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Inledning

Inom den veterindrmedicinska klinikverksamheten finns mdjlighet att anvénda
sig av ett stort antal diagnostiska hjdlpmedel och det har under de senaste aren
kommit allt fler automatiska cellrdknare anpassade for veterindrt bruk. Om man
har kunskap om och forstdelse for dessa metoders anvindningsomréden,
mojligheter och begransningar, samt korrekt kan tolka resultaten kan man dka sin
behallning av sddana hjidlpmedel. Analys av blodprover, bland annat
hematologiska prover, 4&r numera en sjdlvklar del av den veterindrmedicinska
diagnostiken. Tillsammans med den kliniska undersdkningen &r dessa analyser
ofta inledningen pa en diagnostisk utredning och det blir allt mer vanligt att man
pa kliniken anvéinder sig av hematologiska analysinstrument for att snabbt fa
provsvar. Rétt utnyttjat kan detta underlédtta den dagliga verksamheten framfor
allt vad det géller det polikliniska arbetet ddr man snabbt vill stilla ritt diagnos
och sitta in adekvat behandling. Man har dessutom alltid farska prover till sina
analyser vilket dr en stor fordel jamfort med att skicka prover till ett externt
laboratorium.

For att arbetet med analyserna pa en klinik ska fungera pé bésta sitt finns det en

del faktorer att ta hénsyn till. Analyserna som utfors maste vara enkla och
kostnadseffektiva samt ha en hog tillforlitlighet. Tester som kraver mer avancerad
utrustning och som &r tidskrédvande ldmpar sig battre for ett referenslaboratorium
dér man dagligen analyserar ett stort antal prover och dér personalen har tid,
intresse och kunskaper att pd ett adekvat sétt utféra analyserna och utvérdera
resultaten. Vad man ocksd bor tinka pd &r att veterindren sjdlv ansvarar for
tillforlitligheten hos provsvaren vid eget laboratoriearbete (Tvedten, 1999).
Hematologiinstrument kréver nagon slags kvalitetskontroll for att man ska kunna
garantera korrekta analysresultat (Knoll, 2000). Denna kan till exempel utgéras
av att man regelbundet analyserar en kontrollvétska for vilken man vet de sanna
resultaten péd olika parametrar. Det dr ocksd viktigt att ha som rutin att skicka
prover, dir man &r tveksam till om resultaten &r korrekta, till ett
referenslaboratorium. Néar man Overvdger att borja med att analysera prover pa
kliniken bor man ocksd tidnka pa att detta medfor kostnader utover inkdp av
utrustningen. Utgifter for utbildning och personal som ska utfora analyserna, samt
for kvalitetskontroll och service av apparaturen kan bli betydande. Det &r viktigt
att personalen &r kunnig och har relevant utbildning dven d& det géller
anvandande av enklare instrument (Tvedten, 1999).
Da hematologiska instrument anvénds ska man vara medveten om att dessa aldrig
kan ersitta en manuell differentialrdkning. Det &r darfor viktigt att man har
mdjlighet att gora blodutstryk och att man antingen har personal som é&r
kompetent att beddma dessa eller att man har som rutin att lata sitt
referenslaboratorie utfora bedomningarna. Morfologisk beddmning av erytrocyter
och leukocyter dr endast mdjlig genom manuell granskning och likasé detektion
av stavkérniga neutrofiler, basofiler, intracelluldra parasiter med mera (Lilliechdok
& Larsson, 1998).

Maénga instrument analyserar ett flertal hematologiska parametrar. Resultaten
pa dessa bor utvirderas efter ett bestimt monster ddr man identifierar avvikande



resultat, definierar dem i termer som beskriver sittet de avviker pd samt graderar
fyndet i mild, mattlig eller kraftig avvikelse. Oftast definierar man avvikande
resultat sdsom resultat som faller utanfor referensvirdena for djurslaget i fraga
(Tvedten & Weiss, 1999a). Det ér da viktigt att hélla i minnet att referensvirden
kan variera med é&lder, kon och ras samt att de ofta bygger pd ett 95%
konfidensintervall (Tvedten, 1999). Detta betyder att 5% av den friska
populationen ligger utanfor referensvirdena utan att for den skull ha nigon
sjukdom.

Hematologiska analysmetoder

De automatiska cellriknare som anvéinds inom veterindrmedicinen bygger pa
olika tekniker, till exempel impedans, spektrofotometri, buffy coat analys,
flodescytometri eller en kombination av dessa. Eftersom tusentals celler
analyseras frén varje prov har de automatiska cellriknarna oftast bdttre precision
@n manuella metoder (Knoll, 2000). I dag &r de flesta instrument helautomatiska
vilket betyder att instrumentet spdder provet, tillsdtter lyseringsvétska, rdknar
cellerna och skriver ut resultatet. Det finns ocksa halvautomatiska instrument dér
man sjdlv maste forbereda prover infor en analys, till exempel spéda det.

Vid impedansmetoden spads provet med en elektrolytlosning och far sedan
passera mellan tva elektroder. Celler dr déliga elektriska ledare och varje gdng en
cell passerar mellan elektroderna registreras en fordndring i den elektriska
impedansen. Fordndringens storlek &r proportionell till cellens storlek. Pa detta
sitt kan antal celler och dess storlek bestimmas (Knoll, 2000). S&ddana system
analyserar vanligen mer &n 10 000 celler per prov och har dérfor en mycket hog
precision (Tvedten, 1993). Det dr viktigt att man pa dessa intrument kan anpassa
instillningarna for olika djurslag eftersom de olika cellernas storlek skiljer sig
mellan arterna.

Flodescytometri innebdr att laser anvdnds for att rdkna antalet celler och
bestimma dess innehdll. Cellerna passerar genom en laserstrale och kommer da
att absorbera och reflektera ljus. Brott i strdlen anvinds som matt pa antal celler
medan fordndringar i reflektionen av ljuset speglar cellernas storlek och utseende
(Knoll, 2000).

Analys av buffy coat bygger pa att olika blodceller lagger sig i olika lager, utifran
sin densitet, efter centrifugering i ett mikrohematokritrér. Buffy coat kallas det
skikt av leukocyter och trombocyter som bildas i ett centrifugerat blodprov. De
olika lagrens storlek mits och for att béttre kunna skilja mellan olika celltyper
fargas ocksd celluldra komponenter in med ett firgimne som fluorescerar vid
belysning med bla-violett ljus (Knoll, 2000).

Spektrofotometri anvinds framfor allt for att analysera hemoglobin-innehallet.



Syfte

Att utfora en utvirdering av tvd hematologiska analysinstrument avsedda for bruk
pa djurkliniker, och studera deras funktion, resultat, anvindarvianlighet med mera
vid analys av blodprover frdn hund och katt. De utvirderade instrumentern &r
QBC-V (IDEXX, Westbrook, USA) och scil Vet abc (ABX HEMATOLOGIE,
Montfellier, Frankrike).

En motsvarande utvérdering vad géller prover fran hist genomfordes av veterinér
Eva Eriksson, ar 2001. De bada projekten har till viss del skett i samarbete.

Material och metoder

Beskrivning av instrumenten

Huvuddelen av informationen i instrumentbeskrivningen nedan &r himtad fran de
béda instrumentens manualer.

OBC-V

QBC-V (Quantifying Buffy Coat) anvénder principen att olika blodceller har olika
densitet och darmed bildar olika lager vid centrifugering. Man kan efter
centrifugering i ett kapillarror urskilja tre lager vilka utgdrs av roda blodceller,
som har hogst densitet, buffy coat med de vita blodcellerna, samt plasma.

Till QBC-V anvinds ett speciellt kapillarror i vilket man med den tillhérande
pipetten suger upp 111 pl vél blandat helblod med EDTA-tillsats (Knoll, 2000). I
roret placeras sedan en cylindrisk flottor vars vikt gor att den placerar sig i den
ovre delen av det roda blodkroppslagret. Darmed tréngs cellerna i buffy coat ut
mot kapillarrorets vigg och bufty coatlagret expanderar ungefar tio gdnger (Holst
& Edqvist, 1991) vilket mojliggdér analys av cellerna i lagret. Nérmast
erytrocytlagret finns granulocyterna vilka har en relativt hog densitet. Ovanpa
dessa é&terfinns lymfocyter och monocyter medan trombocyterna placerar sig
overst 1 lagret (Owner's Manual). Insidan av kapilldrroret ar klddd med
acridinorange som fiargar nukleoprotein (DNA och RNA), lipoprotein,
glukosamin och andra celluldra substanser. Nér dessa belyses med blaviolett ljus
fluorescerar cellerna i olika firg beroende pa firgning. Lymfocyter och monocyter
som tar upp mycket firg i sin stora kérna far en gron fiarg. Trombocyter far en
blekgul firg medan normala erytrocyter inte fargas och dédrmed behéller sin roda
fairg (Owner’s Manual). Dessutom innehaller roret kaliumoxalat (Owner’s
Manual) som ger en svag osmotisk gradient mellan de réda blodkropparna och
granulocyterna vilket forbéttrar separationen av dem (Holst & Edqvist, 1991).
Under avldsningen, vilken sker i ett speciellt avldsningsinstrument, roterar
kapillédrroret och avldses atta gdnger under ett varv (Fornander, 2000). Det belyses
med ljus av specifik vaglingd och lingden pa zonerna registreras. For att fa
resultatet i talvdrden sker en omriakning baserad pa en genomsnittlig storlek for de
olika celltyperna (Holst & Edqvist, 1991). Dessutom fas resultatet i form av ett
histogram, se bilaga 1.



De parametrar som svaras ut dr hematokrit (EVF), hemoglobin (Hb), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), totalantal leukocyter (LPK),
granulocyter i procent av LPK och i absoluttal, mononukledra leukocyter, det vill
sdga lymfocyter och monocyter sammanslaget, i procent och absoluttal samt
trombocyter i absoluttal.

Hemoglobin-innehallet i erytrocyterna analyseras indirekt genom métning av
hur djupt flottoren sjunker i erytrocytlagret. Eosinofiler kan hos hund upptéckas
och kvantifieras om de finns i tillrickligt stort antal (>0.5x10°) Da anges bade
antalet eosinofiler och neutrofiler, neutrofilantalet fis genom subtraktion. Om
retikulocyter detekteras anges de i procent av hematokriten och om kirnférande
erytrocyter upptacks anges "NRSCs likely” (Owner’s Manual).

Resultatet fran analysen presenteras dels pd displayen men skrivs ocksé ut av en
skrivare sammankopplad med QBC-V. Béde display och utskrift 4r tydliga och
lattlasta. Varningar i form av flaggor och buffy coat-meddelanden skrivs ut da
apparaten har problem med analysen. Dessa vdrden anges ocksd blinkande pa
displayen. Den vanligast forekommande flaggan (#) betyder att provsvaret méste
kontrolleras, till exempel genom kontroll av histogrammet eller manuell
granskning av ett blodutstryk innan man bestdimmer sig for om resultatet ska
anvandas eller e;j.

Histogrammet utgdrs av tva grafer dir den ena illustrerar médngden DNA och den
andra méngden RNA/lipoprotein. Graferna visar intensiteten av fluroscensen i
buffy coat och markerar 6vergangen mellan de olika lagren. Se bilaga 1.
Histogrammet ger information om blodprovets sammansittning (Wegmann,
Hofmann-Lehmann & Lutz, 1997) och mojliggdr en beddomning av provsvarens
rimlighet.

Scil Vet abc

Scil Vet abc (Veterinary Animal Blood Counter) é&r ett automatiskt
hematologiinstrument som finns i tvé olika modeller, Vet abc 8p (analyserar atta
parametrar) respektive Vet abc 16p (analyserar 16 parametrar). I denna studie har
den senare modellen anvénts.

De réda parametrar Vet abc 16p analyserar och ldmnar resultat pé &r hemoglobin
(Hb), hematokrit (EVF), totalantal erytrocyter (EPK), mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC), red cell distribution width (RDW), antal trombocyter
(PLT) och mean platelet volume (MPV). Vita parametrar &r totalantal leukocyter
(LPK) samt en tre parts differentialrdkning med lymfocyter, monocyter och
granulocyter. Dessa tre parametrar anges bade som ett totalantal och utréknat i
procent.

Dessutom erhalls distributionskurvor &ver erytrocyter, trombocyter och
leukocyter, se bilaga 2. Instrumentet anger dven andelen eosinofiler om den
Overstiger en viss forutbestimd nivd som kan justeras av anvindaren fran 0,01%
till 25,5%.

Hemoglobinkoncentrationen mits spektrofotometriskt efter att erytrocyterna har
lyserats med hjdlp av en lyseringsvétska (ABC Vet User Manual).



For att rékna antalet leukocyter, erytrocyter och trombocyter anvénder sig Vet abe
av impedansmetodik. Blodet spids forst i en elektriskt ledande spddningsvitska
och far dérefter passera genom en liten &ppning mellan tva elektroder, mellan
vilka en elektrisk strom dr kopplad. Da celler dr déliga elektriska ledare kommer
varje cell som passerar Oppningen mellan de tva elektroderna att orsaka en 6kning
av ledningsmotstdndet och en métbar elektrisk impuls erhéllas vilken é&r
proportionell mot cellens storlek. Tva stycken matkammare och stromkretsar
analyserar var for sig leukocyterna respektive erytrocyterna och trombocyterna.

Den impuls som varje cell ger upphov till ndr de passerar mellan de tvé
elektroderna &r direkt proportionell mot cellens storlek och pa detta sitt kan MCV
och MPV analyseras. Hematokriten rdaknas ut av instrumentets dator med hjalp av
MCYV och EPK medan MCH och MCHC beréknas utifran uppmétt Hb, MCV och
EPK. Instrumentet anvénder sig av 256 cellanalyser nir det ritar kurvor over
erytrocyternas och leukocyternas storleksfordelning och 128 cellanalyser anvéinds
for trombocyterna. Mitomradet for leukocyterna &r 30-460 fl. Erytrocyternas
storleksfordelning ses i erytrocythistogrammet (méitomrade 25-300 fl). Parametern
red cell distribution with (RDW) anger spridningsmatt pa erytrocyternas storlek.
Trombocyterna réknas mellan ett lagt gransvarde som dr placerat pa 2 fl och ett
varierande hogt gransviarde (ABC Vet User Manual).

For att rdkna antalet leukocyter blandas 12 pl blod forst med spddningsvitska
och dérefter med en lyseringsvétska (ABC Vet User Manual). Lyseringsvétskan
forstor cellmembranen och eliminerar dérigenom erytrocyterna och trombocyterna
frin 1osningen (HESKA™'). Spidningsvitskan skyddar och forbereder
cellmembranen for differentialrdkningen medan lyseringsvétskan verkar pa
cellernas cytoplasmamembran och har olika effekt pa de olika celltyperna. Genom
lymfocyternas  cytoplasmamembran avges vattenloslig cytoplasma och
cellmembranet krymper ihop kring kérnan. Monocyterna genomgar en
intermedidr reaktion medan granulocyterna néstan inte paverkas alls av
lyseringsvitskan. 256 celler analyseras och beroende p& hur stor impuls de ger
upphov till delas de in i lymfocyter (30-100 fI), monocyter (100-150 fl) respektive
granulocyter (>150 fl) (ABC Vet User Manual). Eosinofilerna paverkas inte av
lyseringsvitskan och ar foljdaktligen de celler som befinner sig lédngst till hoger i
leukocyternas distributionskurva. Det exakta storleksintervallet for eosinofilerna

uppges ¢j.

Blodprover som analyseras skall vara farska, tagna fran vendst blod och EDTA
skall anvdndas som antikoagulantia. Analysresultatet erhalles dels pa
instrumentets display, men dven utskrivet av en skrivare. De prov eller parametrar
som instrumentet har haft svarighet att analysera flaggas ut med hjélp av sma
symboler bade pa utskriften och displayen (ABC Vet User Manual). Se bilaga 2.

Cell-Dyn 3500

Cell-Dyn 3500, som anvindes som referensinstrument i denna studie, &r
ursprungligen utvecklad for att analysera blodprover fran ménniska men har dven
utrustats med programvara for att kunna analysera prover fran djur. For att
analysera ett blodprov anvinds tre olika metoder, hemoglobin mits



spektrofotometriskt, leukocyter, erytrocyter och trombocyter riknas med impedans
medan flodescytometri med laser anvénds vid differentialrdkning (Knoll, 2000).

Studiens uppliggning

Patientprover fran hund och katt fran smadjurskliniken, Ultuna analyserades pa
de ovan beskrivna instrumenten och resultaten jimfordes med resultat fran Cell-
Dyn 3500 (Abbott, St Clara, USA) som anvénds i rutindiagnostiken vid
laboratoriet pé instutitionen for klinisk kemi. Analyserna utférdes under perioden
februari till mars ar 2001. De prover som analyserades var tagna samma dag och
var maximalt dtta timmar gamla. De analyserades forst pa Cell-Dyn 3500, av
ordinarie personal pa laboratoriet vid instutitionen for klinisk kemi, SLU, Ultuna.
Alla prover har sedan granskats manuellt (blodutstryk). Endast de parametrar dér
resultatet fran Cell-Dyn, vid den manuella granskningen, ansags rimligt anvéndes
i utvarderingen. Resultaten for MCH och MCHC redovisas inte eftersom man pa
grund av tekniska problem med Hb-kanalen pa Cell-Dyn under tiden for projektet
gjorde tvd smirre justeringar. Detta ger inte ndgra mirkbara fordndringar i
resultaten av hemoglobinmétningarna men da man réknar fram MCH och MCHC
utifran Hb potentieras skillnaderna och resultaten blir missvisande.

P& QBC-V analyserades 111 prover fran hund och 23 fran katt. Analyserna pé Vet
abc kom igdng nagot senare och pad detta instrumentet analyserades 78
hundprover och 23 kattprover.

Statistik

I den statistiska bearbetningen av resultaten har Microsoft Excel anvints.
Differensen mellan resultaten erhallna fran QBC-V och Cell-Dyn 3500 respektive
Vet abc och Cell-Dyn 3500 har for varje prov rdknats fram for de olika
parametrarna. Differensen presenteras dven som procent av resultatet erhéllet fran
Cell-Dyn och ér da ett medelvérde av alla de framréknade differenserna for varje
prov. Aven instrumentens medelvirde for de olika analyserna har riknats ut
liksom standardavvikelsen. Korrelation mellan instrumentens resultat har réknats
fram for alla parametrar och presenteras &ven med distributionsplottar.
Utvdrdering av korrelationen for varje parameter har baserats pa foljande
klassificering, vilken ocksé har anvénts i en studie genomford av Papasouliotis et
al (1999), dar korrelationen har bedémts som mycket bra (r=0,93-0,99), bra
(r=0,80-0,92), tveksam (r=0,59-0,79) eller dalig (r<0,59).

Vid bearbetandet av resultaten fran Vet abc har dessa beddomts ha acceptabla
eller icke acceptabla distributionskurvor. Denna definition é&r till viss del subjektiv
men de kriterier som har anvénts for att definiera acceptabla kurvor &r bland
annat att kurvan i princip ska nad baslinjen inom storleksintervallet for
parametern, att en tydlig dal ska finnas mellan olika cellpopulationer samt att
kurvan inte ska vara alltfor ojamn.



Resultat

Erytrocyter

De roda parametrarna visade en mycket god dverensstimmelse vad géller bada
instrumenten, se tabell 1 och 2. Korrelationen for QBC-V var 0,97 eller hogre for
de utvdrderade parametrarna och dven Vet abc visade korrelationer &ver 0,97,
med undantag for parametern red cell distribution width (RDW) dér korrelationen
var 0,81 for hund och 0,59 for katt.

Tre prover frén hund hade resultat som endast kunde anvéndas i utvirderingen av
hemoglobin. Tvda av dessa tre kom fran en patient med immunmedierad
hemolytisk anemi (tagna vid olika tillfallen) och Gvriga roda parametrar kunde da
inte analyseras pa grund av spontanagglutination. Det tredje provet kom fran en
hund med jarnbristanemi dér erytrocyt- och trombocytpopulationerna inte kunde
separeras péd grund av mikrocytos.

Vid analys av prover fran katt kunde Vet abc inte 1dmna ut resultat pd EPK frén
tvd katter utan larmade att proverna var tvungna att spddas for analysen. Detta
gjordes dock inte utan resultaten har i stéllet uteslutits ur berdkningarna.

Tabell 1. Resultat vid analys av EVF och Hb (g/L) pa QBC-V och Cell-Dyn 3500.

Parameter Djurslag n QBC-V Cell-Dyn Differens fran r  Korrelation
(medel) (medel) Cell-Dyn (%)

EVF Hund 108 0,41 0,39 4,9 0,98 Mycket bra
Katt 23 0,37 0,38 -1,7 0,99 Mycket bra
Hb Hund 111 134,5 1423 -5,0 0,97 Mycket bra
Katt 23 116,6 1277 -9,0 0,98 Mycket bra




Tabell 2. Resultat vid analys av EPK (x10'*/L), Hb (g/L), EVF, MCV (fl) och RDW pd Vet
abc och Cell-Dyn 3500.

Parameter Djurslag n Vet abc Cell-Dyn Differens fran r  Korrelation
(medel) (medel) Cell-Dyn (%)

EPK Hund 75 6,0 6,0 0,4 0,99 Mycket bra
Katt 21 85 8,1 4,4 0,99 Mycket bra
Hb Hund 78 146,11 139,8 5,2 0,99 Mycket bra
Katt 23 138,0 1270 9,1 0,98 Mycket bra
EVF Hund 75 0,42 0,39 8,8 0,99 Mycket bra
Katt 23 0,41 0,37 9,0 0,99 Mycket bra
MCV Hund 75 69,7 64,2 8,5 0,96 Mycket bra
Katt 23 46,1 441 4,7 0,97 Mycket bra
RDW Hund 75 154 17,3 -8,3 0,91 Bra
Katt 23 17,2 20,7 -16,8 0,59 Tveksam
Leukocyter

Prover fran hund analyserade pa QBC-V

Vid analys av totalantalet vita blodkroppar (LPK) hos hund, pa QBC-V erhélls
resultat utan flaggor fran 91 av 111 analyserade prover. Om man i berdkningarna
endast inkluderade dessa resultat var den procentuella avvikelsen fran Cell-Dyn
24,6% och korrelationen 0,62. Om man i stéllet inkluderade dven de flaggade
resultaten blev korrelationen 0,63. Det fanns fyra prover utan larm som markant
avvek fran regressionslinjen, se figur 1. D4 dessa fyra hundar med regenerativ
anemi togs ur berdkningarna blev dverensstimmelsen béttre, 0,89, och avvikelsen
fran Cell-Dyns resultat minskade till 8,1%.

QBC-V svarade ut resultat med flaggor pa 18 av de 111 proverna (16%) och
fran ytterliggare tva erholls inga resultat alls, trots att proverna kordes om.
Instrumentet rekommenderade ocksa omkoérning av 13 prover med osékra virden
som alla dven efter ett nytt prov flaggades. Fyra prover centrifugerades ytterligare
en gang, efter rekommendation frén instrumentet, men inte heller d& erhdlls
nagra vérden utan flaggor. Se dven sidan 26.

Prover fran katt analyserade pa QBC-V

Vid samma analys av proverna fran katt var differensen fran Cell-Dyn 21,2% d&
endast resultaten utan flaggor rdknades med och 24,2% da &dven de flaggade
virdena ingick i berdkningarna. Korrelationen var 0,75 respektive 0,86.
Korrelationen var alltsa hogre d& dven de flaggade resultaten rdknades med, se
figur 2.

Atta resultat (23%) pa LPK flaggades och tre av dessa svarades ut utan flaggor
efter ny analys av provet. Man kunde ocksa se att tva prover, dir QBC-V inte har
larmat, skilde sig uppenbart fran regressionslinjen (figur 2).
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Prover fran hund analyserade pa Vet abc

Da totalantalet leukocyter analyserades pa Vet abc och jimfordes med resultaten
fran Cell-Dyn uppnaddes en tveksam Gverensstimmelse (1=0,78) da alla erhéllna
resultat rdknades med.

Tre prover hade distributionskurvor som for leukocyterna beddmdes som
oacceptabla, utan att ndgot larm hade givits. D& dessa tre provsvar togs ur
berdkningarna okade korrelationen till 0,95 och den procentuella avvikelsen
minskade fran 10% till 8,6%. Fran tvd prover erhdlls inga resultat eftersom dessa
behovde spéddas for analys pa instrumentet. (Larmades med D for parametern.)

Prover fran katt analyserade pa Vet abc

Av de 23 blodprover fran katt som analyserades pa Vet abc var det ett prov dér
inget virde pa LPK erholls. Detta larmades d& och instrumentet foreslog att man
skulle spdda provet och analysera det igen. Inga spddningar gjordes i detta
projekt. Tolv resultat var larmade med AG 2 vilket betyder att LPK ar falskt for
lagt pa grund av aggregerade vita blodkroppar. Dessa resultat ska man enligt
tillverkaren ej anvidnda. Eftersom larmet inte anges i anslutning till resultatet pa
LPK &r det dock létt att missforstd detta larm. Om man exluderade dessa tolv
prover fran berdkningarna blev korrelationen i stillet 0,97 men resultat erholls da
endast frdn tio prover (43%). Nér alla provsvar rdknades med var den
procentuella differensen frén Cell-Dyn 27,6% och korrelationen var 0,87.

I figur 4 visas alla erhéllna resultat.
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Figur 1. Jamforelse mellan resultat for totalantalet leukocyter (x10°/L) vid analys av

prover fran hund pd QBC-V och Cell-Dyn 3500. I den 6vre figuren dr endast resultat utan
flaggor inkluderade medan den undre figuren visar alla erhéllna resultat.
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prover frén katt pa QBC-V och Cell-Dyn 3500. I den 6vre figuren dr endast resultat utan
flaggor inkluderade medan den undre innehaller alla erhallna resultat.
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Differentialrikning

Prover fran hund analyserade pa QBC-V

Vid jamforelse av antalet granulocyter utsvarade fran QBC-V med antalet
utsvarade fran Cell-Dyn var korrelationen mellan resultaten 0,63. Den
procentuella avvikelsen var i medeltal 29,3%. Overensstimmelsen forbittrades
inte &ven om man tog hénsyn till de resultat dir QBC-V har flaggat. (Samma
prover for vilka det ocksé flaggades pa LPK.)

Aven vid differentialrikningen framtridde de fyra proverna fran hundar med
regenerativa anemier som i LPK-resultatet avvek fran regressionslinjen. Om dessa
fyra resultat togs ur berdkningarna blev korrelationen 0,91, och avvikelsen frén
Cell-Dyns resultat minskade till 11,0%.

Vid analysen av den andra stora gruppen 1 differentialrdkningen, de
mononukleédra leukocyterna (lymfocyter och monocyter sammanridknade) flaggade
QBC-V vid resultaten for 11 av 111 analyserade prover. Korrelationen var délig
béde om de flaggade resultaten uteslots ur berdkningarna (0,39) och om de ingick
i berdkningarna (0,20).

I figur 5 ses jamforelser mellan resultat erhéllna fran QBC-V och Cell-Dyn for
granulocyter och mononukledra leukocyter. Hér har de flaggade resultaten
exkluderats.
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I 50 prover skilde QBC-V neutrofiler fran eosinofiler. Overensstimmelsen vad
géller neutrofilerna var 0,92 och for eosinofilerna 0,66. QBC-V gav genomgéende
hogre svar pa antalet eosinofiler dn vad Cell-Dyn gjorde och den procentuella
avvikelsen fran Cell-Dyns resultat var stor, se tabell 3.

Tabell 3. Resultat vid analys av neutrofiler (x10°/L) och eosinofiler (x10°/L) pd OBC-V i
Jjdmforelse med Cell-Dyn 3500.

Parameter Djurslag n QBC-V Cell-Dyn Differens fran r Korrelation
(medel) (medel) Cell-Dyn (%)

Neutrofiler Hund 50 91 10,1 4,3 0,92 Bra

Eosinofiler Hund 50 1,5 0,6 405,7 0,66 Tveksam

Prover fran katt analyserade pa QBC-V

Vid differentialrdkningen av leukocyterna hos katt sker endast en uppdelning i
granulocyter respektive mononukledra celler.

Vid analys av granulocyterna flaggades tre resultat, detta pa grund av att de olika
lagren i buffy coat inte separerat ordentligt. Dessa tre prover hade granulocytos
med resultat 6ver 20x10°/L. Korrelationen paverkades inte nimnvirt nir dessa
flaggade resultat togs ur berdkningarna, r=0,96 respektive r=0,94. I figur 6
presenteras alla resultat.

Vid analys av de mononukleéra cellerna (lymfocyter och monocyter) redovisar
QBC-V dessa tillsammans (liksom hos hund). Den genomsnittliga procentuella
avvikelsen dé resultaten fran QBC-V jamfordes med Cell-Dyns resultat var 73,1%
och korrelationen var 0,49. Endast ett resultat flaggades pa grund av dalig
separation av lymfocyt- och monocytlagret frdn ovriga lager. Detta resultat har
rdaknats med i ovan redovisade berdkningar. Niar resultatet exkluderades skedde
ingen foréndring i dverensstimmelse eller procentuell avvikelse.

Ett prov fick ett mycket hogre resultat vid analys pd QBC-V dn pé Cell-Dyn, se
figur 6.
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Prover fran hund analyserade pa Vet abc

Vid differentialrdkningen pa Vet abc sker en uppdelning i lymfocyter, monocyter
och granulocyter. Differentialrdkning erhdlls fran 76 av 78 prover. Andelen
eosinofiler angavs som mer én 2,1% (det hos instrumentet instdllda gransvérdet)
hos 45 av dessa och denna andel har sedan manuellt rdknats om till absoluta tal
for att kunna jamforas med resultatet frdn Cell-Dyn.

Ingen differentialrdkning erholls fran de tvd prover dér inget resultat pa
totalantalet leukocyter svarades ut. Inga larm forekom i differentialrdkningarna
trots att ett flertal distributionskurvor bedémdes ha ett oacceptabelt eller tveksamt
utseende.

Bland lymfocyt-resultaten fanns det tva som kraftigt avvek fran regressionslinjen,
se figur 7.

Generellt sags en délig Overensstimmelse for differentialrikningen med
korrelationer mellan 0,01 och 0,75. Men for resultatet pa granulocytrdkningen var
korrelationen mycket god (r=0,98) om man fran berdkningarna uteslot de resultat
som bedémdes ha oacceptabla distributionskurvor. Se tabell 4 dér resultaten av
differentialrdkningen pa Vet abc och Cell-Dyn redovisas.

Prover fran katt analyserade pa Vet abc

Vid differentialrdkningen anvénder Vet abc olika larm da de vita blodkropparna
har bildat aggregat for att uppmérksamma anvéindaren pa att man inte kan lita pa
differentialrdkningen och att &dven totalantalet leukocyter kan vara falskt for lagt
(Wedel, 2002).

23 prover fran katt analyserades och instrumentet larmade att ett av dessa behovde
spadas. Ingen differentialrdkning erholls fran detta prov. Tre svar (13%) hade
larmet AG 1 (klumpade vita blodkroppar men man ska kunna anvidnda utsvarade
virden) och hela tolv prover (52%) hade larmet AG 2 (klumpade vita
blodkroppar, man ska ej anvdnda utsvarade resultat). Endast sju prover (30%)
svarades ut utan larm. Av 23 analyserade prover erholls alltsa, enligt tillverkaren
tillforlitliga, resultat fran tio stycken, vilket motsvarar 43%.

Eftersom det dr troligt att anvéndaren av instrumentet antar att larmen endast ror
eosinofilerna (se bilaga 2 och diskussion) anvénds sannolikt dven de resultat som
flaggats med AG 2. Dérfor har berdkningar av korrelation och procentuell
avvikelse for dven dessa resultat gjorts, se tabell 5. Overensstimmelsen var god
for granulocyterna men dalig eller tveksam for 6vriga parametrar. Korrelationen
forbattrades dock om man endast rdknade med resultaten utan larmet AG 2.
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Trombocyter

Prover fran hund analyserade pa QBC-V

Om det forekommer trombocytaggregat i provet anger QBC-V att det finns fler &n
ett visst antal trombocyter. Man kan ocksd se att det finns aggregat genom att
studera histogrammet dér linjen som motsvarar cellernas innehdll av RNA och
lipoprotein da &r ojamn eller har en tydlig topp utanfor omréadet for
trombocyterna. Niar man uteslot de resultat som angivits med “fler 4n” okade
korrelationen fran 0,88 till 0,91 och virdena stimde béttre 6verens, se figur 8.
Vid analyserna av trombocyter pa Cell-Dyn hade 5 av de 122 proverna en icke
godkénd distributionskurva for trombocyterna, det vill sdga att ingen tydlig
storleksskillnad mellan trombocyter och ertyrocyter kunde ses pa kurvan. QBC-V
svarade ut resultat pd dessa men med anmérkningen “fler 4n” for fyra av de fem.
Dessa resultat har inte ingétt i berdkningarna.

Prover fran hund analyserade pa Vet abc

Vid analys av trombocyter pa Vet abc flaggades 9 av 76 utsvarade resultat (12%)
med en flagga som betyder att cellrdkningarna pad samma prov skiljer sig frén
varandra men att man &dnda kan anvénda resultatet. Frdn 2 av de 78 analyserade
proverna (3%) erhdlls inget resultat. Endast 50 prov (66% av utsvarade resultat)
bedomdes ha acceptabla distributionskurvor for trombocyterna. Av dessa var det
bara tre resultat som ldg utanfor referensvirdena, som pa Vet abc ar 150-
500x10°/L. Ovriga resultat utanfor referensvirdena hade alltsa icke godkinda
kurvor, fraimst pa grund av mycket ojamna kurvor eller kurvor som ej gick ner till
baslinjen inom intervallet for trombocyter. Av de fem prov dir
distributionskurvan frdn Cell-Dyn var oacceptabel var det ett som hade godkénd
distributionskurva pad Vet abc, dvriga fyra bedomdes vara oacceptabla. Vet abc har
inget larm som uppmirksammar anvindaren pa eventuella trombocytaggregat
eller problem med att trombocyter och erytrocyter storleksmissigt Gverlappar
varandra.

Analys av trombocyter frdan prover fran katt

Fran Cell-Dyn erholls vid analys av trombocyter endast fyra resultat med godkénd
distributionskurva medan tolv resultat hade distributionskurvor som beddmdes
som tveksamma. Det betyder att ingen tydlig dal, som representerar dvergangen
mellan erytrocyter och trombocyter, kunde definieras. Eftersom endast fyra
tillforlitliga resultat fanns gjordes inga berdkningar eller jamforelser mellan
resultaten fran de olika instrumenten. QBC-V svarade ut resultat pa alla prover
men 11 av 23 har aggregat som syns i histogrammen och som ocksd markeras
med “fler an”och sdledes troligen falskt for 1iga resultat. Aven Vet abc svarade ut
resultat pa alla prover men har inte larmat pa nagot resultat. Liksom for hund
saknas hos Vet abc ndgot larm som uppméarksammar anvéndaren pa eventuella
trombocytaggregat eller problem med Overlappning mellan trombocyt- och
erytrocytpopulationerna. Dock hade elva av proverna resultat under det lagre
referensvérdet, vilket kan bero pa trombocytaggregat och falskt ldga véirden. Tre
prover hade resultat under 50x10°/L.
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Figur 8. I den 6vre figuren visas resultaten frén analys av trombocyter (x10%/L) pa QBC-V
och Cell-Dyn 3500 frén prover fran hund. Hér har alla erhdllna resultat fran QBC-V
anvants, dven de som anges som “fler 4n”. Korrelationen blir d& 0,88. I den nedre figuren

har dessa exkluderats och korrelationen blir da i stillet 0,91.
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Flaggor och larm

OBC-V

QBC-V flaggar mer frekvent &n Vet abc och anvidnder d& framfor allt tecknet #.
Detta betyder, enligt manualen, att man maste vara extra uppmérksam och studera
histogrammet for att beddoma om resultatet ska anvéndas eller forkastas. I
anslutning till denna flagga anges oftast en tdnkbar forklaring till problemet (sa
kallade “buffy coat meddelande”). Alla prover med flaggor analyserades
ytterligare en gang, vilket resulterade i att 25% av proverna fran hund (28 av 111)
kordes om och 30% (7 av 23) frin katt. Atta respektive tre av dessa svarades da ut
utan flaggor. I tabell 6 visas en sammanstéllning av antalet flaggade resultat och
de bufty coat meddelanden som angavs.

Av de 28 resultaten med flaggor (hund) var det fyra som hade godkénda
histogram, dvriga bedomdes vid granskning av dessa ha ett oacceptabelt utseende.
Atta prover svarades ut utan ndgra flaggor vid ny analys (29% av de extra
analyserna). Ovriga 20 prover erhdll i stort sett samma resultat och samma
flaggor vid den andra analysen.

Vid analys av ett prov fran katt flaggade QBC-V vid en analys for att celler pa
toppen av flottéren storde hemoglobinanalysen. Detta larm sigs inte pd nagot
annat provsvar, varken for hund eller katt. Ungefér hélften av de prover fran katt
som vid forsta analysen hade flaggor svarades ut utan nagra flaggor efter ny
analys (tre av sju). Ovriga fyra hade vid ny analys i princip oférindrade virden
och histogram.

Tabell 6. En sammanstdillning av antalet flaggade resultat pa QBC-V och de "buffy coat-
meddelanden” som erholls. I tabellen ses ocksd resultatet av omkorningarna.

Prover fran hund Prover fran katt

Resultat vid ny Resultat vid ny
Buffy coat Antal analys Antal analys
meddelande (flaggor / utan) (flaggor / utan)
Anger ej orsak till
osakra varden 3 2/1 2 0/2
Otydliga buffy coat
lager 6 4/2 1 0/1

Erytrocyterna har ej

separerat fran

granulocyterna 8 7/1 2 2/0
Lymfo-/monocyter

har ej separerat fran

ovriga celler 8 7/1 1 1/0
Trombocyt-aggregat

pa flottdrens topp 3 0/3 1 1/0
Totalt 28 20/8 7 4/3
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Vet abc

Vet abc anvinder ett flertal olika flaggor och larm, se bilaga 2. Man kan forenklat
dela upp dessa i tre typer, antingen erhélls inget svar eftersom provet méste
spédas eller sd kan resultatet antingen anvéndas trots larm eller inte anvéndas.
Vid analys av 78 prover fran hund behdvde fyra prover spidas (tva génger for
LPK och tvd ganger for trombocyter). Cell-Dyn har pd dessa parametrar fatt
mycket hoga resultat. Fem prover hade pd LPK resultat med flaggor som betyder
att man trots dessa kan anvdnda provsvaren. Dessa provsvar anvéindes i bade
berdkningar och plottar. Prov med denna flagga analyserades ytterligare en géng
och flaggan forsvann da fran tva av provsvaren. Ett sidant larm forekom ocksé pa
atta trombocytanalyser och vid nio svar pd mean platelet volyme (MPW) och alla
fanns kvar vid ny analys. Larm som betyder att man inte ska anvénda resultaten
erholls pd tva resultat, bada pa totalantalet leukocyter (LPK). Vid ny analys
svarades det ena resultatet ut med flagga som betyder att man kan lita pa vérdet.
Resultatet fordndrades endast marginellet. Vid ny analys av det andra provet
erholls ett svar utan flagga men med en distributionskurva som bedémdes som
oacceptabel. Resultatet vid den nya analysen var mycket ldgre &n vid den forsta
och ocksd mycket ligre dn Cell-Dyns resultat. Ménga prover beddmdes ha
oacceptabla distributionskurvor dven om de saknade flaggor och detta indikerar
att instrumentet inte alltid flaggar, d4ven om nagot problem foreligger vid
analysen.

Alla prover med flaggor analyserades ytterligare en géng, dven om detta enligt
manualen ej skulle eller behovdes goras. Det resulterade i att 20 prover frdn hund
(26%) analyserades tva ganger. Enligt manualen skulle endast tva stycken (3%)
analyseras ytterligare en gang medan fyra prover (5%) skulle spddas. Tre av 23
prover (13%) fran katt larmades och skulle enligt manualen spiddas innan ny
analys. Tva av larmen gillde erytrocyterna (EPK) och Cell-Dyn fick p& dessa
prover resultat precis dver referensvirdena. Det tredje larmet var for LPK och dér
hade Cell-Dyn fatt ett kraftigt forhojt resultat. Dessa prover analyserades
ytterligare en géng, utan att spidas, med samma resultat. Larm som anger att
leukocyterna har aggregerat erholls pa 15 av de 23 analyserade proverna frén katt
(65%). Tre av dessa (13%) hade den typen av larm som betyder att man ska
kunna anvédnda resultatet, medan hela tolv prover (52%) hade virden som man
inte kunde lita pd. Endast sju prover svarades alltsa ut utan larm.

Praktiskt analysarbete

Varje gang QBC-V startas upp ska man kontrollkéra avldsningsenheten, vilket
gors genom att i den placera den medfoljande teststickan och proceduren tar en
till tvd minuter. Instrumentet kréver en viss manuell forberedelse av provet innan
analys. Hantering och analys av ett prov tar i genomsnitt nio minuter och av
denna tid utgdr centrifugeringen fem minuter. Om man samtidigt kor flera prov
och didrmed endast centrifugerar en gang kan tiden per prov minska till ungefér
fem minuter om fem prov kors. For analys beh6vs 111 pl helblod.

For att minimera det antal prov QBC-V har svarighet att analysera och ddrmed
undvika att behdva kdra om proverna bor man striva efter att farga in varje prov
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nagot ldngre dn de 30 sekunder som rekommenderas fran tillverkaren. Vid endast
30 sekunders infirgning tycks antalet buffy coat-meddelanden som ror otillracklig
infirgning 6ka. En nackdel med QBC-V idr att man inte, utan att koppla in
Kruuses instrument for kemiska analyser, kan fa patientnummer eller annan
information utskriven p& provsvaret dd instrumentet saknar tangentterminal.
Négot man ocksd maéste ta i beaktande &r att centrifugen 4r mycket hogljudd och
att det dr svért att arbeta i ndrheten av den da den &r igang.

Tillhdrande manual &r pa engelska och &r mycket tydlig och latt att forstad. Den
beskriver till storsta delen behandlingen av proverna och tolkning av resultatet
och saknar ndstan helt tekniska data och ingdende beskrivning hur apparaten
arbetar och fungerar.

Vet abc dr ett helt automatiskt instrument och ingen forberedelse av provet,

forutom blandning av blodet, krivs infor analys. Vid analys anvinds 12 pl helblod
och analys av ett prov tar mellan tva och tre minuter. Tiden ar dé réknad fran att
provet sitts in i apparaten tills resultatet &r utskrivet.
En uppstartningsprocedur, som tar ungefir sex minuter, gors varje gang
instrumentet startas och forsdkrar att det inte finns nagra partiklar i systemet som
kan péverka resultatet. Déarefter ska kontrollprover analyseras for att verifiera att
instrumentet ger rattvisande resultat, innan prov kors. Dessa kontrollprover utgors
av vitskor som bestills av tillverkaren och det &r viktigt att dessa dr firska
eftersom de har en begriansad héllbarhet. Varje vecka skall man Oppna
instrumentet och leta efter lickage samt torka av de olika kamrarna. En géng i
manaden skall man kora igenom Vet abc med en tvéttvitska och en géng arligen
skall instrumentet ha service (ABC Vet User Manual). Bade display och utskrift
dr tydliga och léttlasta. Pa utskriften erhalles datum och tid for analysen, provets
nummer (anges av anvdndaren), det valda djurslaget, analysresultat med
tillhérande larm om det finns néagra, histogrammen och sekvensnumret.
Sekvensnumret nollstills varje gdng instrumentet slas pa och kan inte paverkas av
anvéndaren.

Diskussion

QBC-V

Vid jamforelse mellan resultat erhallna fr&n QBC-V och frén Cell-Dyn var
overensstimmelsen for de roda parametrarna mycket god, bade for prover frén
hund och frén katt. Man har dven i andra, liknande studier sett mycket goda
korrelationer for dessa parametrar (Brown & Barsanti, 1988; Wegmann,
Hofmann-Lehmann & Lutz, 1997). Instrumentet uppvisade dock uppenbara
problem vid analys av vissa prover fran patienter med regenerativ anemi. I prov
med kraftigt regenerativ anemi och stor forekomst av retikulocyter och
kdrnforande erytrocyter har QBC-V tolkat dessa celler som granulocyter, vilket far
till foljd att totalantalet leukocyter blir falskt for hogt. Detta kan ske eftersom
retikulocyterna dr storre och har lagre densitet 4n vanliga erytrocyter och de har
ocksé ribosomer for hemoglobinsyntes kvar i cytoplasman. Dérmed far linjen som
i histogrammet illustrerar RNA en hogre nivd for retikulocyter dn for normala
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erytrocyter. Sarskilt tydligt var detta hos en patient med regenerativ anemi med en
hematokrit pa 0,10 och med 25% retikulocyter. QBC-V angav att antalet
leukocyter var 48x10°/L medan resultatet fran Cell-Dyn endast var 9,3x10°/L. Ett
sddant provsvar frin QBC-V ger da en bild av en kraftig anemi och dessutom en
kraftig inflammation med leukocytos och granulocytos. Inga flaggor férekom men
vid kontroll av histogrammet sidg man att inga tydliga skillnader pa kurvorna
fanns dér instrumentet dragit gransen mellan erytrocyter och granulocyter.

Fran en patient med jarnbristanemi kunde endast Hb-vérdet lamnas ut frén Cell-
Dyn, eftersom erytrocyt- och trombocytpopulationerna inte kunde separeras pa
grund av mikrocytos. QBC-V svarade ut resultat pa alla parametrar utan flaggor
men hade ett histogram som indikerade att resultaten inte var palitliga.
Histogrammets utseende beror pd att anemin &dven var regenerativ och att
retikulocyter och kdrnforande erytrocyter har tolkats som granulocyter.

Ett annat problem uppstod vid analys av tva blodprov tagna vid olika tillfillen
fran en hund med immunmedierad hemolytisk anemi. Frdn Cell-Dyn ldmnades
svar ut endast for Hb, eftersom spontanagglutination resulterade i felaktiga svar
for Ovriga erytrocytparametrar. Autoagglutination kan ge upphov till felaktiga
analysresultat men kan oftast detekteras vid kontroll av distributionskurvorna
(Tvedten & Weiss, 1999b). QBC-V svarade ddremot ut resultat utan négra flaggor
pa Hb, EVF och MCHC. I histogrammet var dock de flesta cellerna klassificerade
som leukocyter och ingen tydlig gréns sadgs mellan granulocyter och erytrocyter.
Inga svar erholls p&d Ovriga parametrar vilket tillsammans med histogrammets
utseende indikerar att man manuellt maste bedéma ett blodutstryk.

I detta projekt kunde inte parametern MCHC utvédrderas pa grund av att man
justerade Hb-instéllningarna pa Cell-Dyn. I andra, liknande studier, har man dock
fatt dalig korrelation for MCHC vid analys av badde hund- och kattprover da
resultaten har jimforts mellan QBC-V och olika referensmetoder (Wegmann,
Hofmann-Lehmann & Lutz, 1997; Papasouliotis ef al, 1999).

Vid jamforelse mellan resultaten for totalantalet leukocyter (LPK) kan
overensstimmelsen mellan QBC-V och Cell-Dyn anses vara tveksam for bade
hund och katt (r=0,62 respektiver r=0,75). Dessutom hade en relativt stor del,
18% av proverna fran hund och 35% av proverna fran katt, resultat med flaggor.
Samma flaggor fanns till stor del kvar dven vid upprepad analys av dessa prover,
se sidan 26. Det fanns fyra prover fran hund vars resultat for LPK skilde sig
kraftigt mellan QBC-V och Cell-Dyn och som i plotten i figur 1 tydligt avviker
fran de Ovriga resultaten. Dessa fyra prover hade alla forhdjd andel retikulocyter
och ett hade dven kérnforande roda blodkroppar och dessa celler har i stéllet
riknats som granulocyter. Aven vid analys av prover frin katt fanns det tva
resultat som klart skilde sig fran de ovriga, se figur 2. Det &r inte kédnt vad
orsaken till dessa avvikande resultat & men i det ena provet fanns mycket debri
som kan ha placerat sig bland de mononukledra cellerna vid centrifugeringen
infor analysen pd QBC-V. Det andra provet hade ett histogram som gor att man
misstdnker att grinsen mellan trombocyter och mononukleéra celler samt mellan
mononukleédra celler och granulocyter kan vara fel placerad. I si fall &r antalet
leukocyter falskt for hogt och s& ockséd andelen granulocyter, medan andelen
mononukleéra celler &r falskt for lag.
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Vid analys av granulocyter fran hund var dverensstimmelsen god mellan resultat
fran QBC-V och Cell-Dyn, om man utesl6t de fyra prover med regenerativ anemi
som har diskuterats ovan. QBC-V delade hos knappt hilften av proverna upp
granulocyterna i neutrofiler och eosinofiler och hade da for neutrofilerna en god
korrelation medan den for eosinofilerna var mer tveksam. QBC-V ldmnade
konsekvent ut hogre resultat p& eosinofilerna dn vad Cell-Dyn gjorde. Man har
dven 1 en annan studie sett att QBC-V far hogre resultat, 4n bland annat Cell-Dyn,
vid analys av eosinofiler hos hund. En jamforelse gjordes mellan QBC-V, Cell-
Dyn 3500 och ytterliggare ett instrument, Technicion H-1. QBC-V hade vid
analys av 48 prover frdn hund ett medelvirde pa 1,95x10°/L medan det pa Cell-
Dyn var 0,90x10°/L och pa Technicion 1,01x10%/L (Lilliehock, 2001b).

Overensstimmelsen for granulocyter frin prover frin katt var mycket god
(r=0,94) och liknande resultat har setts i en studie utford av Wegmann et al
(1997). Daremot uppvisades en sdmre korrelation (r=0,78) av Papasouliotis et al
(1999).

Korrelationen mellan resultaten for de mononukledra leukocyterna, var vid
analys av prover frdn hund pd QBC-V och Cell-Dyn délig. D& de flaggade
resultaten uteslots ur berdkningarna var den endast 0,39. Denna korrelation &r
nagot ldgre dn i liknande studier beskrivna (Wegmann, Hofmann-Lehmann &
Lutz, 1997; Papasouliotis et al, 1999). Korrelationen for samma parameter hos
katt var i denna studie 0,49 vilket dr ndgot bdttre &n vad som har redovisats av
Papasouliotis et al (1999). Wegmann et al (1997) fick en négot bittre
overrensstimmelse for parametern.

Vid analys av prover frén tvd hundar med immunmedierad hemolytisk anemi
fick Cell-Dyn resultat pa totalantalet leukocyter pa over 100x10°/L. QBC-V gav
inte nagot svar pa dessa prover vilket beror pa att resultaten var hogre &n
instruments matomradde (Owner’s Manual). Nér inget resultat pd LPK anges
erhalls heller ingen differentialrdkning.

Trombocyter har en stor forméga att bilda aggregat och detta &r ett stort
problem vid trombocytrdkningen. I en studie gjord av Koplitz et al (2001)
bildades trombocytklumpar i 54% av blodproverna frén hund 4ven dd man var
mycket noga med provtagningsforfarandet. Vid analys av blodprover fran hund pa
QBC-V fanns aggregat hos en stor del av proverna, 49%, och enlig tillverkaren
betyder detta att resultatet av analysen blir falskt for lagt. Koplitz et al havdar
dock att resultatet fran QBC-V kan bli bade falskt for hogt och for lagt (Koplitz,
Scott & Cohn, 2001). I jamforelsen mellan QBC-V och Cell-Dyn hade QBC-V,
trots att instrumentet anger “fler &n”, generellt hogre viarden pé trombocyterna én
vad Cell-Dyn hade. Man ska dock ténka pé att QBC-V har hogre referensviarden
for trombocyter (175-500 for hund) &n motsvarande pa Cell-Dyn (150-450 for
hund).

En stor fordel med QBC-V ér att den vid trombocytaggregat anger ett resultat med
tilligget “fler &n”. Detta gor att man med resultatet tillsammans med
histogrammet l4tt kan skaffa sig en uppfattning om det ungefirliga
trombocytantalet. Detta dr relevant vid kliniskt arbete ddr man séllan behover veta
det exakta antalet trombocyter utan just dr intresserad av om det dr normalt, hogt
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eller lagt. Man ska dock ha i &tanke att QBC-V egentligen méter volymen av
trombocyterna och sedan rdknar ut antalet baserat pad en antagen storlek for
trombocyter. Detta gor att man vid forekomst av stora trombocyter kan fa ett falskt
for hogt antal.

Hos katt &r falskt for laga trombocytantal mycket vanligt och den frimsta
anledningen till detta &r aggregerade trombocyter (Twedten, 1993). Det dr dérfor
svart att analysera trombocyter i hematologiska instrument. Detta sags ocksd da
blodprover fran katt analyserades pa Cell-Dyn dér endast 4 av 23 resultat (17%)
beddmdes ha acceptabla distributionskurvor. Med en referensmetod som inte &r
optimal for analys av denna parameter var det naturligtvis svart att utvirdera de
Ovriga tvéd instrumenten i studien. QBC-V ldmnade resultat pa alla prover fran
katt och angav resultatet som ”fler 4n” pa néstan hélften av proverna.

QBC-V flaggade ofta vid de resultat som instrumentet ldmnade ut. Flaggor
forekom for 25% av proverna fran hund och for 30% fran katt. De provsvar som
svarades ut med flaggor hade till stor del &ven histogram som borde
uppmérksamma anvéndaren pé att resultaten inte var tillforlitliga. Av 28 prover
(frdn hund) med flaggor var det fyra som hade histogram med kurvor som gjorde
att man kunde Overviga att tro pa resultaten. Ovriga kunde inte godkénnas. I
manualen anges att man sjdlv ska avgora om flaggade virden ska anvéndas eller
om provet maste koras om, men om man &r ovan att tolka histogrammen kan
detta vara mycket svart att avgora. Det kan ockséd vara svért att pa forhand sidga
om resultaten kan komma att svaras ut utan flaggor vid ny analys, och en stor del
av alla prover med flaggade svar kommer dérfor troligtvis att analyseras
ytterligare en géng. Detta dr mycket tidskrdvande dd man &terigen maste
genomfora hela analysforfarandet med bland annat infirgning och centrifugering.
Efter ny analys forekom fortfarande flaggor pa 20 av provsvaren, vilket betyder att
man vid ny analys erhdll svar utan flaggor fran 29% av de omkorda proverna. Vid
ny analys av sju prover fran katt, med flaggor, forsvann dessa for tre av proverna.
Det finns inget som tyder pa att instrumentet skulle flagga oftare for nagon viss
typ av hematologiska problem dn for ndgon annan. I var studie kom en tredjedel
av proverna med flaggade resultat fran hundar med anemi men sa utgjorde ocksa
andelen patienter med anemi 28% av alla analyserade prover.

Vet abc

Aven for Vet abc var dverensstimmelsen for resultaten pa de roda parametrarna
mycket god, med undantag for red cell distribution width (RDW). Mycket goda
korrelationer for dessa parametrar har dven visats i liknande studier (Perkins et
al, 1999; van Leeuwen & Teske, 1999; Schwendenwein & Jolly, 2001). Vet abc
hade dock svérigheter att korrekt analysera prover frén patienter med mikrocytira
anemier dir de smé erytrocyterna gav en Overlappning mellan erytrocyt- och
trombocytpopulationerna. P4 trombocyternas distributionskurva ségs ingen tydlig
grins mellan trombocyter och erytrocyter vilket beror pd en otillracklig
storleksskillnad mellan cellpopulationerna. Detta gor att trombocytantalet blev
falskt for hogt medan antalet erytrocyter i stéllet blev falskt for lagt.

Vid analys av de tvd proverna fran en hund med immunmedierad hemolytisk
anemi och autoagglutination ldmnade Vet abc ut resultat pa alla roda parametrar
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men inte pd de vita. Inga larm forekom men distributionskurvorna for
erytrocyterna och for trombocyterna beddmdes ha ett oacceptabelt utseende.
Kurvan for erytrocyterna var mycket ojimn och for trombocyterna hade den en
lang, jdmn svans som strickte sig in i intervallet for erytrocyter. Ingen kurva for
leukocyterna erholls.

I denna studie har inte MCH eller MCHC utvérderats men da resultat pa dessa
parametrar har jimforts mellan Vet abc och referensmetoder har man i liknande
studier sett bra eller mycket bra korrelation for MCV och MCH men tveksam eller
délig korrelation for MCHC (van Leeuwen & Teske, 1999; Schwendenwein &
Jolly, 2001).

Overensstimmelsen mellan resultat fran Vet abc och Cell-Dyn var for totalantal
leukocyter fran hundprover ganska god (r=0,78). Korrelationen okade till 0,95 nér
man frén berdkningarna uteslot tre resultat som hade distributionskurvor som
beddomdes som oacceptabla. Detta visar pé att resultaten blir mer tillforlitliga om
man noga kontrollerar kurvorna innan man avgdér om man ska anvénda de
utsvarade resultaten. Instrumentet kunde inte analysera LPK frén tva prover dar
antalet leukocyter Oversteg testgrdnserna och ldmnade ddrmed inget resultat pa
nagon av de vita parametrarna. Dessutom larmades tva resultat for LPK med en
flagga som betyder att resultatet inte kan anvindas. Ett av proverna som flaggades
fick efter ny analys ett resultat utan flaggor men distributionskurvan for
leukocyterna kunde inte godkdnnas. Av 23 prover fran katt hade tolv resultat
(52%) flaggan AG 2 som anger att det finns cellklumpar i provet och att LPK kan
vara falskt for lagt. Detta gor att en stor del av provsvaren inte kan anvéndas,
vilket givetvis minskar anvéndbarheten av Vet abc for analys av kattprover. Ett
prov hade ett totalantal leukocyter som var hogre &n instrumentets testgrénser och
inget resultat erhélls. Overensstimmelsen for de tio provsvar som inte flaggades
var dock mycket god, r=0,97.

Overensstimmelsen mellan resultaten fran differentialrikningen pa Vet abc och
Cell-Dyn var vid analys av prover frdn hund 6verlag dalig och ingen korrelation
fanns for varken monocyter eller lymfocyter. Den enda parametern med god
korrelation, och som man dédrmed kan anvénda, dr granulocyter och detta endast
om man forst kontrollerar resultatet med hjilp av distributionskurvan. Denna
slutsats kan dras eftersom Overensstimmelsen forbéttrades s& markant da de
resultat dér kurvorna bedomdes som oacceptabla (28%) uteslots ur berdkningarna.
Aven vid analys av prover fran katt var korrelationen god for granulocyterna och
det fanns ocksa en bra dverenstimmelse mellan resultaten pa lymfocyterna hos de
tio prover utan larmet AG 2. Det dr dock tveksamt om differentialrdkningen &r
anvindbar for klinisk diagnostik eftersom mer @n héilften av resultaten larmas
med AG 2 och dérmed inte ska anvidndas. Man maste dessutom noga granska
distributionskurvorna innan resultaten accepteras.

Liknande resultat har, bade for prover frdn hund och katt, publicerats av
Schwendenwein et al (2001). Forfattarna anser att resultaten frén
differentialrdkningen pa Vet abc dr oanvéndbara.

Vid analys av totalantal leukocyter och antalet lymfocyter fanns det tva prover
fran hundar med regenerativ anemi vars resultat tydligt avvek fran ovriga. Vet abc
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fick mycket hogre resultat pad bdde LPK och antalet och andelen lymfocyter vilket
troligtvis berodde pa att instrumentet tolkade retikulocyter som lymfocyter. Detta
problem kan bero pa att retikulocyterna inte paverkas pa samma sétt som vanliga
erytrocyter av den lyseringsvitska som Vet abc anvinder vid
differentialrakningen. Erytrocyter ska lyseras totalt och ddrmed inte finnas kvar i
provet vid differentialrikningen. Om detta inte lyckas ar det mojligt att
instrumentet uppfattar de icke lyserade retikulocyterna som cellkdrnor frén
lymfocyter eftersom lyseringsvétskan paverkar lymfocyterna sa att cellmembranet
krymper ihop kring kérnan. Ett sddant provsvar kan da tolkas som en anemi och
en kraftig lymfocytstimulering, alternativt lymfocytir leukemi, nédr de vita
blodkropparna egentligen ligger inom normalvardena.

Det &r ovanligt att katter har forhojt antal eosinofiler (Tvedten & Weiss, 1999b)
och det var ingen av de 23 katterna i denna studie som vid analys pa Cell-Dyn
hade eosinofili (>1,5x10°/L). Vet abc gav diremot resultat med forhojt antal
eosinofiler for fem av katterna men alla dessa resultat larmades med flaggan AG
2. Pa kurvan ses eosinofilerna som en kvarstdende svans i leukocythistogrammet
och kurvan gér ej ner till baslinjen. Det dr hdr man kan tdnka sig att eventuella
cellklumpar bildade av ihopklumpade leukocyter skulle placera sig, pa grund av
sin stora storlek. Darfor dr det rimligt att tro att det som Vet abc rdknar som
eosinofiler egentligen ar cellklumpar, vilket den ocksd varnar for med AG-
flaggorna. Resultat flaggade med AG 2 ska ej anvdndas och didrmed blir
parametern oldmplig att anvinda vid analys av prover fran katt pa instrumentet.
Andelen eosinofiler hos hund angavs for 45 av de 78 analyserade proverna. For
dessa resultat var dverrensstimmelsen délig (r=0,14) och den forbéttrades endast
lite dd resultat med kurvor, som bedémdes vara oacceptabla, togs bort ur
berdkningarna (r=0,21). I en studie genomford av Guelfi et al jimfordes
distributionskurvans utseende med andelen eosinofiler frdn en manuell
differentialrdkning p&d 468 hundar. De flesta resultat i den studien hade god
overensstimmelse mellan manuell eosinofilrdkning och kurvans utseende. Detta
betyder att prov som hade kurvor med en hojning i den hogra delen, som
motsvarar storre celler, ocksd hade en 6kad andel eosinofiler (Guelfi & Espie,
2002). Schwenwein et a/ (2001) har ddremot visat pa en dalig 6verrensstimmelse
for parametern.

Papekas bor att Cell-Dyn ibland inte kan identifiera alla eosinofiler i prover frén
hund eller katt, men detta &r av mindre betydelse da resultatet alltid kontrolleras
av kunnig laboratoriepersonal.

Da Vet abc analyserar monocyter rdknas alla celler inom ett fast
storleksintervall som monocyter. Ingen hénsyn tas till variationer i cellstorlek
vilket gor mdtmetoden mycket oflexibel. Ofta kan ingen gréns alls ses mellan
lymfocyter och monocyter respektive monocyter och granulocyter, se bilaga 2.
Ingen korrelation fanns heller vid jamforelse mellan resultaten vid analys pa Vet
abc och pad Cell-Dyn. Detta medfor att monocytrdkningen pa Vet abc é&r
oanvindbar, instrumentet hade troligen gett mer kliniskt relevanta resultat om
antalet monocyter och lymfocyter tillsammans angavs som mononukleéra
leukocyter.
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Vid trombocytrikningen pa Vet abc hade de allra flesta proverna frdn hund med
resultat utanfor referensvérdena oacceptabla eller tveksamma distributionkurvor.
Detta berodde troligen pé svarigheter att skilja mellan erytrocyter och trombocyter
vid tillfallen d& dessa hade liknande storlek. Man far vid trombocytopeni ofta
storre trombocyter &n normalt (Weiss, 2000) vilket paverkar distributionskurvans
utseende da trombocyterna kommer in i erytrocyternas storleksintervall. Orsaken
till att prover med hoga trombocytantal hade avvikande kurvor kan vara en
mikrocytdr anemi med s& pass sma erytocyter att de d& gav en Overlappning
mellan cellpopulationerna. Detta sags framfor allt pd en hund med jarnbristanemi
och mikrocytéra erytrocyter.

Eftersom resultaten for prover med godkénda kurvor lag inom ett sndvare
intervall blev ockséd korrelationen simre da resultat med icke godkdnda kurvor
exkluderades ur berdkningarna. Vet abc har inget larm som uppmérksammar
anvindaren pa trombocytaggregat eller problem dé& trombocyter och erytrocyter
storleksmiissigt verlappar varandra och detta ir en klar nackdel. Overlappningar
i storlek ger relativt tydliga fordndringar i distributionskurvorna och kan séledes
upptickas genom att studera dessa, medan det dr svarare att uppmérksamma
trombocytaggregat.

Enligt Koplitz et al blir resultat fran ett impedansinstrument falskt for ldga om
aggregat finns. Detta pd grund av att instrumentet kan misstolka klumparna for
att vara storre celler, till exempel leukocyter (Koplitz, Scott, & Cohn, 2001).
Instrumentet ldmnade resultat for trombocyterna pé alla prover fran katt. Da
QBC-V angav resultatet som “fler 4n” pa grund av trombocytaggregat pa nistan
hélften av proverna medan Vet abc inte hade ett enda larm framstér Vet abc som
mindre tillforlitlig nér det géller analys av trombocyter. De distributionskurvor for
trombocyter som erholls fran Vet abc skiljer pd trombocyter och erytrocyter
genom att dela upp dem i tvé helt skilda populationer, baserat pé cellernas storlek.
I en del fall gar kurvan ner till noll innan den &terigen stiger. Detta skulle betyda
att trombocyter och erytrocyter har s& pass stor storleksskillnad att de hamnar i
tvad helt skilda grupper. Detta stimmer ej Overrens med verkligheten dér en
overlappning ofta ses mellan de béada cellpopulationerna eftersom
storleksskillnaden mellan cellerna hos katter ar s& pass liten (Papasouliotis et al,
1999; van Leeuwen & Teske, 1999).

Enligt manualen riknas celler med en storlek mellan 2 um’ och “en varierande
hog grins” som trombocyter. Den varierande grinsen beror pd det antal sma
erytrocyter som finns, eftersom de smé erytrocyterna d& kommer att finnas i
granszonen mellan erytrocyter och trombocyter (ABC Vet User Manual). For alla
prov analyserade i detta projekt tycktes den hoga grinsen vara ungefir 22 pum’.
Troligt &r att instrumentet har réknat en del erytrocyter som trombocyter eftersom
dven erytrocyter kan vara av den storleken. Detta kunde ocksé misstdnkas nér
man studerade distributionskurvorna for trombocyterna dér grénsen mellan
trombocyter och erytrocyter ofta var placerad inom det intervall dér erytrocyterna
kan antas finnas. Se figur 10 och 11. Det dr alltsa pd Vet abc svért att med hjilp
av distributionskurvan utvdrdera om resultaten ar rimliga eftersom grinsen
mellan erytrocyter och trombocyter tycks dras pd samma stélle, oavsett kurvans
utseende. Man kan inte heller anvinda kurvan till att uppticka
trombocytaggregat.
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Modifierad efter van Leeuwen & Teske, 1999

Figur 10. Distributionskurvor 6ver trombocyterna, erhallna fran Vet abc vid analys av
prover fran katt. [ den 6vre figuren ses en tydlig dal mellan trombocyter (a) och erytrocyter
(b) och man kan anta att grénsen mellan de bada cellpopulationerna &r korrekt. I den undre
figuren ses déremot en Overlappning mellan populationerna och sma erytrocyter har
riknats som trombocyter. Detta utseende pa kurvan, som indikerar att trombocytrdkningen
ar felaktig, forekom hos ungefér héilften av provsvaren for katt i denna studie.
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Figur 11. En distributionskurva dver trombocyter (a) och erytrocyter (b) fran ett prov fran
katt analyserat pd Cell-Dyn 3500. Hir illustreras &vergédngen mellan cellpopulationerna
vilken ofta &r nagot flytande pd grund av att endast en mycket liten storleksskillnad finns
mellan kattens erytrocyter och trombocyter.
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De flaggor och larm som ett instrument anvénder syftar till att uppmérksamma
anvindaren pé att ett resultat bor kontrolleras eller att provet méste behandlas pa
ett annat sétt, till exempel spadas. Detta dr ténkt att vara en hjalp vid utvérdering
av analyssvar men fungerar déligt pd Vet abc. Instrumentet anvéander ett flertal
olika flaggor (se bilaga 2) men det &r svért att utlisa i manualen vad dessa
betyder, vilket forsvérar tolkningen av resultat med flaggor. Dessutom
forekommer inte flaggor sérskilt frekvent, d&ven om man tydligt kan se pa
distributionskurvorna att det dr tveksamt om resultatet ar riktigt. Vissa flaggor,
till exempel AG 1 och AG 2, aterfinns inte alls i den upplaga av manualen som
foljde med instrumentet, vilket givetvis dr oacceptabelt.

AG-flaggorna anges dessutom i anslutning till att andelen eosinofiler utsvaras och
har i detta projekt ocksé endast forekommit pé provsvar dir resultatet for andelen
eosinofiler &r Over den pa& instrumentet instéllda grénsen for att svara ut
eosinofiler. Detta leder till att man kan missforsta larmen och anta att de endast
géller eosinofilerna och inte alla vita parametrar.

Anmérkningsvdrt dr att tre prover fran hund som hade helt forkastliga
distributionskurvor for leukocyterna och som ocksa hade resultat som var kraftigt
avvikande fran Cell-Dyn, inte hade nagra larm eller flaggor. Dessa tre prover
analyserades direkt efter varandra och de felaktiga resultaten beror troligtvis pa ett
analysfel, till exempel cellrester i den kapilldr genom vilken cellerna vid analys
passerar.

Begrinsningar hos hematologiska instrument

Béda de utvirderade instrumenten har brister som gor att man méste ha mdjlighet
att kontrollera avvikande resultat och distributionskurvor och detta gors bést
genom att man studerar ett blodutstryk. Férutom kontroll av resultat &r det ocksa
viktigt att man frén till exempel patienter med anemi manuellt studerar cellernas
morfologi for att f& mer information om vilken typ av anemi som foreligger och
om regeneration sker. Analys av MCV och MCHC ger ett métt pa erytrocyternas
genomsnittliga storlek och hemoglobininnehall men é&r inte tillforlitligt vid till
exempel jarnbristanemi d& patienten har en blandning av smad och stora
erytrocyter. De storre erytrocyterna kan da maskera de mikrocytédra cellerna och
MCYV Kkan till och med vara forhdjt trots foreliggande mikrocytos (Tvedten 1993).
En cellrdknare ger alltsd inte tillrdcklig information om cellernas storlek, form
och variationer i fargning, vilket annars ger védrdefull information om
sjukdomsforloppet. Inte heller intracelluléra parasiter, sésom Ehrlichia canis eller
Hemobartonella felis, kan detekteras. Detta gor att en cellriknare aldrig kan
ersitta en morfologisk beddmning av erytrocyterna.

Automatiska cellrdknare ldmnar inte ndgon information om neutrofilernas
mognadsgrad och ej heller om de &r toxiskt pdverkade. Detta maste bedomas
manuellt. I denna studie upptécktes stavkdrniga neutrofiler i 25 av 111 prover
fran hund (23%) och 4 av 24 fran katt (17%). En forhojd andel stavkérniga
neutrofiler tyder pé ett 6kat behov av neutrofiler, till exempel vid en infektion. Det
dr alltid av vérde att veta andelen omogna neutrofiler eftersom graden av
vénsterforskjutning antyder infektionens svarighetsgrad. Det kan ocksé finnas en
stor andel stavkdrniga neutrofiler &ven om totalantalet &r normalt eller till och
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med lagt. Detta beror pa att benmérgen dr oférmogen att tillgodose behovet av
mogna neutrofiler vilket &r ett prognostiskt ogynnsamt tecken (Lillich6ok, 2001a).
Vid tillstdind med toxinemi kan forédndringar, ofta orsakade av bakterietoxiner,
upptrdda i neutrofilerna. Vetskapen om att toxiskt fordndrade neutrofiler finns
kan indikera att en bakteriell infektion pagar och &r darfor av klinisk betydelse. I
denna studie fanns inga toxiskt paverkade neutrofiler i proverna frén hund men
diremot i tre av proverna fran katt (13%).

Slutsatser

Bada instrumenten &r enkla att anvdnda och ger relativt snabbt svar pd onskade
analyer. QBC-V krdver nagot mer arbete av anvindaren vilket gor att
analysforfarandet ocksa tar ldngre tid pa detta instrument. En stor fordel &r dock
att inga spolnings- eller spadningsvétskor anvéinds vilket forenklar underhéllet av
QBC-V. Vet abc har i stillet fordelen att det ar ett helt automatiskt instrument
som kréver lite forarbete av anvéndaren. Detta &r tidsbesparande i anslutning till
analyserna men i gengéld kridvs mer arbete vad géiller kontrollkérningar och byte
av diverse vitskor.

Av analysresultaten finns dock mer att dnska. En slutsats man kan dra av denna
utvdrdering dr att man kan anvénda resultaten pa de flesta roda parametrarna,
frdn bada instrumenten, i sitt kliniska arbete.

Totalantalet leukocyter forefallar vara en relativt tillforlitlig parameter pa béade
QBC-V och Vet abc. Det dr dock pd QBC-V viktigt att man tar hénsyn till
flaggorna, som forekommer relativt frekvent. Vid analys pd Vet abc okar givetvis
tillforlitligheten om man noga kontrollerar distributionskurvorna. Analys av
prover fran katt flaggas ofta med AG 2 (52%) och man ska dé inte anvidnda
resultatet pd LPK vilket gor att antalet resultat minskar markant.

Vad giller differentialrdkningen sa é&r tillforlitligheten mer tveksam. Rimligt
verkar att pd QBC-V endast lita p& antalet granulocyter och neutrofiler och detta
forst efter att man har studerat histogrammet och kontrollerat resultatens
rimlighet. Vid analys p& Vet abc dr det dock tveksamt om man ska anvinda sig av
differentialrdkningen over huvud taget men antalet granulocyter bdr kunna
anvindas om man noggrannt kontrollerar distributionskurvan.
Trombocytrakningen pd QBC-V kan mycket vil anvindas for att f& en
fingervisning om antalet d4r normalt eller om det ligger under eller &ver det
normala. For att fa ett mer exakt matt krévs dock alltid en manuell
trombocytrakning. Det dr mycket enkelt att i histogrammet se om det finns
trombocytaggregat och déarfor dr parametern anvindbar dven for prover fran katt
dér detta dr viktigt att veta for korrekt utvirdering av provsvaret. Vid analys av
trombocyter pa Vet abc kan resultatet pd prover fran hund, efter kontroll av
kurvan, anvindas framfor allt for att se om antalet ligger inom de normala
granserna. D&  resultatet ligger utanfor referensvirdena  uppvisar
distributionskurvan ofta ett tveksamt utseende vilket gor att det &r svart att avgora
om resultatet ar tillforlitligt eller ej. Trombocytantalet bor troligen inte anvéndas
vid analys av prover fran katt eftersom larm for trombocytaggregat och
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overlappning mellan erytrocyter och trombocyter saknas och dessutom &r
distributionskurvorna svarbedémda.

Bade QBC-V och Vet abc har stora problem att korrekt analysera vissa prover
fran patienter med regenerativa eller mikrocytdra anemier. QBC-V tolkar ibland
retikulocyter och kédrnfoérande erytrocyter som granulocyter medan Vet abc inte
klarar att pé ett riktigt sitt skilja mikrocytdra erytrocyter fran trombocyter. Det
forefaller ocksd som om Vet abc ibland uppfattar retikulocyter och kdrnférande
erytrocyter som lymfocyter. Detta gor att varken totalantalet leukocyter eller
differentialrdkningen &r helt tillforlitlig i vissa fall dir EVF och EPK ér lagt.

De flaggor och larm som anvénds av instrumenten ska fungera som en hjlp till
anvéindaren och det dr givetvis viktigt att de ger relevant information och anvénds
vid ritt tillfille. D4 QBC-V flaggar &r problemet ofta dven synligt i histogrammet
och instrumentet verkar inte flagga i onddan”. Dédremot dr det en stor andel av
resultaten som svaras ut med flaggor och om dessa analyseras ytterliggare en gang
fas ofta samma flaggor som vid den fOrsta analysen. Att en stor del av resultaten
(25% fran hund och 30% fran katt) inte kan anvéndas ar givetvis en stor nackdel.
Vet abc flaggar ddremot mycket sparsamt. Att detta skulle bero pd att inga
problem har forelegat vid analysen verkar i ménga fall otédnkbart eftersom man
ofta pd distributionskurvorna upptécker att resultatet kan vara felaktigt. De
flaggor som forekommer utgor heller knappast ndgon hjélp till anvéndaren.

Det ar viktigt att tinka pé att flaggor, histogram och distributionskurvor méste
tolkas av ndgon som van vid detta och som é&r vil insatt i metodiken (Lumsden,
2000).

Slutligen boér man alltid vid analys av hematologiska prover ha mgjlighet att
manuellt granska dessa och hélla i minnet att inga instrument kan ersdtta en
manuell bedéomning. Detta eftersom instrumenten inte kan ge upplysningar om
erytrocytmorfologi, leukocyternas mognadsgrad eller toxisk paverkan. Inte heller
intra- eller extracellulldra parasiter kan detekteras av dessa instrument.
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Summary

Two haematological instruments intended for small animal clinic use were
evaluated at the Department of Clinical Chemistry, Swedish University of
Agricultural Sciences (SLU), Uppsala, Sweden. The QBC-V and Vet abc were
compared to a reference instrument, the Cell-Dyn 3500. Fresh blood samples were
obtained from canine and feline patients from the University Veterinary Hospital,
SLU. The QBC-V was used for 111 canine samples and 78 canine blood samples
were analysed with Vet abc. From cats, 23 samples were analysed with both
instruments.

For most of the erythrocyte parameters, correlation was excellent for both
instruments  (r=0.97-0.99). However, some samples from animals with
regenerative anaemia had inconsistent results for both the erythrocyte and
leukocyte parameters.

The QBC-V had only a fair correlation (r=0.62) for total canine leukocyte count
and granulocyte count (0.63). When neutrophils and eosinophils were separated,
correlation was good for the neutrophils (0.92) but only fair for the eosinophils
(0.66). Canine mononuclear cell counts (lymphocytes plus monocytes) had poor
correlation (0.39). For feline samples, the QBC-V had fair correlation (0.75) for
the total leukocyte count, good correlation for the granulocytes (0.94) but poor for
the mononuclear cells (0.49).

The Vet abc had fair correlation (0.78) for total canine leukocyte counts, no to
poor correlation (0.01-0.54) for the differential leukocyte count, except for fair
correlation (0.78) for the granulocyte count. Only ten results had no flags for
potential errors in samples from the twenty-three cats but there was excellent
correlation (0.97) for the leukocyte count and fair to excellent for the parameters
in the differential count (0.63-0.95) for the samples without flags.

Both instruments had good correlation for canine thrombocyte counts. The Vet
abc seemed less accurate because it lacked a flag warning for thrombocyte clumps
or problems with differentiation of large thrombocytes from small erythrocytes.
Feline thrombocyte counts were not possible to evaluate because of their tendency
to form clumps.

In conclusion, both instruments determined most erythrocyte parameters well
and reasonably well for the total leukocyte count. Both instruments had problems
with the differential count in many patient samples. Granulocyte counts may be
accepted after careful evaluation of histograms and flags. Both instruments are
easy to operate but it is important that the operator is experienced with the
instrument and correctly can evaluate the flags, given results, and histograms. In
addition, manual review of patient’s blood smears is recommended for diagnostic
information not provided by haematology instruments, such as erythrocyte
morphology, leukocyte morphology and the presence of platelet clumping.
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Bilaga 1

Tolkning av de histogram som erhalls frin QBC-V

Histogrammet utgors av tva grafer dér den tjockare linjen illustrerar méngden
DNA och den tunnare miangden RNA/lipoprotein. Graferna visar intensiteten av
fluroscensen i buffy coat och markerar 6vergangen mellan de olika lagren.

Erytrocyter har varken DNA eller RNA.

Retikulocyter ansamlas i toppen av erytrocytlagret, tar upp farg och far en nagot
hogre kurva for RNA/LP én erytrocyterna.

Granulocyter har mycket DNA men dven glukosamin i sina granula.

Eosinofiler har granula som binder firg och ger fluorescens. De far da en hogre
RNA/LP-linje &n neutrofilerna.

Lymfocyter och monocyter har mycket DNA i sin stora kérna.

Trombocyter innehéller bAide DNA och RNA/LP men oftast mest DNA.
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Figur 1. Histogram fran en frisk hund. a: erytrocyter, b: granulocyter, c:
mononukleéra celler (lymfocyter och monocyter), d, e: trombocyter.
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Figur 2. Histogram fran en hund med leukocytos och eosinofili (a).
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Figur 3. Histogram fran en hund med retikulocytos (a).
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Bilaga 2

Distributionskurvor och larm frin Vet abc

Nedan ses exempel pa de distributionskurvor som erhélls frén Vet abc.

Lenkocyter Ermirocyter Trumbocyter
ab ¢
d /\
100 00 W 400 0 0 21 7 3 10 2

Figur 12. Distributionskurvor 6ver leukocyter, erytrocyter och trombocyter, fran Vet abc. I
den vinstra figuren ses uppdelningen mellan lymfocyter (a), monocyter (b) och
granulocyter (c). Eventuella eosinofiler skulle finnas ldngst till hoger i intervallet for
granulocyterna (d). Dessa kurvor kommer frdn en hund med vérden inom referensvirdena
och kurvorna bedéms vara utan anmérkning.

Larm som under studien forekom pa Vet abe

k

—-D

AG1

AG2

Kan anges efter LPK, EPK, EVF eller trombocyter och betyder att provet
har analyserats 3 ganger men att alla analyser visat pd olika resultat, vilka
ocksa var utanfor systemets precisionsgrinser. Resultatet bor verifieras med
ett nytt prov.
Indikerar att 2 av 3 cellrdkningar var inom foljande grinser:

7% for LPK

5% for EPK

15% for trombocyter
Om en av de tva forsta cellrdkningarna ar under:

3000 for LPK blir gransen 9%

16000 for EPK blir griansen 8%

400 for trombocyter blir gransen 20%
Detta betyder att instrumentet larmar om cellrdkningarna skiljer sig for
mycket fran varandra, om 1 av 3 ligger utanfor det bestimda intervallet.
Man tolererar dock storre inomkdrningsvariation och det finns fé celler.
Enligt manualen kan man l&dmna ut resultatet vid denna typ av larm.
Inget resultat limnas ut dd det formodade resultatet ligger utanfor
intervallet ddr linearitet finns, det vill sdga instrumentets testgrdnser. Man
bor manuellt spdda och kéra om provet.
Anges efter differentialrdkningen och betyder att mellan 1,5 och 2,5% av de
vita blodkropparna har bildat aggregat. Resultatet skall enligt instrumentets
tillverkare kunna anvidndas men man ska tidnka pa att antalet leukocyter kan
vara falskt for 14gt och antalet trombocyter falskt for hogt. Vad som orsakar
de falskt hoga respektive laga viardena uppges inte.
Mer dn 2,5% av leukocyterna har aggregerat, resultatet ska inte anvéndas.
I denna studie forekom AG 1 och AG 2 endast vid analys av prover frn
katt. Det &r oklart om dessa larm dven kan forekomma for andra djurslag.
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