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B-Leukocyter, B-Neutrofila, B-Diff, Sysmex XN-10 samt XN20

B-Leukocyter NPU02593
B-Diff NPU18156
B-Neutrofila NPU02902
B-Eosinofila NPU01933
B-Basofila NPU01349
B-Lymfocyter NPU02636
B-Monocyter NPU02840

Bakgrund, indikation och tolkning

B-Leukocyter

Bestamning av B-Leukocyter anvands for att upptacka leukopeni och leukocytos. Vid leukopeni med
nivaer under 1,0 x 109/L foreligger kraftigt 6kad risk for septicemi. Vid bade infektion och leukemi kan
saval sankta som kraftigt forhojda varden foreligga. Vid stress och efter maltid fas en latt forhojning av
antalet cirkulerande leukocyter [8]. Om det totala antalet leukocyter ar forhojt eller sankt, bor
komplettering ske med differential-rékning for att utrona i vilket/vilka cellsystem en rubbning foreligger.
Differentialrakning bor ocksa foretas vid normalt antal leukocyter om klinisk misstanke foreligger om
ett forandrat antal av nagot sarskilt cellslag eller leukemi.

B-Neutrofila, B-Diff
Differentialrakning i cellraknare &r bara tillampligt pa normala leukocytpopulationer. Atypiska eller
maligna cellpopulationer flaggas ut fran cellrdknaren for vidare analys med mikroskopi.

B-Neutrofila analyseras med en automatiserad cellréknare. Analysen bér endast anvéndas vid
uppfoljning av patient med kand diagnos, da instrumentlarm fran cellraknaren endast innebar manuell
kontroll av koncentrationen neutrofila i mikroskop. Eventuellt fynd av andra cellklasser, sasom blaster,
eller avvikande morfologi anges inte i svarsrapporten. Vid akut bestallning av B-Neutrofila lamnas svar
dygnet runt.

B-Diff (B-Differentialrdkning) analyseras med en automatiserad cellrdknare och anvands for
bestamning av B-Neutrofila, B-Eosinofila, B-Basofila, B-Lymfocyter samt B-Monocyter. Vid
instrumentlarm fran cellraknaren, vilket inger misstanke om avvikelse, utférs manuell kontroll i
mikroskop. Andra cellklasser samt kommentar om morfologisk avvikelse kan da inga i svarsrapporten.
Nar mikroskopisk kontroll kravs kan fullstandigt svar drdja till nastkommande vardag. Vid akut
bestallning av B-Diff lamnas dock svar pa B-Neutrofila dygnet runt.

Neutrofili, d.v.s. 6kning av antalet neutrofila granulocyter, ar ett ospecifikt tecken pa inflammatorisk
reaktion. Vid svara infektioner och sepsis kan stegringen bli mycket kraftig. | benmargen finns en
reservpool av mogna granulocyter som ar ca 20 ganger stérre an granulocytpoolen i karlbanan. De
senare utgors av en cirkulerande pool (vilken ar den vi méater) och en marginalpool som finns langs
vaggarna i mindre vener och snabbt kan rekryteras vid behov. Vid leukemi k&nnetecknas den vita
blodbilden av omogna cellformer vilka pavisas genom mikroskopering. En 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 10%L. Neutropeni kan aven vara autoimmunt betingad.

Eosinofili ses vid allergiska tillstdnd som astma, lakemedelsallergier och infektioner med
vissa parasiter. Aven vid bl.a. reumatiska sjukdomar kan eosinofili féreligga.

Basofili ses framfor allt vid myeloproliferativa tillstand.
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Lymfocytos, d.v.s. 6kning av antalet lymfocyter forekommer vid akuta virusinfektioner. Hoga och
mycket héga varden med en enformig, mogen bild, ses vid kronisk, lymfatisk leukemi. Vid
mononukleos ses lymfocyter som ar ndgot stérre &4n normalt. Lymfopeni, brist pa lymfocyter, ses bl a
vid behandling med kortikosteroider och cytostatika samt vissa immundefekter.

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

Erytroblaster forekommer vid grav anemi oavsett anemimekanism (dock ej aplastisk anemi) men &r
vanligast vid svar hemolytisk anemi. Vid rubbad benmargsfunktion (leukemi, benmargsmetastaser)
kan erytroblaster aterfinnas i perifert blod utan att den erytropoetiska aktiviteten behover vara hog [8].

Analysprincip

Flodescytometri med halvledarlaser i WNR kanal (White-Nucleated Red cells), B-Basofila, évriga
B-Leukocyter(WBC-N), NRBC, se figur 1.

Figur 1
2.8.4 WNR Analysis

Whole blood: 17pL
(3 dispense/

27 dispense for FCM) FCM detector block
Lycercel-lWWNR: 1mL Laser power: 3.4mW
Probe Fluoroce-WNR: 20uL ,
Reaction time: 7sec £ |
Temperature: 41 degrees C ey }_. =

CELLPACK == _

Reaction chamber Charging: 1TmL Dilution ratio:

Sample (15t charging) 1:61

tube Measurement time:
4.5sec

Measurement volume:
58.2uL

EDTA-blod (17uL) spads med Lysercell WNR (1mL) som innehaller en tensid som lyserar
erytrocyterna och permeabiliserar leukocyterna sa att fargen kan tranga in genom membranet, se figur
2. Samtliga leukocyter, forutom basofila, krymper. Infargning av nukleinsyror sker med ett
fluoroscerande fargamne, polymetin, vid 41°C i 7 sekunder. Provet injiceras i flédescellen dar
vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid sa att bara en cell ryms i stralens bredd. | flodescellen
med rod halvledarlaser (635nm) gors tre matningar varje gang en cell passerar laserljuset. Dels mats
ljusspridningen framat (forward scatter, FSC) och at sidan (side scatter, SSC). Dels méts fluorescens
vinkelratt fran laserstralen (side fluorescens, SFL), se figur 3. FSC d.v.s. cellens skugga ger
information om cellstorlek. SFL ger information om leukocyternas innehall av nukleinsyror. Genom
skillnader i storlek och fluorescensintensitet delas celler upp i leukocyter, erytroblaster och basofila
och presenteras i scattergram, se figur 4 [1, 2]. Aven vérde for totalantal karnforande celler fas fran
denna kanal.
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Figur 3
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Figur 4
WNR scattergram

FSC :Forward scattered light

SFL : Side fluorescent light

Flodescytometri med halvledarlaser i WDF kanal (White Differential), WBC-D, B-Neutrofila inkl. B-
Basofila, B-Eosinofila, B-Lymfocyter, B-Monocyter, omogna granulocyter och detektion av abnormala
celler, se figur 5.

Figur 5
2.8.3 WDF Analysis

Whole blood: 17pL
(2"C dispense/
15t dispense for FCM) FCM detector block
LycercellWDF: 1mL Laser power: 6.0mW
Fluorocel-WDF: 20uL "
Reaction time: 21.8sec ot |
Temperature: 41 degrees C yaty 1

- -

Probe

=

AR

CELLPACK =P = .

Reaction chamber Charging: 1mL Dilution ratio:
Sample (2" charging) 1:61
tube Measurement time:

4.5sec (13.5sec on low WBC)
Measurement volume:
58.2uL (174 .6pL on low WBC)

EDTA-blod (17uL) spads med med Lysercell WDF (1mL) som innehaller en tensid som lyserar
erytrocyterna och permeabiliserar leukocyterna s att fargen kan tranga in genom membranet, se figur
6. Leukocyterna bibehaller sin storlek for basta separation av cellklasserna och granula i basofila
granulocyter l8ses upp. Infargning av nukleinsyror sker med ett fluoroscerande fargamne, polymetin,
vid 41°C i 21,8 sekunder. Den langre lys/infargningstiden och narvaro av metanol i fargen paverkar
cellernas morfologi och infargning mer &n i WNR-metoden. Provet injiceras i flodescellen dar
vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid sa att bara en cell ryms i stralens bredd. | flodescellen
med rod halvledarlaser (635nm) gors tre matningar varje gang en cell passerar laserljuset. Dels méts
ljusspridningen snett framat (forward scatter, FSC) och &t sidan (side scatter, SSC). Dels méts
fluorescens vinkelratt fran laserstralen (side fluorescens, SFL), se figur 3.
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SSC &r ett matt pa reflekterande organeller inuti cellen, framst granula och karnans packning. SFL ger
information om leukocyternas innehall av nukleinsyror. Genom skillnader i SSC och
fluorescensintensitet delas leukocyterna upp i lymfocyter, monocyter, neutrofila inkl. basofila och
eosinofila och presenteras i scattergram, se figur 7 [1, 2].

Resultat p& B-Neutrofila erhalls genom subtraktion av basofila fran WNR kanalen.

Figur 6
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Flodescytometri med halvledarlaser i WPC kanal (White Precursor cells) pad XN20, se figur 8.
Reflexkanal vid flagga Blast/AbnLympho med detektion av omogna och abnormala celler, WBC-P.

Figur 8
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Provrér

EDTA-blod (17uL) spads med med Lysercell WPC (1mL) som innehaller en tensid som lyserar
erytrocyterna och angriper de kolesterolrika doménerna i leukocyternas membran och skapar porer i
dessa sa att Fluorocell WPC kan trédnga in genom membranet. Mogna celler har hogre halt lipider i
membranet &n omogna celler. Vid hogt kolesterolinnehall bildas fler och storre porer och vilket medfor
att cellmaterial lacker ut och cellen krymper. Stora porer underlattar ocksa infargning av nukleinsyror i
cellen, vilket sker med ett fluoroscerande fargdmne, polymetin, vid 34°C i en specifik
reaktionskammare, se figur 9.

Figur 9
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Omogna celler — farre lipider — mindre porer — svarare for fluorokrom att tranga in i cellen och
marka in nukleinsyra — hég FSC och lag SFL

Mogna celler — mer lipider — storre/fler porer — cellmaterial lacker ut samt underlattar for fluorokrom
att tranga in i cellen och marka in nukleinsyra — lag FSC och hég SFL
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Provet injiceras i flodescellen dar vatskestralen fokuseras med s.k. sheath fluid sa att bara en cell
ryms i stralens bredd. | flodescellen med réd halvledarlaser (635nm) gors tre matningar varje gang en
cell passerar laserljuset. Dels méts ljusspridningen snett framat (forward scatter, FSC) och at sidan
(side scatter, SSC). Dels mats fluorescens vinkelrétt fran laserstralen (side fluorescens, SFL), se figur
3. SSC ar ett matt pa reflekterande organeller inuti cellen, framst granula och karnans packning. FSC
ger information om cellernas storlek. SFL ger information om leukocyternas innehall av nukleinsyror
vilket ar beroende av bade membranets permeabilitet (lipidsammansattning) och DNA samt RNA
kvantitet. Genom skillnader i SSC, FSC och fluorescensintensitet separeras cellpopulationerna och
omogna samt abnormala celler detekteras och provet flaggas med respektive larm Blast? eller Abn.
Lymph? och vid mogna normala icke patologiska leukocyter frislapps provet, se figur 10[1, 16, 17].

Figur 10
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Referensintervall
B-Leukocyter

Vuxna [3]: 3,5-8,8 x 10%/L
Barn [11]

0-1 dagar: 9,0-30,0 x 10%/L
1-6 dagar: 5,0-25,0 x 10%/L
6 dagar-1 manad : 5,0-20,0 x 10%L
1-3 manader: 6,0-18,0 x 109/L
3 manader-3ar: 6,0-16,0 x 10°/L
3-6 ar: 5,0-15,0 x 109/L
6-18 ar: 5,0-13,0 x 109/L
B-Neutrofila

Vuxna [15] *: 1,7-8,0 x 10°/L
Barn [12]

0-1 dagar: 5,5-27,5 x 10°/L
1-7 dagar: 4,5-22,5 x 10%L

7 dagar-3 manader: 1,6-17,5 x 10%/L
3 manader-1 ar: 1,6-5,3 x 109/L

1-5ar: 1,6-6,5 x 109/L
5-10 ar: 2,4-6,5 x 10°%/L
10-16 ar 1,2-7,0 x 109/L
16-18 ar: 1,7-8,0 x 10°%/L
B-Eosinofila

Vuxna[15]: <0,7 x 109/L
Barn [12]

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

7 dagar-1 ar: <1,1 x 10°/L
1-10 ar: <0,9 x 10°/L
10-18 ar: <0,7 x 10°/L
B-Basofila [15]

Vuxna: <0,3 x 10%/L
Barn: <0,3 x 10%/L
B-Lymfocyter

Vuxna[15]: 1,1-4,8 x 10°/L
Barn [12]

0-7 dagar: 3,0-13,5 x 109/L
7 dagar-3 manader: 3,0-8,4 x 109/L
3 méanader-14r: 4,0-8,4 x 10°/L
1-5ar: 1,8-8,4 x 109/L
5-10 ar: 1,8-5,0 x 109/L
10-164r: 1,5-4,7 x 10°%/L
16-18 ar: 1,1-4,8 x 109/L
B-Monocyter

Vuxna[15]: <1,1 x 109/L
Barn [12]

0-1 dagar: 0,2-3,6 x 10%/L
1-7 dagar: 0,2-2,7 x 10%/L

7 dagar-3 manader: 0,2-2,0 x 10°%/L
3 manader-5 ar: 0,2-1,8 x 10%/L

5-10 ar: 0,2-0,8 x 109/L
10-164ar: <0,9 x 10°/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 felkéallor

Falskt for laga leukocyter vid leukocytaggregat [4].

Falskt for hdga leukocyter vid trombocytaggregat, lysresistenta erytrocyter, erytrocytaggregat,

kryoproteiner, kryoglobuliner, fibrin och stora trombocyter [4].

Matomrade

B-Leukocyter: 0,00 — 440,0 x10%/L [4].

Detektionsgrans

B-Leukocyter: 0,01x109/L.

Utvardering fran inkdrning av metod p& Sysmex XN-10 varen 2012.

Méatosakerhet
Utvardering fran inkdrning av metod p& Sysmex XN-10 varen 2012.
Niva XN-L XN-R XN-L XN-R Antal
B-Leukocyter Kristianstad Kristianstad Lund Lund
X109/L Imprecision Imprecision Imprecision Imprecision
CV% CV% CV% CV%
30
2,90 2,3 2,1 1,0 2,0
7,20 14 11 1,7 19
17,56 0,8 0,8 0,9 1,3
Sparbarhet

B-Leukocyter — ICSH expertpanel pa Cytometri, Clin Lab Heamatol. 1994;16,131-138. Rakningar pa
1:500 spadningar utférda pa SCC (Semi-automatiserad elektronisk impedans cellraknare) [9].

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

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