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SAMMANFATTNING

Differentialrdkning av leukocyter &r en viktig del 1 den medicinska utredningen av sjuka
hundar. Det finns bdde manuella och automatiserade metoder for differentialrikning av
hundleukocyter. ProCyte Dx (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) ér ett
relativt nytt automatiserat hematologiinstrument. I en nyligen publicerad studie uppticktes det
att instrumentet genererade oacceptabelt felaktiga resultat vid differentialrikning av
leukocyter 1 13 % av blodproverna fran sjuka katter.

Malet med denna studie var att undersoka forekomst och allvarlighetsgrad av felaktiga
resultat vid differentialrikning av leukocyter i prover fran sjuka hundar. Ytterligare ett mal
med studien var att undersoka hur anvdndare av instrumentet kan upptécka och avvisa dessa
resultat innan de Overfors till djurens kliniska journaler och paverkar den veterindra
beddmningen. Blodprover frdn 86 hundar analyserades med ProCyte Dx och tva
referensmetoder for differentialrdkning av leukocyter. Resultaten jimfordes och antalet
oacceptabelt felaktiga resultat fran ProCyte Dx kvantifierades enligt forbestimda granser och
kriterier.

Studien visade en generellt god Overensstimmelse mellan ProCyte Dx och de bada
referensmetoderna vid differentialrikning av leukocyter, men att instrumentet genererade
oacceptabla fel 1 elva av totalt 86 prover. Samtliga av dessa avvikande analysresultat kunde
pavisas genom inspektion av instrumentets cytogram. Instrumentets inbyggda larm om
otillracklig separation av leukocyter aktiverades 1 atta av de elva fallen med felaktiga resultat.

Resultaten var oftast tillforlitliga vid differentialrdkning av hundleukocyter med ProCyte Dx,
men vid tillstdind med vénsterforskjutning och toxiska neutrofiler riskerar instrumentet att
underskatta mingden neutrofiler och Overskatta mangden lymfocyter/monocyter vilket kan
upptéckas genom att konsekvent studera bade cytogram och inbyggda larm.



SUMMARY

The differential leukocyte count is an important tool in the clinical investigations of canine
patients. There are both manual and automated methods for canine differential leukocyte
counts. One of the more recently developed hematology analyzers is ProCyte Dx (IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA). In one study, ProCyte Dx reported results from
differential leukocyte counts with unacceptable errors in 13 % of the feline patients.

The purpose of this study was to investigate the frequency and severity of unacceptable errors
in canine differential leukocyte counts with ProCyte Dx and how users can detect these errors.
Blood samples were collected from 86 dogs and the results from the canine differential
leukocyte counts with ProCyte Dx and two reference methods were compared to quantify the
number of unacceptable errors.

Canine differential leukocyte counts with ProCyte Dx agreed well with the reference methods
in the majority of the samples. However, eleven of 86 samples had unacceptable errors with
ProCyte Dx and all of these errors could be detected by inspection of the dot plot. The
instrument alarm "WBC Abnormal distribution” indicating insufficient separation of the
leukocytes was activated in eight of the eleven samples with unacceptable errors.

Results from canine automated differential leukocyte counts with ProCyte Dx were reliable
for most canine samples, but in cases with changes such as left shifts or toxic neutrophils,
ProCyte Dx might report falsely low neutrophil counts and falsely high lymphocyte/monocyte
counts. By the inspection of dot plots and instrument alarms, these results could be rejected.
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INLEDNING

Blodprovsanalys dr en grundliggande del av det diagnostiska arbetet vid utredning av sjuka
hundar och katter. En av de mest basala analyserna dr hematologi dér klinikern kan f4 viktig
information om bland annat blodbrist, inflammation eller forekomst av leukemi hos sin
patient. Vid en hematologisk analys undersdks bland annat vita blodkroppar (leukocyter).
Genom en differentialrdkning erhalles information om férdelningen av de olika typerna av
leukocyter 1 blodet (Barger, 2003). Forr gjordes denna differentialrdkning enbart manuellt
genom att de olika celltyperna studerades 1 mikroskop. I takt med teknikens utveckling samt
Okade krav pa snabbhet och precision i det dagliga kliniska arbetet har flera automatiserade
metoder utvecklats. Vissa kliniker och laboratorium anvéinder darfor idag den manuella
differentialrdkningen mest som ett komplement (Stirn et al., 2014).

Det finns idag flera olika tekniker for automatiserad differentialrikning. Ett utav de nyare
instrumenten for analys av djurblod dr ProCyte Dx (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,
Maine, USA). Detta instrument rdknar celler utifrn laserbaserad flodescytometri dér cellerna
fargas in med fluorescensmaérkt reagens och utsitts for laserstrdlning for att respektive cells
komplexitet och fluorescens ska kunna bestimmas (IDEXX Laboratories, 2014). I tvé olika
studier har man visat att ProCyte Dx utfor en acceptabel differentialrdkning av leukocyter vid
analys av hund- och kattblod vid jamforelse med andra automatiserade hematologiinstrument
(Fujino et al., 2013; Goldmann et al., 2014). Det har dock uppmérksammats att ProCyte Dx
tycks har svart att sérskilja neutrofiler fran lymfocyter vid inflammatoriska fordndringar som
exempelvis vénsterforskjutning eftersom de omogna neutrofilernas 6kade RNA-innehéll gor
dem mer lika lymfocyter. Detta har givit upphov till felaktiga varden som direkt dverforts till
djurens kliniska journaler. I en studie dir EDTA-blod frén katt analyserades med ProCyte Dx
sdg man att 13 % av alla prover hade oacceptabelt felaktiga resultat niar det kom till
differentialrdkning av leukocyter. Vissa, men inte alla, av dessa felaktiga resultat
presenterades med aktiverade inbyggda larm déir instrumentet talade om for anvidndaren att
den automatiserade differentialrikningen inte varit fullt tillforlitlig (Tvedten et al., 2017). Det
ar darfor mycket viktigt att anvindare av ProCyte Dx &r medvetna om riskerna for felaktiga
resultat och allvarlighetsgraden av dessa. Denna studie syftar till att utreda hur ofta och hur
allvarligt ProCyte Dx rdknar hundleukocyter felaktigt vid jamforelse med tva olika
referensmetoder - manuell differentialrikning och automatiserad differentialrdkning med
Advia 2120 (Siemens Medical Solution Diagnostics, Eschborn, Tyskland). Studien handlar
ocksa om att ta reda pa hur man som anvéndare kan uppticka och avvisa felaktiga resultat.
Hypotesen infor denna studie ér att ProCyte Dx ger upphov till oacceptabelt felaktiga resultat
aven vid differentialrdkning av hundleukocyter och att dessa felaktiga resultat bor kunna
upptéickas genom att bedéma instrumentets larm och cytogram.



LITTERATUROVERSIKT
Hematologi

Ett viktigt verktyg for den praktiserande smadjursveterindren &dr analys av blodprover. En av
de mest basala analyserna &r hematologin. Vid en hematologisk undersokning erhélles
information om erytrocyter, leukocyter och trombocyter. Anvindningsomradet dr brett da
hematologi kan anvidndas som monitorering av sjuka patienter, som bedémning av
allvarlighetsgrad vid en sjukdom eller for att tidigt generera differentialdiagnoser vid
utredningar (Barger, 2003). Minga ganger efterfrigas en hematologisk undersékning for att
se de sekunddra effekterna pd ovan ndmnda celler vid andra priméra sjukdomar, t. ex
leukocyternas svar vid en infektion. I vissa fall &r det dock dessa celler som &r priméra i
sjukdomen, t. ex vid lymfatisk leukemi (Prasse & Duncan, 1976).

Leukocyter

Leukocyter, eller vita blodkroppar, utgdér en del av kroppens immunforsvar och &r saledes
livsviktiga for att en individ ska kunna bekdmpa exempelvis infektioner eller cancerceller
(Zinkl, 1981). Vissa typer av leukocyter kan dock vara inblandade i1 negativa processer s& som
overkénslighetsreaktioner (Shmuel & Cortes, 2013). En grupp av leukocyter kallas
granulocyter tack vare sin granula i cytoplasma. Dessa celler dr neutrofiler, eosinofiler och
basofiler. Ovriga leukocyter som undersdks vid hematologiska analyser ir lymfocyter och
monocyter (Zinkl, 1981). Vid en hematologisk undersdkning bestdms det totala antalet vita
blodkroppar 1 blodet. En 6kning eller minskning av totalantalet vita blodkroppar bendmns
som leukocytos respektive leukopeni. Dérefter undersoks proportionen av respektive typ av
leukocyt och ddrmed erhdlles dven totala antalet av respektive leukocyt 1 blodet. Det
morfologiska utseendet hos de olika leukocyterna bedoms ocksd vid en hematologisk
undersokning (Barger, 2003).

Neutrofiler

Neutrofila granulocyter ingar i det medfédda immunforsvaret och ér séledes kroppens forsta
forsvar mot mikroorganismer (Hostetter, 2012). Det dr den klart dominerande leukocyten i
blodet hos en frisk hund och har saledes storst paverkan pa det totala antalet leukocyter i
blodet (Rizzi et al., 2010). Neutrofiler produceras i benmérgen via den myeloida cellinjen och
tar sig ddrefter ut till blodbanan. Vil i blodet kommer en del av neutrofilerna cirkulera runt
medan en annan del ligger sig 1 viloldge 1 marginalpoolen vilket innebér att de haller sig till
karlviaggen 1 blodet, redo att slédppas ut 1 cirkulationen vid behov. En del av de nyproducerade
neutrofilerna stannar kvar 1 benmérgen och finns som reservkapacitet att snabbt kasta ut i
blodet om antalet neutrofiler hastigt skulle minska 1 blodet. Nér neutrofiler vil tagit sig ut 1
vavnader éatervinder de aldrig till blodet (Zinkl, 1981). Neutrofilernas roll vid en
inflammation &dr framfor allt att ta sig fran blodet till platsen for exempelvis en infektion dar
de kan skada inkrdktande mikroorganismer som bakterier. Neutrofiler kan avddda
mikroorganismer genom fagocytos vilket forenklat innebédr att de dter upp mikroorganismer
for att intracelluldrt avddéda dem (Hostetter, 2012). Neutrofiler kan dven producera sé kallade
“neutrophil extracellular traps” (NETs) vilket innebér att nét kastas ut innehdllande substanser
som skadar mikroorgansimer (Brinkmann et al., 2004). Genom produktion av cytokiner och



andra mediatorer har neutrofilerna dven en viss funktion 1 moduleringen av det
immunologiska svaret vid en inflammation (Hostetter, 2012).

Mogna neutrofiler, dven kallade segmenterade neutrofiler, har en l&ng och utdragen cellkérna
som delas upp i1 flera segment med en avsmalning mellan de olika loberna av kérnan.
Omogna, stavkdrniga, neutrofiler har en lang och utdragen cellkdrna som &r mindre
segmenterad dn hos de mogna neutrofilerna. Dessutom &dr kromatinet i cellkdrnan mindre tatt
packat hos stavkédrniga neutrofiler jimfort med mogna neutrofiler (Rizzi et al., 2010). Figur 1
visar ett exempel pa hur en segmentkirnig neutrofil kan se ut. I neutrofilernas cytoplasma
finns olika typer av granula som innehéller bland annat myeloperoxidas och andra skadliga
substanser (Hostetter, 2012). Vid inflammatoriska tillstdind kan neutrofilernas utseende
fordndras. De kan fa ett toxiskt utseende vilket innebér att de far en blaaktig, skummig eller
vakuoliserad cytoplasma med Ddhlekroppar (sma basofila ansamlingar med endoplasmatiskt
retikulum) (Zinkl, 1981). Vid en hematologisk undersokning bestdms méngden neutrofiler i
blodet och da rdknas béade antalet segmentkirniga och stavkérniga neutrofiler (Prasse &
Duncan, 1976). Aven deras morfologiska utseende beddms med avseende pa bland annat
toxiska fordandringar eller intracelluldra mikroorganismer (Zinkl, 1981).

Neutrofili

Neutrofili innebér att det finns fler neutrofiler 4n vad som &r normalt i blodet. Detta kan ske
vid fysiologisk anstringning, vid glukokortikoidpaverkan (exempelvis vid stress eller
hyperadrenokorticism) och vid inflammatoriska tillstind. Vid fysiologisk anstringning och
vid glukokortikoidpdverkan Okar miangden neutrofiler genom att neutrofiler frén
marginalpoolen sldpps ut i1 cirkulationen. Vid inflammatoriska tillstind okar behovet av
neutrofiler vilket kan leda till att en 6kad méngd stavkdrniga neutrofiler slépps ut frén
benmérgen, ett fenomen som kallas vénsterforskjutning. Dessa fordndringar kan ses vid bade
infektidsa och icke-infektiosa inflammatoriska tillstind som till exempel pyometra, pyodermi
eller vid vdvnadsnekros (Prasse & Duncan, 1976).

Neutropeni

Neutropeni innebér att det 1 blodet finns fiarre neutrofiler &n vad som &r normalt. Detta kan
uppkomma vid 6kad atgdng, minskad produktion, destruktion eller omfordelning 1 kroppen av
neutrofiler. Okad 4tgéng av neutrofiler kan ske vid omfattande inflammatoriska tillstind som
peritonit, pneumoni eller sepsis. Neutropeni pa grund av omfordelning av neutrofiler 1
kroppen kan ses vid anafylaktiska reaktioner eller vid endotoxinemi. Minskad produktion av
neutrofiler kan ses vid olika tillstind som paverkar benmérgen. Léikemedelsintag,
Ostrogenpaverkan eller genetiska sjukdomar dr exempel pa sddana tillstdnd. Destruktion av
neutrofiler kan bero pd immunmedierade sjukdomar (Schnelle & Barger, 2012). Neutropeni &r
ett oonskat fynd eftersom det indikerar en hog allvarlighetsgrad 1 den pdgdende sjukdomen
men ocksa en Okad risk for infektioner (Prasse & Duncan, 1976). Neutropeni kan ses med
eller utan vénsterforskjutning. Vid en viansterforskjutning finns det en indikation pé att
benmérgen forsoker kompensera genom att sldppa ut omogna neutrofiler i cirkulationen. Om
antalet omogna neutrofiler dverstiger antalet mogna neutrofiler bendmns tillstindet ofta som
degenerativ vansterforskjutning och detta har visat sig vara en prognostiskt negativ indikator
(Burton et al., 2013).



Lymfocyter

Till skillnad frdn neutrofiler ar lymfocyter framforallt involverade i1 det adaptiva
immunforsvaret. Det finns olika typer av lymfocyter som alla harstammar frdn den lymfoida
cellinjen. Dessa ar B-celler, T-celler och NK-celler (Day, 2010). T-celler utvecklas i thymus
och delas 1 sin tur in i flera olika celltyper, bland annat cytotoxiska T-lymfocyter och T-
hjalpar-celler. Cytotoxiska T-lymfocyter fyller sin funktion framforallt genom att eliminera
frimmande celler som exempelvis cancerceller. De dr alltsd en del av det cell-medierade
immunforsvaret (Zinkl, 1981). T-hjélpar-celler ddremot verkar genom att visa upp antigen for
andra celler och genom att producera cytokiner. De dr ddrmed en del av bdde det cell-
medierade och det humorala immunf6rsvaret (Day, 2010). B-celler utvecklas i benmérgen och
deras uppgift dr att kdnna igen specifika antigen och bilda specifika antikroppar mot dessa.
Varje B-cell kdnner igen en viss typ av antigen och det kan finnas nagra fa till flera stycken av
varje B-cell. Nir B-celler finns 1 vdvnaden och producerar antikroppar kallas de plasmaceller.
Om kroppen utsétts for en viss patogen prolifererar just de celler som bildar antikroppar mot
den specifika patogenen. Till skillnad frdn neutrofiler kan lymfocyter som tagit sig ut i
vavnaden senare atervinda till blodet (Zinkl, 1981).

Figur 1 visar hur en lymfocyt kan se ut i ett blodutstryk. Hundlymfocyter dr relativt smé celler
med en rund till oval, tit kdrna. De har oftast endast en liten mingd cytoplasma som séllan
stracker sig runt hela kdrnan. Lymfocyterna kan dock variera i storlek och det kan finnas
lymfocyter lika stora som neutrofiler med cytoplasma som ligger runt om hela kdrnan.
Lymfocyter som reagerat pa antigen bendmns som reaktiva lymfocyter och dessa har ett
fordandrat utseende vilket kinnetecknas av en Okad cellstorlek med basofil cytoplasma.
Plasmaceller har en eccentrisk kérna med en perinukleédr uppklarning (Rizzi et al., 2010).

Lymfocytos

En oOkad méngd lymfocyter kan ses vid tillstdind som lymfatisk leukemi,
binjurebarksinsufficiens, kronisk antigenstimulering samt vid adrenalinpdslag (framst katt).
Kronisk antigenstimulering kan uppstd vid bland annat &verkinslighetsreaktioner,
kroniska infektioner eller autoimmuna sjukdomar (Prasse & Duncan, 1976).

Lymfopeni

En minskad médngd lymfocyter i blodet kan vara en foljd av kortikosteroidpaverkan vid
stressiga situationer eller sjukdomstillstand. Detta kallas stressleukogram och i samband med
det ses ofta dven neutrofili och eosinopeni, samt hos hund ibland ocksd monocytos. Andra
tillstdnd som kan ge upphov till lymfopeni &r kronisk tarmsjukdom med proteinforluster eller
ruptur av ductus thoracicus (Prasse & Duncan, 1976).



Monocyter

Monocyter dr ett forstadie till vivnadsmakrofager (Zinkl, 1981). Morfologisk d&r monocyter
storre dn neutrofiler och deras cellkdrna ar vildigt varierande 1 sitt utseende. Oftast ar
kromatinet mindre kondenserat an hos mogna neutrofiler. Cytoplasman kan vara grablé eller
djupt basofil (Rizzi et al., 2010). Figur 1 visar ett exempel pa hur en monocyt kan se ut i ett
blodutstryk.

Monocytos innebdr en 6kad mingd monocyter 1 blodet vilket kan ses vid bland annat
kortikosteroidpdverkan hos hund och kan som tidigare ndmnts vara en del av ett
stressleukogram. Monocytos kan dven ses vid kronisk inflammation och i séllsynta fall vid
monocytisk leukemi. Reaktiva monocyter har ofta en rikligt vakuoliserad cytoplasma.
Monocytopeni har oftast liten klinisk betydelse eftersom antalet monocyter normalt ar lagt,
men det kan ses vid exempelvis aplastisk anemi av olika grundorsaker (Weiss & Souza,
2010).

Eosinofiler

Likt neutrofiler kan eosinofiler fagocytera material och producera syremetaboliter. De dr dock
mycket mindre effektiva ndr det kommer till fagocytos. Eosinofiler dr betydligt ovanligare i
blodet hos friska individer, istdllet aterfinns de framforallt ute 1 vivnader. Deras funktion ar
framforallt att doda parasiter samt att reglera inflammationsreaktioner. Bland annat kan
eosinofiler producera histaminas som inaktiverar mastcellernas histamin. Eosinofiler rdknas
till granulocyter och kommer ur samma myeloida utvecklingslinje som neutrofiler (Zinkl,
1981). Morfologiskt har eosinofiler en polymorf segmenterad kdrna, dock inte lika lobulerad
som neutrofilernas. Eosinofiler dr nagot storre dn vad neutrofiler dr. De har ocksa olika typer
av granula 1 sin cytoplasma och vid infargning far dess granula den karaktiristiska eosinofila
fargen. Cytoplasman mellan granula dr ofta 1itt basofil till firgen och kan innehélla nagra
vakuoler (Rizzi ef al., 2010). Figur 1 visar hur en eosinofil kan se ut i ett blodutstryk.

Eosinofili (en 6kad méngd eosinofiler) kan bero pd parasitidra sjukdomar men kan ocksé ses
vid flera andra tillstind som exempelvis lungsjukdom med eosinofila infiltrat (Lilliech6ok et
al., 2000). Ibland kan man &ven se en paraneoplastisk eosinofili vid exempelvis
mastcellstumorer, men primir eosinofil leukemi kan ocksd vara en orsak till eosinofili.
Eosinopeni dr ett vanligt fenomen vid en hematologisk undersokning. Vissa friska individer
har helt enkelt inga eosinofiler alls vid provtagning, men det kan ocksé vara en del av ett
stressleukogram da antalet eosinofiler blir 14gt vid kortikosteroidpaverkan. Sammantaget ar
eosinopeni ett tillstdnd med relativt liten klinisk betydelse (Young & Meadows, 2010).



Basofiler

Basofilen dr den mest ovanliga leukocyten vid differentialrdkning. Dessa celler har frimst sin
funktion 1 Overkénslighetsreaktioner. De har dven viss effekt 1 forsvaret mot parasiter.
Morfologiskt dr basofiler ungefér lika stora som eosinofiler och har en segmenterad cellkirna,
dock ej lika segmenterad som den hos neutrofiler. Basofilerna innehdller olika typer av
granula som har olika storlek men som ofta firgas in med en bld firg. Basofili (en 6kad
mangd basofiler) dr ovanligt men kan uppstd vid till exempel parasitira sjukdomar,
lakemedelsintag, allergiska reaktioner eller vissa myeloproliferativa sjukdomar. Basopeni ar
ett svirtolkat tillstind eftersom referensvdrden for basofiler i blodet ofta inkluderar noll
(Pohlman, 2010).

b) c)

d) e)

Figur 1. Bilder pd de olika leukocyterna i ett blodutstryk. a) neutrofil, b) basofil, c) eosinofil, d)
monocyt och e) lymfocyt. (Foto: Inger Lillieh6ok, 2018).



Differentialrakning av leukocyter

Syftet med differentialrdkning av leukocyter &r att erhalla information om hur férdelningen av
de olika vita blodkropparna ser ut 1 blodet. Som tidigare ndmnts dr neutrofilen den klart
dominerande leukocyten 1 hundblod under normala omstdndigheter. Referensvirden {or
differentialrdkning av hundleukocyter skiljer sig beroende pa metod som anvinds for
differentialrdkningen. Fordelningen av de olika leukocyterna kan anges i antingen absoluta
antal eller i procentuell fordelning. Referensvirden i absoluta antal (10°/L) frén en studie med
hematologiinstrumentet Advia 120 1ag kring 4,3-9,1 for neutrofiler, 2,0-4,7 for lymfocyter,
0,2-2,0 for monocyter, 0,1-1,2 for eosinofiler och 0,0-0,1 for basofiler (Moritz et al., 2004).
Vid olika sjukdomstillstaind kan férdelningen av de olika celltyperna 1 blodet fordndras enligt
tidigare beskrivningar for respektive celltyp.

Differentialrdkning av leukocyter kan ske pa flera olika sitt och man kan grovt dela in det 1
manuell differentialrdkning och automatiserad differentialrdkning. Den manuella
differentialrdkningen sker genom att en person tittar pd ett blodutstryk i mikroskop och raknar
antalet av respektive celltyp. Automatiserad differentialrdkning utfors istdllet av
hematologiinstrument och det finns flera olika tekniker for hur dessa rdknar leukocyter. Det
finns olika for- och nackdelar med bdde manuell och automatiserad differentialrdkning
(Morse et al., 1989; DeNicola, 2011).

Manuell differentialrdkning

Manuell differentialrdkning innebér att fordelningen av de olika leukocyterna 1 blodet bestdms
genom att leukocyter i ett blodutstryk rdknas 1 mikroskop. Oftast gors en initial beddmning av
hela blodutstryket pa en lag forstoring for att fd en helhetsbild (Santoro, 2018). Dérefter
raknas oftast 100 leukocyter pa en hog forstoring 1 det s kallade monolagret. Antalet av
respektive leukocyt anger didrmed den procentuella fordelningen och ska saledes spegla
fordelningen 1 hela blodet (Knoll & Rowell, 1996). Det pdgar stindiga diskussioner om den
manuella differentialrdkningens roll i1 diagnostiken. Ett uppenbart problem med den manuella
differentialrdkningen &r den déliga precisionen som é&r en f6ljd av att relativt fa celler riknas
jamfort med de automatiserade metoderna (Kjelgaard-Hansen & Jensen, 2006). Dessutom ar
den manuella differentialrdkningen betydligt mycket mer tidskrdvande dn de automatiserade
metoderna (Stirn et al., 2014). En viktig fordel med den manuella differentialrdkningen &r
mojligheten till en morfologisk beddmning av de olika celltyperna. Utdver att rdkna antalet
celler far personen som tittar i mikroskopet mojlighet att uppticka stavkédrniga neutrofiler,
toxiska fordndringar hos neutrofiler, cancerceller eller andra forandringar som exempelvis
inklusionskroppar vilket de automatiserade metoderna inte kan uppticka (Tvedten & Haines,
1994). Man har 1 flera studier kommit fram till att den manuella differentialrdkningen bor
genomforas som komplement till automatiserade metoder hos sjuka djur, men att den inte ar
absolut nédvéndig vid screening av friska patienter (Morse et al., 1989; Tvedten & Haines,
1994; Stirn et al., 2014).



Automatiserad differentialrdkning

De flesta hematologiska prover analyseras idag med hematologiinstrument. Dessa genererar
vanligtvis tillforlitliga provresultat for hemoglobinkoncentration och ridkning av erytrocyter,
retikulocyter och totalantalet leukocyter. Tillforlitligheten nidr det kommer till
differentialrdkning av leukocyter i blodprover fran djur ar betydligt mycket mer varierande
(Rishniw & Pion, 2016). Fordelen med differentialrikning av leukocyter med
hematologiinstrument &r att det besparar klinikern mycket tid jamfort med att sjélv titta i
mikroskop. Dessutom ger de automatiserade metoderna generellt en béttre precision &n
manuell differentialrdkning eftersom betydligt manga fler celler rdknas per prov jamfort med
den manuella differentialrdkningen (Knoll & Rowell, 1996). Dessa fordelar krdver att
instrumentet klassificerar leukocyterna korrekt, vilket inte alltid ar fallet. Det finns uppenbara
brister med de automatiserade hematologiinstrumenten nér det kommer till differentialrdkning
av leukocyter (Tvedten & Haines, 1994; Lillieh6ok & Tvedten, 2011; Goldmann et al., 2014;
Tvedten et al., 2017). Nedan f{0ljer beskrivningar av de tvd automatiserade
hematologiinstrument som anvénds 1 denna studie.

Differentialrédkning av leukocyter med ProCyte Dx

ProCyte Dx (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) ar ett relativt nytt
hematologiinstrument som &r utvecklat for analys av prover fran djur. Instrumentet &r
anpassat for att kunna anvédndas snabbt och enkelt dven pd mindre kliniker. ProCyte Dx ger en
fullstdindig hematologisk analys med information om erytrocyter, retikulocyter, trombocyter
och leukocyter. Tekniken som utnyttjas for differentialrdkning av leukocyter ér laserbaserad
flodescytometri (Fujino et al., 2013). Detta d4r samma teknik som anvinds i1 det ndgot dldre
hematologiinstrumentet Sysmex XT-20001V (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) (Bauer et
al.,2012).

Vid analys med ProCyte Dx fargas leukocyter in med fluorescensmaérkt reagens, polymetin,
vilket faster till nukleinsyra i cellernas kdrna och cytoplasma. En laserstrdle riktas mot
cellerna och instrumentet registrerar i vilken grad dessa absorberar och sprider ljus. Baserat pa
detta klassificerar instrumentet de olika leukocyterna. Side fluorescent light (SFL) dr mattet
av fluorescerande ljus och ddrmed méngden nukleinsyra i cellerna. Side scatter (SSC) ar
mattet pd ljusspridning och ger information om cellernas komplexitet. De bada véirdena for
varje cell presenteras i ett cytogram dér y-axeln representerar fluorescens (SFL) och x-axeln
representerar komplexitet (SSC). Celler med mycket DNA/RNA 1 cytoplasma, t. ex
monocyter, hamnar hogt upp liangs y-axeln. Ju mer komplexa cellerna dr desto lédngre till
hoger langs x-axeln hamnar de. Eosinofilen ér ett exempel pd en komplex leukocyt. Varje cell
genererar en punkt pd cytogrammet och under normala omstindigheter hamnar respektive
kluster av en viss cellpopulation vil separerade fran andra cellpopulationer. Genom att
identifiera dessa ansamlingar av celler klassificerar instrumentet respektive cell som en viss
typ av leukocyt baserat pa vart pa detta cytogram cellpopulationerna hamnar. Varje celltyp
presenteras med en fargkod for att anvindaren enkelt ska kunna tolka cytogrammet (IDEXX
Laboratories, 2014). Figur 2 visar fordelningen av de olika celltyperna i ett normalt cytogram
vid analys av hundblod med ProCyte Dx.



WEBC Run

Fluorescence

Granularity
@ NEU ®LYM 8MONO ®EOS BBASO ® URBC

Figur 2. Cytogram frdn ProCyte Dx vid analys av hundblod. De olika cellpopulationerna dr vdl
avgrdnsade fran varandra. Cytogrammet kan sdledes anses vara godtagbart och resultaten frdn den
automatiserade differentialrdkningen av leukocyter bedéms som trovdrdiga.

ProCyte Dx ger en automatiserad differentialrdkning av fem leukocyter (neutrofiler,
lymfocyter, eosinofiler, basofiler och monocyter). Instrumentet kan inte uppticka
morfologiska fordndringar eller avgora mognadsgrad hos dessa celler (Fujino et al., 2013).
Instrumentet har tidigare jaimforts mot manuell differentialrdkning och andra automatiserade
instrument for att utvdrdera dess resultat for bade hund och katt (Fujino et al., 2013;
Goldmann et al., 2014). Sammantaget har ProCyte Dx uppnétt de minimikrav som stélls pa
hematologiinstrument. Instrumentet har visat sig stdimma vél dverens med referensmetoderna
ndr det kommer till att rdkna totalantalet vita blodkroppar samt differentialrdikning av
neutrofiler, lymfocyter och eosinofiler. Man sdg dock en sdmre Kkorrelation vid
monocytrakning. Man har ocksd sett att ProCyte Dx felaktigt rapporterar in resultat for
basofiler (Goldmann et al., 2014). Tidigare studier har visat att automatiserade instrument har
problem med att identifiera just basofiler. Vid analys med Sysmex XT-20001V tycks
basofilerna hamna i omradet strax ovanfor neutrofilerna i cytogrammet vilket gor att de oftast
feltolkas som antingen neutrofiler eller lymfocyter (Lilliehdok & Tvedten, 2011). ProCyte Dx
kan dock ibland korrekt identifiera och rdkna basofiler 1 prover fran katt (Tvedten et al.,
2017).

Det finns inbyggda larm 1 ProCyte Dx som varnar anvidndaren for eventuella felaktigheter i
differentialrdkningen. I de fall resultaten presenteras med ett aktiverat larm bor anvéndaren
gora ett utstryk for en manuell differentialrdkning och morfologisk bedémning. "WBC
Abnormal distribution” indikerar en otydlig separation av de olika leukocyterna i
cytogrammet. Detta innebdr att de olika cellpopulationerna Overlappar varandra i
cytogrammet vilket kan innebéra att ménga celler riskerar att klassificeras som fel celltyp.
Ytterligare ett larm, ”Band neutrophils suspected”, finns for att varna anvdndaren om att
stavkdrniga neutrofiler misstinks finnas i1 provet. Instrumentet skiljer inte mellan stavkarniga
och segmentkdrniga neutrofiler 1 differentialrdkningen utan rdknar enbart det totala antalet
neutrofiler IDEXX Laboratories, 2014). Omogna och toxiska neutrofiler innehdller mer RNA
an mogna neutrofiler. Vid ett 6kat antal stavkdrniga neutrofiler kommer flera neutrofiler
ddrmed hamna hogre upp ldngs y-axeln och pé s sitt ndrmre omradet for lymfocyter. Detta
kan leda till att dessa neutrofiler felaktigt tolkas som lymfocyter eller till och med monocyter
(Goldmann et al., 2014; Tvedten et al., 2017). Figur 3 visar ett cytogram fran ProCyte Dx déir
separationen av de olika cellpopulationerna &r otillricklig. Utdver kontroll av inbyggda larm



bor anvdndare av ProCyte Dx inspektera det cytogram som kommer med resultatet.
Instrumentet fungerar tydligt béttre 1 de fall det finns ett tydligt avstind mellan de olika
cellpopulationerna 1 cytogrammet. Om cytogrammet visar en otydlig separation av
cellpopulationerna bor en manuell differentialrikning utforas (IDEXX Laboratories, 2014;
Goldmann et al., 2014).
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Figur 3. Cytogram fran ProCyte Dx vid analys av hundblod. Separationen av neutrofiler, lymfocyter
och monocyter dr otillricklig. Cellpopulationerna éverlappar varandra i omrddet som liknar ett
avlangt ovalt moln med tre olika firger (lila, bld och rod) och det dr ddrfor stor risk att flera celler
riknas som fel celltyp. I detta fall har troligtvis en stor del av neutrofilerna en ékad médngd RNA
(omogna och toxiska neutrofiler) vilket placerar dem hégre upp lings y-axeln och pad sa sdtt i
omrddena for lymfocyter och monocyter.

I en studie uppmiarksammades det att ProCyte Dx levererade oacceptabelt felaktiga resultat i
13 % av fallen vid differentialrdikning av leukocyter i prover frdn katt. Vissa av dessa
felaktiga leukocytrakningar skedde dessutom utan aktivering av ndgot inbyggt larm. Dessa
allvarliga felrdkningar berodde framforallt pd en otillracklig separation av neutrofiler och
lymfocyter. De morfologiska fordndringarna hos neutrofiler 1 samband med toxiska
fordndringar eller en 6kad méngd omogna neutrofiler gjorde att neutrofilerna tenderade att
klattra hogre upp lings y-axeln och misstolkas av instrumentet som framforallt lymfocyter
men dven 1 vissa fall som monocyter. Genom att studera det cytogram som presenteras med
resultatet hade dessa felaktiga resultat kunnat avfardas (Tvedten et al., 2017).

Problematiken kring att separera omogna eller toxiska neutrofiler frdn lymfocyter
uppmirksammades redan vid valideringen av Sysmex XT-20001V, ett nigot é&ldre
hematologiinstrument inom Sysmex-serien, vars teknik dr densamma som hos ProCyte Dx.
Aven dir sags att neutrofilerna vid ovan nimnda tillstdnd fir en 6kad mingd cytoplasmatiskt
RNA vilket placerar dem hogre upp ldngs y-axeln 1 cytogrammet. En viktig skillnad mellan
Sysmex XT-20001V och ProCyte Dx ir att det forstndimnda instrumentet inte ldmnar ut nagra
resultat som riskerar att vara felaktiga, alltsd ndr nagot alarm aktiverats. Med denna funktion
tvingas anvédndaren att gora en manuell differentialrdkning vid fall da instrumentet haft
problem att separera de olika cellpopulationerna (Lillieh6ok & Tvedten, 2009). Sysmex XT-
20001V ar validerat for flera djurslag och precis som for ProCyte Dx sdg man i en studie att
detta instrument inte klarar av att rdkna monocyter pa ett optimalt sitt (Bauer ef al., 2012).
Sysmex XT-20001V kan inte identifiera basofiler i prover fran hund (Lilliehook & Tvedten,
2009).



Det finns flera fordelar med ProCyte Dx. Instrumentets storlek och pris mdjliggdr
anvindandet pd mindre kliniker. Dessutom ar det enkelt att anvdnda utan frekventa tekniska
problem (Goldmann et al., 2014). Resultaten presenteras inom tva minuter fran analysstart
(Fujino et al., 2013).

Differentialrékning av leukocyter med Advia 2120

Advia 2120 (Siemens Medical Solution Diagnostics, Eschborn, Tyskland) dr ett automatiserat
hematologiinstrument av storre modell som frimst anvdnds pa storre referenslaboratorium.
Instrumentet dr utvecklat for analys av prover frdn ménniska men har anpassats till prover
frdn manga olika djurslag (Harris et al., 2005). Detta instrument bygger pa samma teknik som
foregangaren Technicon H-1 (Technicon Corp, Tarrytown, USA) (Tvedten & Haines, 1994).
Likt ProCyte Dx och Sysmex XT-20001V anvénds laserbaserad flodescytometrisk teknik for
att utfora den automatiserade differentialrdkningen av leukocyter (Siemens, 2006).

Advia 2120 utfor sin differentialrdkning av leukocyter 1 tva separata kanaler,
peroxidaskanalen och basokanalen. Peroxidaskanalen bygger pé att cellerna fargas in utifran
sin peroxidasaktivitet och dérefter maits intensiteten pa infargning och ljusspridning.
Resultatet presenteras i ett cytogram déir y-axeln representerar cellernas storlek och x-axeln
representerar cellernas peroxidasintensitet. Stora celler som monocyter sprider mycket ljus
och hamnar séledes hogt upp liangs y-axeln medan peroxidaspositiva celler som neutrofiler
och eosinofiler hamnar at hoger lings x-axeln. P4 liknande sétt som ProCyte Dx anvander
instrumentet en klusteranalys for att identifiera ansamlingar av celler. Baserat pa vart i
cytogrammet respektive cellpopulation lokaliseras klassificerar instrumentet cellpopulationen
som en viss typ av leukocyt. Precis som ProCyte Dx och andra hematologiinstrument skiljer
inte Advia 2120 mellan mogna och omogna neutrofiler utan férser endast anvdandaren med ett
totalt antal neutrofiler (Siemens, 2006). Ett exempel pad ett normalt cytogram frin
peroxidaskanalen ses 1 Figur 4.

Figur 4. Cytogram frdan peroxidaskanalen efter analys av hundblod med Advia 2120. Med hjdilp av
svarta linjer illustreras grinserna som instrumentet skapat for att definiera respektive punkt som en
viss celltyp. Neutrofiler (rod) och eosinofiler (orange) innehdller mycket myeloperoxidas vilket
placerar dem langt at hoger ldangs x-axeln. Lymfocyter (bla) dr smad och firgas inte in med
myeloperoxidas-reagens vilket placerar dem ndrmare origo. De grona punkterna representerar
monocyter. Omrddet med tva ljusblda prickar hégst upp (stora celler) till vinster (ingen infdrgning
for myeloperoxidas) motsvarar omrddet for LUC (large unstained cells).



Basokanalen utvecklades framforallt for att kunna identifiera humana basofiler eftersom dessa
ar resistenta mot lysering. I prover fran hund och katt dr basofilerna dock inte lika resistenta
mot lysering varfor Advia 2120 inte kan rdkna basofiler i1 prover fran hund och katt. Advia
2120 rapporterar sakallade LUC (large unstained cells) som i peroxidaskanalen &r stora celler
som inte fargas in med myeloperoxidasreagenset. Vid analys av hundblod hamnar basofiler
just 1 omradet for LUC 1 peroxidaskanalen varfor anvindare av Advia 2120 bor leta efter
basofiler i den manuella differentialrikningen vid hogt antal LUC. Aven andra celler #n
basofiler kan dock hamna i omrédet for LUC (Lillieh66k & Tvedten, 2011).

Advia 2120 anvinds ofta som en av referensmetoderna vid validering av andra
hematologiinstrument f6r hund (Tvedten & Lillieh6dk, 2011; Bauer ef al., 2012; Goldmann et
al., 2014; Tvedten et al., 2017). Advia 2120 anvédnder exakt samma teknik som dess
foregédngare Techichon H-1 som 1 sin tur dr validerad for hund. En studie visade att detta
instrument hade god Overensstimmelse med manuell differentialrikning for de flesta
leukocyter forutom monocyter och basofiler (Tvedten & Haines, 1994). Problematiken med
att rdkna monocyter har dven uppméirksammats med Advia 2120. En teori om varfor
monocyterna raknas felaktigt med denna teknik bygger pé att en stor del av den cellpopulation
som representerar monocyter i cytogrammet fran peroxidaskanalen hamnar i omradet dar
instrumentet klassificerar celler som lymfocyter eller LUC. Darfor tolkas monocytantalet ofta
som falskt 1dgt medan lymfocyter eller LUC kan bli falskt hoga (Tvedten & Lillieh6ok, 2011).
Enstaka fall har d&ven observerats dédr neutrofilernas cellpopulation tycks ha legat delvis i
monocyternas omrade vilket kan leda till att antalet neutrofiler blir falskt ldgt och antalet
monocyter blir falskt hdgt (Tvedten et al, 2017). Aven enstaka fall dir eosinofilernas
peroxidasintensitet varierat och ddrmed placerat dem 1 omradet for neutrofiler har observerats
(Tvedten & Lilliehodk, 2011).

Ett problem som uppmérksammades redan med Technicon H-1 &r att fettdroppar kan tolkas
som trombocyter och dven vita blodkroppar. Dessutom kan kirnforande erytrocyter (nRBC)
hamna mellan omrddet for debris och omrddet for lymfocyter i cytogrammet och darmed
paverka cellrdkningen (Tvedten & Haines, 1994). Den problematik som uppstir med ProCyte
Dx vid vénsterforskjutning tycks ej vara ett problem for Advia 2120 eftersom det grundar sig
1 att omogna neutrofiler har en 6kad mdngd RNA snarare dn att peroxidasintensiteten
forandras (Goldmann et al., 2014). Daremot sdg man i en studie att hundar som drabbas av
sjukdomstillstdnd dér neutrofilernas myeloperoxidas-nivéer forédndras leder till att Advia 2120
far svarigheter att korrekt identifiera dessa celler som neutrofiler (Klenner et al., 2010). Detta
har dven beskrivits vid analys av blodprover frdn histar efter injektion med endotoxin.
Neutrofilernas infargning fér myeloperoxidas har d4 minskat vilket placerat dem 1 omradet for
monocyter i cytogrammet vid analys med Advia 2120 (Lillieh6dk et al., 2016).

Advia 2120 har flera inbyggda larm. Ett utav larmen dr "WBC-CE” som indikerar att totala
leukocytantalet skiljer sig mellan peroxidaskanalen och basokanalen. Ett annat larm ar ”PX-
NV” som indikerar att instrumentet 1 sin peroxidaskanal inte har en tydlig uppdelning mellan
debris och lymfocyter. Debris hamnar nirmast origo 1 cytogrammet och lymfocyterna &r den
celltyp som hamnar ndrmast detta omride (Siemens, 2006).



I en studie av Stirn ef al. (2014) undersdkte man hur ofta differentialrdkning av leukocyter
med Advia 120 krdvde manuell differentialrikning som komplettering vid analys av prover
frdn hund. I 21 % av fallen efterfrigades en manuell bedomning av blodutstryk och det
berodde da oftast pd en otillrdcklig separation av de olika celltyperna vid inspektion av
cytogram.



MATERIAL OCH METODER
Provmaterial

Blodprover togs i EDTA-rér (Vacuette® 2 ml K3 EDTA (Greiner Bio One GmbH,
Kremsmiinster, Osterrike) eller Multivette® 600 pl K; EDTA (SARSTEDT AG & Co.,
Niimbrecht, Tyskland)) frdn 86 hundar for hematologisk analys vid Klinisk kemiska
laboratoriet vid Universitetsdjursjukhuset (UDS) 1 Uppsala. Dessa prover togs som en del av
den kliniska utredningen av sjuka patienter vid UDS dédr hematologianalys efterfragats.
Analysresultaten och det éverblivna EDTA-blodet fran det dagliga kliniska arbetet anvandes
till denna studie. Det var séledes inga prover som togs enbart for studiens skull. Majoriteten
av patienterna var vid tidpunkten for provtagning stationirvardsregistrerade pd djursjukhuset.
I samband med inskrivning har djurdgarna samtyckt till att blodet frdn deras hund anvénds 1
studier. Nagra av proverna som anviandes i denna studie kom dock fran patienter som haft
bokade besok via polikliniken och dirmed inte varit stationdrvirdsregistrerade. 1 dessa fall
fick djurdgarna muntligt godkidnna anvidndandet av dverblivet EDTA-blod till denna studie.
Samtliga tillfraigade djurdgare godkdnde detta. Provinsamlingen pagick frdn mars till
september under 2018.

Provflode

De insamlade proverna analyserades forst med Advia 2120 (Siemens Medical Solution
Diagnostics, Eschborn, Tyskland). I samband med att blodproverna analyserades med Advia
2120 utfordes ett blodutstryk eftersom samtliga prover vid Klinisk kemiska laboratoriet
rutinmissigt kontrolleras genom manuell differentialrdkning och morfologisk bedomning 1
mikroskop av biomedicinska analytiker och ibland veterindrer (specialister eller aspiranter
inom klinisk patologi) innan provsvaret gar over till hundens journal. Analys med Advia 2120
och utférandet av det forsta blodutstryket utfordes darmed av personalen pa Klinisk kemiska
laboratoriet som en del av det kliniska arbetet. Dérefter analyserades provet med ProCyte Dx
(IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) och ett extra utstryk gjordes for att en
fullstdindig manuell differentialrdkning av leukocyter skulle kunna utforas 1 ett senare skede.
Analys med ProCyte Dx och det extra blodutstryket utférdes av antingen en veterindrstudent
eller en BMA-student och detta gjordes oftast efter analys med Advia 2120, men av praktiska
skil analyserades vissa prover med ProCyte Dx forst. Utstryken fargades samma dag med en
modifierad May-Griinwald Giemsa-farg (Merck, Darmstadt, Tyskland).

Exlusionskriterier

Exklusionskriterier var ifall det vid provtagning fanns en misstanke om att hunden var smittad
av nagon zoonotisk sjukdom som exempelvis leptospiros. Ett annat krav for att blodet skulle
kunna anvindas 1 studien var att analyser och utstryk skulle kunna utféras inom fyra timmar
frdn provtagning. Blodprovsroren forvarades i rumstemperatur under dessa fyra timmar.
Eftersom det inte alltid fanns tid for att en person skulle kunna genomfora detta inom fyra
timmar frin provtagning var det méinga blodprov frdn hundar vid UDS under
insamlingsperioden som inte anvdndes till denna studie. Det fanns ett minimikrav pé att
EDTA-roren skulle vara fyllda med minst 0,8 ml eller 0,3 ml for Vacuette® 2 ml K5 EDTA-
ror respektive Multivette® 600 pl K3 EDTA-ror infor analys med ProCyte Dx (efter analys
med Advia 2120 och det forsta blodutstryket).



Hematologiinstrument

De blodprover fran hund som inkommer for hematologisk analys till Klinisk kemiska
laboratoriet vid UDS analyseras som tidigare nimnts rutinmissigt med det automatiserade
hematologiinstrumentet Advia 2120. Instrumentet utfor en fullstindig hematologisk analys av
erytrocyter, retikulocyter, leukocyter och trombocyter. Advia 2120 rdknar totala antalet
leukocyter och ldmnar ut resultat for en differentialrdkning med fyra leukocytpopulationer
(neutrofiler, lymfocyter, eosinofiler och monocyter) och LUC. LUC representerar stora celler
som ej fargats in med instrumentets infargning for myeloperoxidas och ddarmed ej kunnat
identifieras. I prover frdn hund kan dessa vara exempelvis basofiler, monocyter, omogna
lymfoida celler eller reaktiva lymfocyter. Totala antalet leukocyter och resultatet 1
procentenheter fran differentialrdkningen med Advia 2120 har anvints 1 denna studie. De
instrumentlarm som anvéndes 1 studien var "WBC-CE” och "PX-NV”. "WBC-CE” indikerar
att instrumentet fatt tvd olika vdrden for totalantalet vita blodkroppar som inte
Overensstimmer med varandra (totalantalet vita blodkroppar utrdknat med peroxidaskanalen
stimmer inte gentemot basokanalen). ”PX-NV” innebér att maskinen haft svart att separera
sma lymfocyter frdn icke-leukocyter som t. ex icke-lyserade erytrocyter, kérnforande
erytrocyter och stora trombocyter.

Specifikt for denna studie analyserades samtliga blodprover dven med ytterligare ett
automatiserat hematologiinstrument, ProCyte Dx, som pa UDS normalt framf6rallt anvinds
jourtid nir ordinarie laboratorium har stingt. Aven detta instrument utfor en fullstindig
hematologisk analys av erytrocyter, retikulocyter, leukocyter och trombocyter. ProCyte Dx
bygger pa laserbaserad flodescytometri och lamnar ut resultat for en differentialrakning med
fem leukocytpopulationer (neutrofiler, lymfocyter, eosinofiler, basofiler och monocyter) och
raknar totala antalet leukocyter. Totala antalet leukocyter och resultaten i1 procentenheter fran
differentialrdkningen anvéndes i denna studie. Instrumentet har flera inbyggda larm och de
som anvédndes 1 denna studie var "WBC Abnormal distribution” och ”Band neutrophils
suspected”. Det forstndmnda larmet indikerar att instrumentet haft svérigheter att separera de
olika leukocytpopulationerna frén varandra. ”Band neutrophils suspected” indikerar att
instrumentet misstinker en 6kad méngd stavkérniga neutrofiler.

Kontrollprover kordes dagligen fore analys av patientprover for Advia 2120 och en géng per
vecka for ProCyte Dx. Mjukvaruinstéillningar for analys av hundblod anvindes for bdde
ProCyte Dx (mjukvaruversion 00-33 51) och Advia 2120 (mjukvaruversion 5.9.0-MS).

Manuell differentialrdakning

Som en del av denna studie utfordes ett extra blodutstryk av antingen en BMA-student eller
en veterindrstudent 1 samband med att samma person analyserade provet med ProCyte Dx.
Dessa extra utstryk anvédndes senare for manuell differentialrdkning och morfologisk
beddmning av en och samma veterindr (HT). I den manuella differentialrdkningen rédknades
100 leukocyter. Aven antalet stavkirniga neutrofiler riknades. Morfologiska forindringar
som exempelvis toxiska neutrofiler eller reaktiva lymfocyter noterades ocksa.



Jamforelse

Resultaten fran differentialrikning av leukocyter med ProCyte Dx, Advia 2120 och den
manuella differentialrdkningen (HT) jamfordes for att undersoka forekomst av felaktiga
resultat och felens omfattning vid differentialrdkning med ProCyte Dx. Instrumentens
numeriska resultat, cytogram och larm granskades och sammanstélldes for bade ProCyte Dx
och Advia 2120. Ett graderingssystem fran ett till fem anvéndes for att bedoma cytogram fran
ProCyte Dx som godtagbara eller ej godtagbara baserat pa hur vil de olika cellpopulationerna
var separerade fran varandra. Cytogram med gradering ett till tvd bedomdes som godtagbara
dér gradering ett innebar en optimal separation av samtliga cellpopulationer och gradering tva
innebar att en liten andel av cellpopulationerna hade en indistinkt separation. Cytogram med
gradering fran tre till fem bedomdes som ej godtagbara dér gradering tre innebar en indistinkt
separation av cellpopulationer som misstinktes ha betydande péverkan péd resultatet fran
differentialrakningen. Gradering fem innebar misstanke om att den indistinkta separationen av
cellpopulationerna hade kraftig pdverkan pé resultatet i differentialrdkningen. For Advia
2120 noterades endast huruvida en otillrdcklig separation av cellpopulationer 1 cytogrammet
forekom eller ej.

Kriterier och gransvirden antogs for att definiera vilka resultat som skulle klassificeras som
oacceptabelt felaktiga vid differentialrikning av leukocyter med ProCyte Dx jamfort med
referensmetoderna i denna studie. P4 detta sitt kunde forekomsten av oacceptabelt felaktiga
resultat med ProCyte Dx kvantifieras och dess allvarlighetsgrad maitas. For att ett felaktigt
resultat skulle klassificeras som oacceptabelt krivdes det att differensen mellan resultatet i
procent frdn ProCyte Dx och bada referensmetoderna Oversteg 15 procentenheter for
neutrofiler och lymfocyter och/eller monocyter. Ett avvikande resultat i neutrofilrakning
krivdes alltsé 1 samtliga fall medan samma prov dven skulle ha ett felaktigt resultat 1 antingen
lymfocyt- eller monocytrdkningen, alternativt 1 badda dessa rakningar, for att klassificeras som
oacceptabelt. Gransvérdet 15 procentenheter sattes 1 absolut procentenhet och inte relativ
procentuell skillnad for att med stor sikerhet kunna uttala sig om oacceptabla fel samt for att
pa ett enklare sitt kunna jamfora resultaten fran hematologiinstrumenten med manuell
differentialrakning. En avvikelse pa 15 procentenheter med ProCyte Dx vid
differentialrakning av lymfocyter skulle 1 relativ procent innebéra ett fel pd 100 % (en
fordubbling) om referensmetodens resultat var 15 % medan ProCyte Dx gav resultatet 30 %.
For att klassificeras som oacceptabelt felaktigt resultat krdvdes det att ProCyte Dx skiljde sig
mot bada referensmetoderna vid analys av ett prov, det rickte alltsé inte att differensen var
storre dn 15 procentenheter for neutrofiler gentemot Advia 2120 om differensen mellan
ProCyte Dx och manuell differentialrdkning var mindre &n 15 procentenheter for neutrofiler.
Grénserna ovan dr subjektivt satta av forfattaren utifrdn malséttningen att med tillrdcklig
sdkerhet kunna uttala sig om vilka fel som klassificeras som oacceptabla.

Bland-Altman-plottar skapades for att utvdrdera och illustrera graden av Gverenskommelse
mellan de olika analysmetoderna.



RESULTAT
Overensstammelse och antal oacceptabelt felaktiga resultat

Differentialrdkning av leukocyter utfordes for 86 prover fran sjuka hundar med ProCyte Dx
(IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA), Advia 2120 (Siemens Medical Solution
Diagnostics, Eschborn, Tyskland) och manuell differentialrdkning. Resultat frén
differentialradkningar samt cytogram och aktiverade larm fran hematologiinstrumenten kunde
sammanstdllas for samtliga prover.

Figur 5 illustrerar 6verensstimmelsen mellan ProCyte Dx och de bada referensmetoderna vid
differentialrakning av neutrofiler, lymfocyter och monocyter 1 prover frdn hund.
Overensstimmelsen for de tre celltyperna var generellt god d4 majoriteten av proverna hade
en differens ganska nira noll vid jimforelse mellan differentialrdkningar med ProCyte Dx och
referensmetoderna. En sidrskilt god Overenstimmelse sdgs vid differentialrdkning av
neutrofiler vid jamforelse mellan ProCyte Dx och Advia 2120 (Fig. 5a).

De kriterier och griansvdrden som antogs enligt tidigare anvéndes for att kvantifiera mangden
oacceptabelt felaktiga resultat och allvarlighetsgraden av dessa vid analys med ProCyte Dx.
Elva av totalt 86 prover (13 %) hade oacceptabla fel vid differentialrdkning med ProCyte Dx
vid jidmforelse mot bdde Advia 2120 och manuell differentialrdkning. Tabell 1 visar antalet
oacceptabla resultat frdn ProCyte Dx vid jimforelse mot bada referensmetoderna samt hur
dessa elva oacceptabla fel fordelades mellan de olika leukocytrdkningarna. Avvikelse 1
neutrofil- och lymfocytrdkningen var den vanligaste orsaken till felaktiga resultat men dven
prover med fel i differentialrdkningen av samtliga tre celltyper (neutrofiler, lymfocyter och
monocyter) uppticktes. Tvd prover hade avvikelser som Gversteg 15 procentenheter vid
jamforelse mot béda referensmetoderna vid neutrofilrdkning men inte vid lymfocyt- eller
monocytrikning varfor dessa tva prover inte klassificerades som oacceptabelt felaktiga.

De analysresultat frdn ProCyte Dx som skiljde sig mest gentemot referensmetoderna hade
avvikelser 1 absoluta procentenheter som strackte sig upp till 65 procentenheter for
neutrofiler, 64 procentenheter for monocyter och 36 procentenheter for lymfocyter. Tabell 2
visar resultaten fran differentialrdkning av de tre celltyperna med ProCyte Dx och Advia 2120
for de elva proverna med oacceptabla fel.
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Figur 5. Bland-Altman-plottar som visar differensen i absolut procentenhet mellan analysresultat frdn
ProCyte Dx och de bdda referensmetoderna (Advia 2120 respektive manuell differentialrdkning) vid
differentialrikning av neutrofiler (a och b), lymfocyter (c och d) och monocyter (e och f) i prover frdn
hund. De réda linjerna indikerar det forutbestimda grénsvdrdet for vad som klassificeras som
oacceptabelt fel (15 procentenheter for neutrofiler, lymfocyter och monocyter).



Tabell 1. Antal prover med oacceptabelt felaktiga resultat vid differentialrdkning med ProCyte Dx
enligt studiens kriterier (fel i neutrofilrdkning och minst en av lymfocyt- och monocytrikningarna)

Avvikelse > 15
procentenheter vid
jémforelse ProCyte Dx

och bada
referensmetoderna
Neutrofil- och 5st
lymfocytrikning

Neutrofil- och monocytriakning 4 st
Neutrofil-, lymfocyt- och

monocytrakning 2 st

Totalt antal oacceptabelt 11 st

felaktiga resultat

Tabell 2. Resultat i procentenhet fran differentialrikning av neutrofiler, lymfocyter och monocyter
med ProCyte Dx och Advia 2120 i de elva proverna med oacceptabla resultat (avvikelser som
overstiger 15 procentenheter dr markerade med rod text)

%NEU %LYMF %MONO
ProCyte Advia Differens ProCyte Advia Differens ProCyte Advia Differens
Dx Dx Dx

Hund 1 2,5 67 -64,5 23,2 17,7 5,5 73,3 9,7 63,6
Hund 2 65,3 91,9 -26,6 14,3 5,1 9,2 20,2 2,2 18,0
Hund 3 27,0 84,1 -57,1 30,9 8,1 22,8 38,2 34 34,8
Hund 4 46,1 75,9 -29,8 36,5 16,3 20,2 15,3 4,0 11,3
Hund 5 15,5 74,5 -59,0 29,9 13,7 16,2 54,0 7,4 46,6
Hund 6 6,9 41,1 -34,2 53,6 28,8 24,8 323 27,0 5,3
Hund 7 11,0 53,5 -42.5 12,8 15,2 -2,4 75,5 24,6 50,9
Hund 8 70,1 87,6 -17,5 23,1 7,9 15,2 6,2 2,7 3,5
Hund 9 52,8 81,1 -28,3 30,3 11,1 19,2 15,3 5,7 9,6
Hund 10 64,8 87,0 -22,2 26,1 8,6 17,5 8.8 2,7 6,1
Hund 11 37,5 67,3 -29,8 31,0 19,3 11,7 30,2 9,6 20,6




I Figur 6 har resultaten frdn ProCyte Dx for de elva proverna rdknats om till absolutantal
(10°/L) och jamférts med manuell differentialrikning. Tabell 3 visar resultat i absolutantal vid
differentialrdkning av neutrofiler med ProCyte Dx och manuell differentialrdkning 1 de elva
fallen med oacceptabla resultat. I tabellen visas dven differensen och den relativa skillnaden
mellan de bdda neutrofilrdkningarna for respektive hund. I dessa elva prover var den relativa
skillnaden mellan resultat frdn ProCyte Dx och manuell differentialrdkning for lymfocyter
181-518 % och for monocyter 132-1924 %.

a) b) c)
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Figur 6. Diagrammen visar resultat i absolutantal (10°/L) vid differentialrikning av neutrofiler (a),
lymfocyter (b) och monocyter (c) med ProCyte Dx och manuell differentialrikning i de elva fall som
klassificerats som oacceptabla fel. De grona linjerna indikerar referensvdrden for respektive celltyp
vid analys med ProCyte Dx. Svart linje indikerar x=y. Totala antalet leukocyter utriknat med ProCyte
Dx anvindes for att generera resultat i absolutantal fran den manuella differentialrikningen.

Tabell 3. Resultat i absolutantal (10°/L) vid differentialrikning av neutrofiler med ProCyte Dx och
manuell differentialrikning i de elva fallen med oacceptabelt felaktiga resultat

#NEU (10°/L)
ProCyte Dx Manuell Differens Relativ skillnad (%)
Hund 1 0,22 5,93 -5,71 -96 %
Hund 2 13,48 19,82 -6,34 -32 %
Hund 3 3,64 11,87 -8,23 -69 %
Hund 4 3,89 6,75 -2,86 -42 %
Hund 5 0,27 1,25 -0,98 =78 %
Hund 6 0,72 4,70 -3,98 -85 %
Hund 7 0,30 1,95 -1,65 -85 %
Hund 8 7,21 9,77 -2,56 -26 %
Hund 9 17,91 25,09 -7,18 -29 %
Hund 10 6,46 8,37 -1,91 -23 %
Hund 11 3,67 7,53 -3,86 51 %
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Cytogram

Av samtliga 86 cytogram bedomdes 62 (72 %) som godtagbara (grad ett och tvd) medan 24
(28 %) bedomdes som ej godtagbara (grad tre till fem). Samtliga cytogram fran de elva
proverna med oacceptabelt felaktiga resultat enligt studiens kriterier bedomdes som ej
godtagbara. Tabell 4 visar graderingen av cytogram for dessa prover med inkorrekta resultat
samt fOr totala antalet prover. Figur 7 visar exempel pé cytogram med olika graderingar. Figur
8 visar en tydligt bittre Overensstimmelse mellan ProCyte Dx och Advia 2120 vid
differentialrdkning av neutrofiler dad samtliga 24 prover med ej godtagbara cytogram

exkluderats.

Tabell 4. Férdelningen av de olika graderingarna vid bedomning av cytogram fran ProCyte Dx

Prover med oacceptabelt felaktiga

) resultat (n=11)
Gradering av cytogram

Samtliga prover (n=86)

Godtagbart
1 0 st

51 st

2 0 st

11 st

Ej godtagbart

3 2 st 10 st

4 7 st 11 st

5 2 st 3 st
a) b) c)

. _WBCRun ___WBCRun _WBC Run

8 3 8
e = o
< 5 )

5

Granularity Granularity
aNEU 8LYM B MONO 8EQOS BBASO = URBC @ NEU ® LYM ® MONO ® EOS = URBC

ez

o Granularity
 MEU BLYM B MONO W EOS ®BASO ® URBC

Figur 7. Exempel pd cytogram med olika graderingar. a) Cytogram med gradering ett. De olika
cellpopulationerna bedoms som vdil separerade fran varandra. b) Cytogram med gradering tre.
Separationen av neutrofiler (lila), lymfocyter (bld) och monocyter (réd) bedoms som otillricklig da de
tre cellpopulationerna overlappar varandra och instrumentets indelning sker med raka linjer mellan
cellpopulationerna. ¢) Cytogram med den hogsta graderingen (fem). I detta exempel har ProCyte Dx
inte klarat av att identifiera neutrofilerna som finns uppe i omrddet for lymfocyter och framforallt
monocyter ddr det dr en indistinkt separation mellan dessa celltyper. ProCyte Dx har ddrfor givit
upphov till falskt ldga vérden for neutrofiler och falskt hoga virden for lymfocyter och monocyter.
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Figur 8. Bland-Altman-plottar som visar differensen mellan analysresultaten vid differentialrikning
av neutrofiler med ProCyte Dx och Advia 2120 fore (a) respektive efter (b) att de 24 proverna med ej
godtagbara cytogram exluderats. Réda linjer representerar grinsvdrdet 15 procentenheter som
antogs for att klassificera resultat som oacceptabelt felaktiga. En tydligt bittre dverensstimmelse ses
mellan ProCyte Dx och Advia 2120 efter att prover med ej godtagbara cytogram exkluderats.

Larm, vansterforskjutning och toxiska forandringar

Instrumentlarmet ”Band neutrophils suspected” fran ProCyte Dx var aktiverat vid analys av
samtliga elva prov med oacceptabla fel 1 leukocytrdkningen. I atta av dessa elva prover var
aven larmet "WBC Abnormal distribution” aktiverat vid analys med ProCyte Dx. Vid tre av
de elva avvikande proverna var dirmed endast ”Band neutrophils suspected” aktiverat. Av
samtliga 86 prover aktiverades ”Band neutrophils suspected” 1 28 prover (32,5 % av fallen).
”WBC Abnormal distribution” aktiverades i totalt 13 av de 86 proverna (15 %). I alla dessa
13 fall var ”Band neutrophils suspected” samtidigt aktiverad.

Samtliga elva prover med oacceptabla fel hade véansterforskjutning vid manuell
differentialrdkning varav fyra av dessa med degenerativ vinsterforskjutning. Medianvardet
for andelen stavkdrniga neutrofiler vid manuell differentialrakning var 38 % med en spridning
mellan 16 % och 68 % for dessa elva prover diar ProCyte Dx givit upphov till avvikande
resultat. Medianvirdet for stavkérniga neutrofiler i samtliga 86 prover fran hund var 6 %. I de
28 fall dar larmet ”Band neutrophils suspected” aktiverats var medianen for stavkérniga
neutrofiler 29 % med en spridning mellan 5 % och 68 %.

Samtliga elva prover med allvarliga avvikelser vid analys med ProCyte Dx hade pavisade

toxiska fordndringar vid manuell differentialrdkning. Av samtliga 86 prover i studien hade 26
av dessa (30 %) toxiska fordndringar vid manuell differentialrdkning.
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DISKUSSION

ProCyte Dx (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) é&r ett relativt nytt
hematologiinstrument pa den veterindra marknaden och instrumentet har vid tidigare
valideringar visat sig dverensstimma vél med referensmetoder vid analys av prover frén hund
och katt (Fujino et al., 2013; Goldmann et al., 2014). Det har dock uppmérksammats att
instrumentet far problem med att separera neutrofiler frdn lymfocyter och ibland monocyter
vid tillstdnd som vénsterforskjutning och toxiska fordndringar hos neutrofiler (Goldmann et
al., 2014; Tvedten et al., 2017). I studien av Tvedten et al. (2017) kvantifierades mangden
oacceptabelt felaktiga resultat vid differentialrdkning av kattleukocyter med ProCyte Dx
utifran satta gransvédrden. I den studien sdg man att ProCyte Dx genererade oacceptabla
felrdkningar 1 13 % av fallen.

Malet med denna studie var att kvantifiera méingden oacceptabelt felaktiga resultat vid
differentialrdkning av hundleukocyter med ProCyte Dx. I studien sdgs generellt en god
Overensstimmelse mellan analysresultat frdn ProCyte Dx och de bada referensmetoderna vid
differentialrdkning av neutrofiler, lymfocyter och monocyter. Tretton procent av
provresultaten som genererades med ProCyte Dx bedomdes emellertid ha oacceptabla fel vid
jamforelse mot bade Advia 2120 (Siemens Medical Solution Diagnostics, Eschborn,
Tyskland) och manuell differentialrdkning. Majoriteten av dessa inkorrekta resultat berodde
pa en otillracklig separation av neutrofiler och lymfocyter men 1 nagra fall sags ocksa att den
otillrickliga separationen involverade alla tre celltyperna (neutrofiler, lymfocyter och
monocyter). Det faktum att stavkérniga neutrofiler tenderar att vandra uppat langs y-axeln och
1 forsta hand paverka lymfocytantalet men dven 1 vissa fall monocytantalet dr kidnt sedan
tidigare (Goldmann et al., 2014; Tvedten et al., 2017). I denna studie upptécktes det dock att
fyra av de elva oacceptabla resultaten berodde pa att neutrofilerna framforallt tenderade att
vandra upp 1 omrddet for monocyter utan att i nagon storre grad péverka lymfocytantalet.
Antalet neutrofiler var i de elva avvikande resultaten tydligt lagre vid differentialridkning med
ProCyte Dx jimfort med bdde Advia 2120 (Tabell 2) och manuell differentialrdkning (Tabell
3) och istéllet var antalet lymfocyter och monocyter tydligt hogre med ProCyte Dx jamfort
med referensmetoderna vilket styrker misstanken om att neutrofilerna vandrar upp léngs y-
axeln i cytogrammet och ddrmed blir falskt 1aga i antal.

Denna studie styrker d&ven misstanken om att tillstdind med véansterforskjutning eller toxiska
fordndringar hos neutrofiler dr den huvudsakliga bakomliggande orsaken till problematiken
att separera hundleukocyter med ProCyte Dx. Samtliga hundprover med oacceptabelt
felaktiga resultat vid analys med ProCyte Dx hade i den manuella differentialrdkningen bade
vansterforskjutning och toxiska fordndringar. Som tidigare beskrivits dr det den 6kade RNA-
maéangden 1 cytoplasma hos stavkdrniga neutrofiler och toxiska neutrofiler som ger upphov till
en Okad fluorescens och didrmed en placering hogre upp lidngs y-axeln 1 cytogrammet
(Goldmann et al., 2014; Tvedten et al., 2017). Det dr av stor vikt for den praktiserande
smadjursveterindren att upptdcka dessa forandringar dd man tidigare visat att bade toxiska
neutrofiler och tillstind med degenerativ vénsterforskjutning ar tydliga indikatorer for
allvarlighetsgrad och prognos i den pagdende sjukdomen (Aroch et al., 2005; Burton et al.,
2013).
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De elva inkorrekta resultaten frdn ProCyte Dx bedémdes 1 huvudsak som oacceptabla med
avseende pa instrumentets prestation snarare dn ur klinisk synvinkel. Flera av de avvikande
resultaten hade exempelvis en neutrofilmidngd inom referensintervallet vid analys med bade
ProCyte Dx och referensmetoderna vilket troligtvis inte skulle paverka veterindrens kliniska
beddmning av patienten. Vissa av de oacceptabelt felaktiga resultaten var dock mer kliniskt
allvarliga dn andra. I tvd av de elva proverna med avvikande resultat indikerade ProCyte Dx
neutropeni medan manuell differentialrdkning indikerade en normal méngd neutrofiler (Fig.
6a). Detta skulle kunna ha en stor pdverkan pa veterindrens kliniska beddmning. En patient
med en normal mingd neutrofiler har béttre motstdndskraft mot infektion jamfort med en
patient med en neutrofilmingd nédra noll (Prasse & Duncan, 1976). I dessa fall skulle
resultatet frdn ProCyte Dx hypotetiskt kunna leda till f6rldngda vardtider och 6kade kostnader
for djurdgare pa grund av en falskt sémre prognos. Beslut om antibiotikaterapi skulle ocksa
kunna paverkas di en individ med mycket fa neutrofiler troligtvis skulle behandlas med
antibiotika tidigare vid misstanke om infektion jamfort med en individ med normal méangd
neutrofiler. Att ProCyte Dx felaktigt indikerar neutropeni tycks dock vara ett stérre problem
vid analys av blodprover fran katt jimfort med hund. I studien av Tvedten et al. (2017)
indikerade ProCyte Dx felaktigt neutropeni hos sju av de 14 katterna med oacceptabla resultat
vid jimforelse med Advia 2120.

Samtliga prover med oacceptabelt felaktiga resultat 1 denna studie bedomdes ha cytogram
som ej var godtagbara. Efter att samtliga prover med ej godtagbara cytogram exkluderats sdgs
en tydligt bittre overensstimmelse mellan ProCyte Dx och Advia 2120 (Fig. 8). Genom att
konsekvent studera de cytogram som genereras vid anvindandet av ProCyte Dx kan ddrmed
resultat som riskerar att vara felaktiga avfiardas innan de overfors till djurens kliniska
journaler och 1 virsta fall paverkar behandlingsval och resonemang kring prognos. I dessa fall
bor anvindaren kontrollera resultaten genom en manuell differentialrdkning och da kan dven
omogna eller toxiska neutrofiler upptéickas. Det var dock flera cytogram som bedémdes som
e] godtagbara i denna studie dir resultaten inte klassificerades som oacceptabelt felaktiga.
Flera av dessa prover hade édnda stora avvikelser 1 differentialrdkningen med ProCyte Dx men
utan att na upp till de kriterier som anvandes 1 denna studie for att klassificera ett resultat som
oacceptabelt. Nagra av de prover med ej godtagbara cytogram hade dock en god
Overensstimmelse mellan ProCyte Dx och de béda referensmetoderna vilket skulle kunna
innebdra att nagra faktiskt korrekta provresultat avfardas 1 onddan om man beddémer cytogram
enligt de kriterier som anvédndes 1 denna studie. Det bedoms dock vara mer vardefullt att
kontrollera ett resultat for mycket snarare dn ett for lite med manuell differentialrdkning vid
osdkerhet kring cytogram och resultat.

Larmet "WBC Abnormal distribution” aktiveras da ProCyte Dx inte kunnat separera de olika
cellpopulationerna tillrdckligt. I tre av de elva oacceptabelt felaktiga resultaten aktiverades
inte detta larm vilket innebdr att man som anviandare av instrumentet inte helt kan forlita sig
pa aktiverade larm som grund for huruvida ett resultat kan accepteras eller ej. Aven i studien
av Tvedten et al (2017) genererades felaktiga resultat vid differentialrdkning av
kattleukocyter med ProCyte Dx utan att larmet aktiverades. En noggrann bedémning av
cytogrammet dr darfor ett sdkrare sitt att uppticka avvikande analysresultat. Larmet "Band
neutrophils suspected” var aktiverat 1 samtliga elva fall med oacceptabla fel. Detta larm
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aktiverades dock 1 flera fall dér resultaten inte klassificerats som oacceptabelt felaktiga varfor
man som anvindare inte kan fOrkasta samtliga resultat med detta larm aktiverat.
Medianvérdet for stavkirniga neutrofiler vid de fall ”Band neutrophils suspected” aktiverats
var 29 % med en spridning fran 5-68 % stavkérniga neutrofiler. Detta tyder pd att larmet &r en
bra indikator for nédrvaro av stavkdrniga neutrofiler. Att misstinka eller uppticka
vansterforskjutning via larm eller inspektion av cytogram kan vara av stor vikt da exempelvis
degenerativ vénsterforskjutning visat sig vara en klart negativ prognostisk indikator (Burton
etal.,2013).

De Bland-Altman-plottar (Fig. 5) som skapades for att illustrera differensen mellan resultat
frin ProCyte Dx och resultat frdn referensmetoderna visar en relativt liten skillnad for
majoriteten av proverna vilket indikerar en god generell 6verensstimmelse. Man har tidigare
diskuterat att automatiserade hematologiinstrument fungerar bra som screening av friska
patienter eller vid fall av sjuka djur dar rubbningar i hematologiska parametrar inte forvintas
(Tvedten & Haines, 1994). Inflammatoriska tillstdnd som pyometra eller vivnadsnekroser kan
ge upphov till vansterforskjutning (Prasse & Duncan, 1976) och det dr vid dessa tillstind man
framst bor vara uppmaérksam pa felaktiga resultat vid differentialrdkning med ProCyte Dx. De
elva patienter med oacceptabelt felaktiga resultat i denna studie led av olika tillstind som
exempelvis pyometra, gastroenterit, peritonit, endotoxinemi och sepsis. Det dr darfor viktigt
att komplettera den automatiserade differentialrikningen med en manuell differentialrdkning
vid allvarligt sjuka patienter.

En vanligt forekommande avvikelse som sdgs 1 denna studie var att ProCyte Dx 1 flera prover
indikerade monocytos trots att Advia 2120 indikerade en normal méngd monocyter. Detta
sags inte bara 1 de fall med oacceptabla resultat enligt studiens kriterier utan dven 1 prover dér
resultaten 1 6vrigt overensstdmde vil. Detta skulle kunna vara en foljd av att studien baseras
pa prover fran sjuka hundar dér stressleukogram é&r vanligt férekommande vilket kan vara en
orsak till monocytos hos hund. Att Advia 2120 i1 dessa prover istéllet indikerat en normal
méngd monocyter skulle kunna bero pa att Advia 2120 tenderar att underskatta méngden
monocyter vilket beskrivits tidigare (Tvedten & Lillieh6dk, 2011).

I denna studie antogs grinsvérdet 15 procentenheter for differens 1 neutrofil-, lymfocyt-
respektive monocytrikningen vid jdmforelse mellan ProCyte Dx och de bida
referensmetoderna. Gréansviardet 15 procentenheter sattes utifran skillnad 1 absolut
procentenhet eftersom alla tre metoderna 1 studien baserar sina differentialrdkningar pé
procentuell fordelning av de olika leukocytpopulationerna. Det publicerades nyligen
rekommendationer frdn American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) kring
gransvirden for acceptabla felrdkningar vid differentialrdkning av leukocyter. 1 dessa
rekommendationer sattes gransviardena utifran relativ procentuell skillnad géllande absoluta
cellantalet (10°/L). Gréansvirdena var 15 % for neutrofiler och lymfocyter samt 50-60 % for
monocyter beroende pd om monocytantalet dr inom eller 6ver referensintervallet (Nabity et
al., 2018). De elva proverna med oacceptabelt felaktiga resultat enligt gransviardena i denna
studie hade en relativ procentuell skillnad 1 absolutantal mellan 23-96 % vid neutrofilrdkning
(Tabell 3), 181-518 % vid lymfocytrdkning och 132-1924 % vid monocytrikning vid
jamforelse mellan ProCyte Dx och manuell differentialrdkning vilket 4r betydligt hogre dn de
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nyligen rekommenderade grinsvédrdena enligt ASVCP. Detta stirker resonemanget om att
studiens gransvarden dr rimliga. Eftersom varje differens skulle dverstiga 15 procentenheter
gentemot bada referensmetoderna minskade risken for att ett provresultat skulle tolkas som
felaktigt om det 1 sjélva verket var en av referensmetoderna som givit upphov till ett felaktigt
resultat. Det &r sedan tidigare kéint att Advia 2120 ibland kan ha problem vid
differentialrakning av monocyter och lymfocyter (Tvedten & Lillieh6ok, 2011) vilket kan
vara ett skdl till att ifragasdtta dess roll som referensmetod i denna studie. For att forhindra att
eventuellt felaktiga resultat frdn Advia 2120 skulle kunna bidra till att resultat frdn ProCyte
Dx tolkas som orittvist felaktiga anvdndes darfor dven manuell differentialrdkning som
referensmetod. Dirtill krivdes det dessutom att ProCyte Dx gav upphov till ett felaktigt
resultat for badde neutrofiler och minst en av celltyperna lymfocyter och monocyter. Det
bedoms darfor som osannolikt att ndgot av de elva oacceptabla resultaten 1 denna studie skulle
bero péd nigot annat dn felrdkning av ProCyte Dx.

I denna studie sdgs oacceptabelt felaktiga resultat fran ProCyte Dx 1 13 % av fallen vid
differentialrakning av leukocyter 1 prover fran hund vilket kan jamfGras med resultatet i
studien av Tvedten et al. (2017) dér 13 % av fallen hade avvikande resultat med ProCyte Dx
vid differentialrdkning av leukocyter 1 prover fran katt. I den studien sattes dock hogre
gransviarden (23 procentenheter for neutrofiler och 18 procentenheter for lymfocyter,
monocyter inkluderades ej i kriterierna). Trots att grinsvéirdena sattes ldgre i denna studie
blev forekomsten av oacceptabelt felaktiga resultat densamma (13 %) vilket kan tyda pa att
ProCyte Dx ar bittre pa att separera leukocyter 1 blodprover fran hund jamfort med katt.

Begrinsningar 1 denna studie 4r som ovan ndmnts att Advia 2120 inte &r en optimal
referensmetod nér det kommer till differentialrdkning av lymfocyter och monocyter hos hund.
Aven manuell differentialrikning som anviindes som referensmetod i denna studie har sina
brister som exempelvis det faktum att endast 100 celler rdknas vilket ger en relativt hog
imprecision 1 resultaten (Kjelgaard-Hansen & Jensen, 2006). Ytterligare en begrdnsning i
denna studie dr antalet hundar som inkluderades. Precis som 1 alla studier 6kar trovirdigheten
med en storre studiepopulation, men 86 hundar bedoms dnda vara en tillrackligt stor
studiepopulation for att kunna dra slutsatser enligt ovan.

Sammanfattningsvis dr ProCyte Dx oftast ett tillforlitligt hematologiinstrument vid
differentialrdkning av hundleukocyter. Instrumentet tillgodoser anvindaren med ett resultat
inom nagra f4 minuter och vid samtliga 86 analyser i denna studie forlopte analysen utan
tekniskt strul. Som anvdndare maste man dock veta att ProCyte Dx kan ge upphov till
allvarligt felaktiga resultat vid framforallt inflammatoriska tillstdnd hos hund och att man
genom att studera cytogram och larm kan forhindra att felaktiga provresultat overfors till
djurens kliniska journaler och paverkar den kliniska bedomningen.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Inledning och bakgrund

Vid medicinska utredningar av sjuka hundar och katter tas ofta ett blodprov som en del av det
diagnostiska arbetet. En av de mest grundldggande blodprovsanalyserna dr den hematologiska
undersdkningen som innebdr att veterindren far information om rdéda och vita blodkroppar
samt blodplattar. Vita blodkroppar ér celler som &r en viktig del av kroppens immunforsvar
och genom att analysera dessa erhélles bland annat information om det inflammatoriska svaret
vid exempelvis en infektion med bakterier, virus eller parasiter. Genom att studera vita
blodkroppar kan dven vissa former av cancer upptickas. Det finns fem olika typer av vita
blodkroppar som analyseras i blodet. Dessa &r neutrofiler, eosinofiler, basofiler, lymfocyter
och monocyter. Dessa celler skiljer sig at bade i utseende och funktion. Veteriniren vill oftast
veta hur ménga vita blodkroppar det finns totalt i blodet samt hur férdelningen av de olika
celltyperna ser ut. Differentialrdkning av vita blodkroppar innebér just att man rdknar antalet
av respektive typ av vit blodkropp. Detta kan ske antingen manuellt genom att titta i
mikroskop (manuell differentialrikning) eller med ett hematologiinstrument (automatiserad
differentialrdkning). Det finns bade for- och nackdelar med respektive metod. En férdel med
den manuella differentialrdkningen &r att vissa specifika cellfordndringar kan upptickas vilket
de automatiserade instrumenten inte klarar av. Fordelar med den automatiserade
differentialrdkningen &ar bland annat att analysen sker mycket snabbare och att betydligt
manga fler celler per prov riknas vilket ger ett mer exakt resultat.

Det finns idag flera olika automatiserade hematologiinstrument pd marknaden. Ett utav de
nyare instrumenten for analys av blodprover fran hund och katt & ProCyte Dx (IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA). Detta instrument réknar vita blodkroppar genom
en laserbaserad flodescytometrisk teknik vilket kortfattat innebér att varje cell fargas in och
utsdtts for laserstrilning for att instrumentet ska kunna maita tvd olika parametrar (mingden
nukleinsyra och cellernas komplexitet) for respektive cell. Utifrdn dessa matt klassificerar
ProCyte Dx respektive cell som en viss typ av vit blodkropp. Man har 1 tva tidigare studier
visat att ProCyte Dx utfér hematologiska analyser av hund- och kattblod pé ett acceptabelt
sdtt nir instrumentet jamforts med bade manuell differentialrdkning och ett annat beprovat
hematologiinstrument. Man har dock upptickt att ProCyte Dx kan fa svart att skilja
framfGrallt tva typer av vita blodkroppar fran varandra (neutrofiler och lymfocyter) vid vissa
sjukdomstillstdnd. I en studie av Tvedten et al. (2017) undersokte man hur ofta ProCyte Dx
gav upphov till oacceptabelt felaktiga resultat for dessa celltyper vid analys av blodprover
frdn katt. Man sag déd att 13 % av katternas blodprovssvar var oacceptabelt felaktiga vid
analys av vita blodkroppar med ProCyte Dx.

Malet med denna studie var att undersoka hur ofta dessa oacceptabla fel forekommer vid
analys av vita blodkroppar 1 blodprover fran sjuka hundar med ProCyte Dx. Mélet var ocksa
att undersdka hur man som anvéndare kan uppticka att instrumentet givit upphov till felaktiga
resultat.
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Studiens upplagg

I denna studie rdknades antalet vita blodkroppar i blodprover frdn 86 sjuka hundar med
ProCyte Dx, manuell differentialrikning och ett annat automatiserat hematologiinstrument,
Advia 2120 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Escborn, Tyskland). Avvikelsen mellan
resultaten fran ProCyte Dx och de tvd andra metoderna noterades for varje typ av vit
blodkropp. Gransvérden och kriterier sattes for att bestimma hur stora avvikelser som kridvdes
for att klassificeras som oacceptabelt felaktiga resultat.

For varje analyssvar skapar ProCyte Dx en typ av diagram (dven kallat cytogram) som visar
varje cells matt pa de tvd parametrar som ndmndes tidigare. Celler med mycket nukleinsyra
hamnar hogt upp ldngs cytogrammets vertikala axel medan celler med hog komplexitet
hamnar ldngt at hoger 1 cytogrammet lings den horisontella axeln. Utifran placeringen pa
detta cytogram sa klassificerar instrumentet respektive cell som en viss typ av vit blodkropp.
Vid optimala forutsdttningar ligger cellansamlingarna for respektive celltyp vél separerade
fran Gvriga celltyper (exempelvis att neutrofilerna ligger vél separerade fran lymfocyterna).
Om cellansamlingarna istillet overlappar varandra pa cytogrammet kan det innebéra att
ProCyte Dx haft svért att sérskilja de olika typerna av vita blodkroppar. Som en del av denna
studie bedomdes varje cytogram som antingen godtagbart eller ej godtagbart med avseende pa
hur vél separerade de olika celltyperna var ifrdn varandra. Figur 9 visar ett exempel pé ett
cytogram med en godtagbar separation av vita blodkroppar respektive ett cytogram med en ¢j
godtagbar separation av vita blodkroppar.

Utover att ProCyte Dx skapar ett cytogram for varje analyssvar sa kan instrumentet dven
larma anviandaren om det var svart att skilja vissa vita blodkroppar frdn varandra. I denna
studie noterades darfor ocksd hur ofta instrumenten aktiverade larm vid analys av proverna
fran hund.

WEBC Run WBC Run

Fluorescence |
Fluorescence

—

Granularity Granularity

#NEL BLYR B MONO BEQS BBASO ® URBC ® NEU @ LYM = MONO % EQOS = URBC

Figur 9. Exempel pad cytogram skapade vid analys av vita blodkroppar i hundblod med ProCyte Dx.

a) visar ett exempel pd ett godtagbart cytogram ddr de olika ansamlingarna av respektive celltyp
bedoms som vdl separerade fran varandra. b) visar ett exempel pa ett ej godtagbart cytogram ddr tre
ansamlingar av tre olika celltyper ligger dikt an varandra vilket indikerar att instrumentet haft
problem att sdrskilja dessa celltyper fran varandra. I detta fall har neutrofiler (lila) rdknats som falskt
laga medan lymfocyter (bld) och monocyter (roda) riknats som falskt héga.
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Resultat och diskussion

Generellt var 6verensstimmelsen god vid jamforelse av analysresultat fran ProCyte Dx och de
tva andra metoderna vid differentialrdkning av vita blodkroppar i prover fran hund. I elva av
86 fall (13 %) gav dock ProCyte Dx upphov till oacceptabelt felaktiga resultat enligt de
kriterier och grinsvédrden som antagits till denna studie. Dessa avvikande resultat berodde pa
att ProCyte Dx hade svart att sérskilja neutrofiler frdn lymfocyter och/eller monocyter vilket
gjorde att instrumentet gav upphov till falskt l1aga virden for neutrofiler och falsk héga vérden
for lymfocyter och monocyter. I samtliga elva fall dir ProCyte Dx hade oacceptabelt
avvikande resultat bedomdes cytogrammet som ej godtagbart. Totalt bedomdes 24 av 86 (28
%) cytogram som ej godtagbara och efter att alla dessa 24 provresultat tagits bort sdgs en
tydligt béttre dverensstimmelse mellan ProCyte Dx och de tva andra metoderna. Genom att
inspektera varje cytogram som skapas av ProCyte Dx kan ddrmed resultat som riskerar att
vara felaktiga avfdardas och anvédndaren kan istédllet utfora en manuell differentialrikning. I tre
av de elva proverna med avvikande resultat aktiverades inte det larm som informerar om att
ProCyte Dx haft problem att skilja mellan de olika celltyperna. Anvédndare av ProCyte Dx kan
darfor inte helt forlita sig pé att instrumentet larmar vid felaktiga resultat.

Béde 1 denna studie som baserades pa blodprover fran sjuka hundar och i studien av Tvedten
et al. (2017) som baserades pa prover fran sjuka katter sdgs oacceptabelt felaktiga resultat i 13
% av fallen vid differentialrdkning av vita blodkroppar. I studien med kattprover sattes dock
hogre gransvirden vilket krdvde dnnu storre avvikelser for att ett resultat frdn ProCyte Dx
skulle klassificeras som oacceptabelt. Trots detta var forekomsten av oacceptabla fel
densamma i blodprover fran bade hund och katt vilket kan tyda pa att ProCyte Dx é&r bittre pa
att sdrskilja vita blodkroppar i blodprover fran hund jamfort med katt.

Samtliga hundar som 1 var studie fick oacceptabelt felaktiga resultat vid analys med ProCyte
Dx hade tillstind som kallas vénsterforskjutning och toxiska neutrofiler. Vénsterforskjutning
innebdr att det 1 blodet finns en 6kad midngd omogna neutrofiler efter att benmérgen sldappt ut
nyproducerade neutrofiler trots att dessa inte varit fardigutvecklade. Toxiska neutrofiler
innebdr att vissa specifika fordndringar 1 neutrofilernas utseende ses 1 mikroskop.
Vinsterforskjutning och toxiska neutrofiler kan ses 1 samband med olika inflammatoriska
tillstind som exempelvis livmoderinflammation eller bukhinneinflammation. Bdde omogna
och toxiska neutrofiler innehaller mer nukleinsyra dn vanliga neutrofiler vilket gor att de
hamnar hogre upp 1 cytogrammet och ndrmre lymfocyter och monocyter (Fig. 9b). ProCyte
Dx far déarfor problem att skilja mellan dessa celltyper. Att ProCyte Dx ibland ger upphov till
falskt 14ga neutrofiler och falskt hoga lymfocyter och/eller monocyter skulle kunna paverka
veterindrens beslut kring behandling och prognos for patienten. Rent hypotetiskt skulle
analysresultaten kunna leda till forlingda vardtider, 6kade kostnader for djurdgare eller att
behandling med antibiotika sétts in pa felaktiga grunder pa grund av en falskt dalig prognos.

Sammanfattningsvis visade denna studie att ProCyte Dx oftast 6verensstimmer vdl med andra
metoder for differentialrdkning av vita blodkroppar hos hund. Vid inflammatoriska tillstand
hos hund kan dock instrumentet ge upphov till oacceptabelt felaktiga resultat. Dessa kan
upptéickas genom att konsekvent inspektera de cytogram som skapas av ProCyte Dx for att pa
sé sétt undvika att felaktiga resultat padverkar veterindrens bedomning av den sjuka hunden.
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