiskt
uremiskt syndrom, HUS. Schistocyter tillsammans med andra former av poikilocytos ar inte specifikt
for TMA diagnosen utan kan ses vid membrandefekter, thalassemi, myelofibros, megaloblastanemi,
HELLP syndromet, metastaserande cancer och DIC bl a.
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Analysprincip

May-Grinwald-Giemsa ar en s.k. Romanowskyfarg som syftar till att farga de tre huvudkomponen-
terna i cellen, karnan, cytoplasma samt granula, pa olika satt.

Utstryk fargas med May-Grunwald-Giemsa enligt Pappenheim och gors i tva steg. Det forsta steget
gors i metanol och ger snabb infargning pa kort tid (3-5 min). Det andra steget gors i fosfatbuffert un-
der lang tid (15 min) och syftar till att fa fram purpurfargen for att differentiera vissa cellkomponenter.
May Grunwaldfargen i forsta steget innehdller Metylenblatt och Eosin Y losta i ren metanol. Giemsa-
fargen i andra steget innehaller en blandning av metylenblatt och dess degradationsprodukt Azur B
samt eosin Y losta i fosfatbuffert pH 6,8. Metylenblatt och Azur B (basiska, positivt laddade) fargar ne-
gativt laddat DNA och RNA och heparininnehallande (basofila) granula i basofiler och trombocyter.
Eosin Y (rod, sur, negativt laddad) binder till basiska proteiner och acidofila granula i eosinofiler. In-
fargningen ar pH-beroende. Nukleolerna innehaller RNA och fargas ljust bl&, medan kromatinet inne-
haller DNA och fargas purpurviolett. Neutrofila granula fargas purpurviolett, basofila granula fargas
blasvart medan eosinofila granula fargas tegelréda, se tabell nedan.

Romanowsky Staining of Blood and Bone Marrow Films
Table I. Romanowsky stain; general scheme of

colouring

Nuclear chromatin Purple
Nucleoli Light blue
Basophilic cytoplasm Blue
Basophilic granules Purple-black
Eosinophilic granules Red-orange
Neutrophilic granules Purple
Toxic granules Black
Platelet granules Purple
Haemoglobinized erythrocytes Pink-orange
Auer rods Purple
Doehle bodies Bright blue
Howell-Jolly bodies Purple

Tabell ur referens 1.

Utstryket granskas och leukocyter klassificeras manuellt i ljusmikroskop eller genom digitala bilder fran
DI/DC system. Klassificeringen bor utforas pa tva separata glas av tva oberoende granskare.
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Referensintervall

B-Neutrofila granulocyter

Vuxna [5]*: 1,7-8,0 x 10°/L
Barn [6]

0-1 dagar: 5,5-27,5 x 10°/L
1-7 dagar: 4,5-22,5 x 10°/L
7 dagar-3 méanader: 1,6-17,5 x 109/L
3 manader-1 ar: 1,6-5,3 x 109L
1-5ar: 1,6-6,5 x 109/L
5-10 ar: 2,4-6,5 x 10°/L
10-16 &r 1,2-7,0 x 10°/L
16-18 ar: 1,7-8,0 x 109/L

B-Eosinofila granulocyter

Vuxna[5]: <0,7 x 10%L
Barn [6]

0-7 dagar: <2,6 x 10%/L

7 dagar-1 ar: <1,1 x 109/L
1-10 ar: <0,9 x 109/L
10-18 ar: <0,7 x 10°/L
B-Basofila granulocyter

Vuxna[5]: <0,3 x 10%L
Barn[6]: <0,3 x 10%/L
B-Lymfocyter

Vuxna[5]: 1,1-4,8 x 109/L
Barn [6]

0-7 dagar: 3,0-13,5 x 10%/L
7 dagar-3 méanader: 3,0-8,4 x 10%/L
3 manader-1ar: 4,0-8,4 x 10°/L
1-5 ar: 1,8-8,4 x 10%/L
5-10 ar: 1,8-5,0 x 10%/L
10-164r: 1,5-4,7 x 10%/L
16-18 ar: 1,1-4,8 x 10%/L

B-Monocyter

Vuxna[5]: <1,1 x 10%L
Barn [6]

0-1 dagar: 0,2-3,6 x 10%/L
1-7 dagar: 0,2-2,7 x 10%/L
7 dagar-3 méanader: 0,2-2,0 x 109/L
3 manader-5 ar: 0,2-1,8 x 109/L
5-10 ar: 0,2-0,8 x 10%/L
10-164ar: <0,9 x 109/L
16-18 ar: <1,1 x 10%L

*Referensintervall omfattar stavkarniga neutrofila (0,0-0,5 x10°%L) samt segmentkarniga neutrofila (1,7—7,5x10°%/L).
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Metodkarakteristika

Interferenser och felkallor

e Vid anvandning av EDTA-blod kan vissa morfologiska avvikelser som ¢kad vakuolisering, for-
andrad cellkdrneform och degranulering forekomma.

e Provets alder. Prov &ldre &n 4 tim. kan vara svara att klassificera da cellerna degranulerar, va-
kuoliseras och far pyknotiska karnor.

e En ej optimal utstryksteknik kan ge ojamn fordelning av leukocyterna och en stérre andel sén-

derstrukna celler.

Vid dalig infargning och hogt varde pa leukocyter kan infargningstiden behova forlangas.

Utebliven Romanowsky-effekt kan bero pa:

otillracklig tvatt for att fa bort metanol efter May Grinwald-steget

N = o o

andelen Azur B i Giemsa-fargen. Leverantdren har anvant en batch med fel proportion mety-
len blatt/Azur B.

3. felaktigt pH i Giemsa steget. Felaktigt pH pa fosfatbufferten kan ge avvikande farger; erytrocy-
ter (normalt réda) blir blagrona om pH ar for hogt. Karnfargen (purpur) minskar vid for lagt pH.
(pH ska ligga mellan 6,7 och 6,9).

Fungerande Romanowsky-fargning ska ge purpurfargade cellkarnor och granula som kontrasterar mot
blagra cytoplasma, se nedan.

e
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Det ar vanligt med icke fungerande Romanowsky-metoder [2]. Avsaknaden av kontrast mellan karna,
granula och cytoplasma vid misslyckad fargning forsvarar klassifikationen.

Matomrade
Ej applicerbart.

Detektionsgrans
Detektionsgransen for rakning av leukocyter i utstryk ar svar att faststélla men ar hégre an den i cell-
raknare da betydligt farre celler analyseras pa blodutstryk (se aven bilaga 1).

Matosakerhet
Se bilaga 1.

Spérbarhet
Equalis Rekommenderad rutinmetod for standardiserad morfologisk klassificering och bedémning av
celler i blodutstryk [7].

Ackreditering

Metoden for B-Diff (mikroskopi) vuxna (>18 ar) ar ackrediterad.

Metoden for B-Diff (mikroskopi) barn (<18 ar) ar ej ackrediterad pa grund av att sparbarhet for refe-
rensintervallen saknas.
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