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Sammendrag

Tittel: Samsvarsanalyse for hematologiresultater fra IDEXX ProCyte Dx™
Hematology Analyzer og ADVIA® 2120i Hematology System

Forfattere:  Trude Nemeth, Mariam Shehzad og Marianne Tuen Yndestad

Veileder: Hege Brun-Hansen og Hanne Larsen Moberg, Institutt for sport- og

familiedyrmedisin ved NMBU

Mange klinikker benytter resultater fra egne hematologi-maskiner for & diagnostisere og
behandle pasienter, og vi gnsket & undersgke om resultatene man far samsvarer med resultater
fra et referanselaboratorium. Tidligere studier har indikert at inspeksjon av cytogram og
stjernemarkeringer er viktig for a avvise blodprgver som kan gi ukorrekte resultater. | denne
studien ble 99 blodprgver fra hunder analysert med IDEXX- ProCyte Dx™ Hematology
Analyzer og ADVIA 2120i Hematologi System ved Veteringerhggskolen NMBU. ProCyte
WBC-cytogram og stjernemarkeringer ble vurdert for alle prgver, og en manuell
differensialtelling av leukocytter ble utfert pa 17 praver. Statistisk analyse ble utfert for og
etter inspeksjon av cytogrammer. Resultatene viste at differensialtelling av leukocytter
samsvarte bedre dersom prgver med uakseptable leukocyttpopulasjoner og/eller
stjernemarkeringer fra ProCyte ble eliminert. Blodutstryk kan brukes for & bekrefte
automatiserte resultater og vurdere cellemorfologi. Det ble sett en trend der ProCyte
feilklassifiserte ngytrofile som lymfocytter og/eller monocytter hos pasienter med systemisk

inflammasjon.

Bade ProCyte og ADVIA anga en falsk trombocytopeni i flere blodpraver pa grunn av

plateaggregater. Et lavt platetall ma verifiseres ved a vurdere et blodutstryk. Bias var minimal
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til moderat ved analyse av RBC, HGB og HCT, som indikerer at klinikeren kan stole pa disse

verdiene.
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Definisjoner og forkortelser

ADVIA

ProCyte

Bias

WBC

RBC

HGB

HCT

MCV

MCHC

RDW

NEU eller NEU%

LYM eller LYM%

MONO eller MONO%

ADVIA® 2120i Hematology System

IDEXX ProCyte Dx™ Hematology Analyzer

Gjennomsnitt av differanse av verdier fra ProCyte-
ADVIA. Positiv bias betyr at verdien fra ProCyte er
hgyere, negativ bias betyr at verdien fra ADVIA er
hayere

«White Blood Cells» — antall leukocytter oppagitt i
x10e9/L

«Red Blood Cells» — antall erytrocytter oppgitt i
x10el12/L

Hemoglobin — mengde hemoglobin i blodet oppgitt i g/L

Hematokrit — Andel erytrocytter i prgven oppgitt i %

«Mean Corpuscular Volume»/«Mean Cell Volume» —
Gjennomsnittlig volum pa erytrocytter oppgitt i
femtoliter (fL)

«Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration» —
gjennomsnittlig konsentrasjon av hemoglobin i RBC
oppgitt i g/L

«Red Cell Distribution Width» — forskjellen i starrelse
av RBC oppgitt i %

Naytrofile granulocytter — antall i blodet oppagitt i
x10e9/L eller andel av WBC som er ngytrofile oppgitt i
%

Lymfocytter — antall i blodet oppgitt i x10e9/L eller
andel av WBC som er lymfocytter oppgitt i %
Monocytter — antall i blodet oppgitt i x10e9/L eller andel
av WBC som er monocytter oppgitt i %



EQOS eller EOS%

BASO eller BASO%

PLT

CRP

CHCM

PCV

Stjernemarkering eller *

Prism

Korrigert datasett
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Eosinofile granulocytter — antall i blodet oppgitt i
x10e9/L eller andel av WBC som er eosinofile oppgitt i
%

Basofile granulocytter — antall i blodet oppgitt i x10e9/L
eller andel WBC som er basofile oppgitt i %
Trombocytter— antall i blodet oppgitt i x10e9/L

«C-reactive protein» — mengde i blodet oppgitt i mg/L.
Ikke en del av analysen, men brukt for klassifisering av
inflammasjon

«Corpuscular Hemoglobin Concentration Mean» —
Tilsvarende MCHC, men denne verdien er malt og ikke
beregnet.

«Packed Cell Volume» — Mikrohematokrit

Verdier markert eller «flagget» av IDEXX ProCyte
Dx™ der ytterligere handling kreves. Det er ment a
minne klinikeren pa a undersgke blodutstryket for &
validere blodprgvesvaret.

GraphPad Prism 9.5.1 — et statistisk analyse-program

Datasettet etter at blodprgver med stjernemarkeringer

eller uakseptable cytogram er fjernet
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Innledning

Ved NMBU Dyresykehuset — smadyr analyseres hematologipraver fra pasienter hele degnet.
Praver tatt innenfor normal arbeidstid sendes helst til Sentrallaboratoriet (SL) der de
analyseres ved bruk av ADVIA® 2120i Hematology System, men nar klinikeren behgver
raskt svar eller Sentrallaboratoriet ikke er apent, analyseres de med IDEXX ProCyte Dx™
Hematology Analyzer i dyresykehusets eget laboratorium. Resultatene som overfgres
automatisk til journalen blir benyttet i diagnostikken og kan pavirke videre behandling.
Akuttvaktene kan vare hektiske med kort tid fra pasienten kommer inn til det ma stilles en
diagnose for & starte behandling. Ikke alle tar seg tid til & inspisere cytogrammer, og
blodutstryk blir ikke laget for alle praver. Dersom blodprgven inneholder alvorlige
feilmalinger, og cytogram og stjernemarkeringer ikke undersgkes nermere av klinikeren, er
det fare for at det forekommer feilaktig grunnlag for en diagnose og igangsetting av feil

behandling.

Mange norske smadyrklinikker benytter egne ProCyte-maskiner for analyse av
hematologipraver, mens andre klinikker sender hematologipraver til analyse ved eksterne
referanselaboratorier. Det er mange fordeler med & benytte egne ProCyte-maskiner: det er en
enkel mate 4 analysere blodprgver pa hvor man slipper ekstra tidsbruk til pakking og
forsendelse, og klinikeren far svar pa blodprgven i lgpet av to minutter. Ulempen er at
klinikere ikke alltid er bevisste pa mulige feil som kan oppsta, og tiltak som bgr settes i gang
for & rette opp i eventuelle feil. Nar man sender blodpraver til et referanselaboratorium kan
man anta at de sikrer god kvalitet pa blodprgvesvarene gjennom grundige rutiner for
vedlikehold, kalibrering og kvalitetssikring av maskinene som analyserer prgvene. Hos
private smadyrklinikker er derimot rutinene for dette varierende, og risikoen for at det oppstar

feilmalinger gker betraktelig.
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Hematologi er et viktig hjelpemiddel i utredningen av en rekke ulike sykdomsprosesser
inkludert anemi, infeksjonssykdommer, inflammasjonssykdommer og neoplasier. Mange
stoler pa og benytter hematologisvaret fra ProCyte som et viktig diagnostisk verktgy til a sette
opp behandlingsplan for pasientene sine. Hos pasienter med anemi kan vi gjennom
hematologiske resultater klassifisere anemien som enten regenerativ eller ikke-regenerativ.
Klassifikasjon er viktig for a kunne utrede underliggende arsak til anemien. Siden hematologi
spiller en veldig viktig rolle i bade diagnostisering og planlegging av behandlingen, er det

nyttig a vite hvilke typer feil som oppstar, og i hvilke situasjoner de oppstar.

En annen fordel med & sende blodpraver til et referanselaboratorium er at de vurderer
blodutstryk for alle blodprgver der man har sendt med et fersklaget blodutstryk, i motsetning
til private klinikker som ofte har varierende praksis for dette. Ved & vurdere blodcellenes
morfologi far klinikeren muligheten til & se pa blant annet starrelse, form og distribusjon av
celler, og kan oppdage hemoparasitter, inklusjonslegemer, toksiske forandringer og
neoplastiske celler. Enkelte studier beskriver at en morfologisk vurdering av blodutstryk er
ngdvendig for a verifisere at maskintellingen er korrekt, i tillegg til at det gir klinisk relevant
informasjon som ikke kan gjenkjennes av hematologimaskiner. Klinikeren far dermed et mer

helhetlig bilde av pasientens sykdomstilstand. (Zitzer, 2023)

| flere tilfeller vil det veere viktig a vurdere blodutstryk for diagnostisering av en sykdom, for
eksempel for pasienter der blodpraveresultatene viser trombocytopeni. Det er viktig a bekrefte
dette ved manuell telling pa blodutstryk fordi det kan dannes plateaggregater som kan gjere at
maskinen registrerer en falsk trombocytopeni. Det er ikke mulig for maskinen a telle de

individuelle trombocyttene nar de ligger i plateaggregater. (Norman et al., 2001) Aggregater

-10 -
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kan dannes av forskjellige arsaker, inkludert utilstrekkelig blanding av prgven. Et annet
eksempel er for hunder med kongenital makrotrombocytopeni, vanligst a finne hos Cavalier
King Charles Spaniel. Hunder med denne tilstanden har et lavere antall trombocytter, men
trombocyttene er store. Disse hundene har ifglge maskinen en trombocytopeni, men de store
trombocyttene gir normal funksjon. Analysering av blodutstryket kan gi mistanke om en slik

tilstand. (Schmidt, 2012)

En studie utfert i Sverige i 2022 viste viktigheten av & inspisere WBC-cytogrammet fra
ProCyte. I studien framkom det at antallet ngytrofile granulocytter funnet av ProCyte, ofte er
mye lavere enn i samme blodprgve analysert med ADVIA hos systemisk pakjente hunder. Det
ble vist at rundt 15% av ProCyte-resultatene i hundepopulasjonen registrerte et falskt lavt
antall ngytrofile. Dette skyldtes at ngytrofile ble klassifisert som monocytter og/eller
lymfocytter. Det ble videre fremhevet at denne feilkilden kunne vart unngatt ved a studere
cytogrammet som fremstilles automatisk av ProCyte. Dersom leukocyttpopulasjonene ikke er
tydelig adskilte, ble det anbefalt & utfare en manuell differensialtelling av leukocyttene i et

blodutstryk. (Bergstrand et al., 2022)

Feildiagnostisering av pasienter med ngytropeni kan ha store kliniske konsekvenser. Antall
ngytrofile benyttes ofte hos systemisk pakjente individer for & vurdere om pasienten kan veere
i fare for & utvikle en sepsistilstad. Ved en akutt systemisk infeksjon kan pasienten utvikle en
ngytrofili, men ved videre progresjon av sykdommen vil reservoaret av ngytrofile
granulocytter brukes opp raskere enn nye produseres, slik at pasienten star i fare for a utvikle
en ngytropeni. Ngytropeni er ogsa en vanlig bivirkning hos pasienter som star pa kjemoterapi,
og alvorlighetsgraden kan variere i stor grad. Internasjonal litteratur anbefaler at antall

ngytrofile burde vaere minst 1,5x10e9/L for & starte kjemoterapi. Pasienter som utvikler en

-11 -
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vedvarende ngytropeni har gkt risiko for a utvikle en infeksjon. Dersom antall ngytrofile er
<0,75x10e9/L er det indikasjon for & starte profylaktisk bredspektret antibiotikabehandling for
a hindre at pasienten utvikler sepsis. (Bisson et al., 2018) For & unnga ungdvendig bruk av
antibiotika og gke faren for antibiotika resistens, bgr cytogram og blodutstryk undersgkes for

a bekrefte at pasienten har en reell ngytropeni.

Tidligere studier har sammenlignet resultater fra ProCyte og ADVIA. Blant annet finnes det
to studier som har sett pa hvor ngyaktig resultatene fra ProCyte er. | den farste studien, som
var publisert i Journal of Veterinary Medical Science, ble 59 pragver analysert med ProCyte,
og resultatene ble bekreftet ved manuell telling. Resultatene ble analysert ved bruk av
Pearsons korrelasjonskoeffisient, som viste at det var god korrelasjon mellom maskinene.
Studien konkluderte med at ProCyte-resultatene var av akseptabel kvalitet, og kunne

anvendes i klinisk sammenheng. (Fujino et al., 2013)

Den andre studien sammenlignet ProCyte og ADVIA for hunder og Kkatter. I denne studien,
ble resultater fra 270 hunder og 176 katter analysert to ganger. Ved farste statistiske analyse
ble alle blodpraver med unntak av de med stjernemarkeringer undersgkt, deretter ble
resultatene analysert pa nytt etter at blodpraver ble ekskludert ut fra definerte kriterier.
Blodpraver ble utelukket fra den andre statistiske analysen dersom cytogrammet viste
uakseptable cellepopulasjoner eller det var et unormalt hgyt antall monocytter, som kan tyde
pa gkt antall umodne celler. Spearmans rang korrelasjonskoeffisient viste god til utmerket
korrelasjon mellom de to maskinene ved den andre statistiske analysen. Ved den farste
statistiske analysen var det imidlertid darlig korrelasjon mellom maskinene nar det gjaldt
MCHC og differensiering av leukocytter. Studien konkluderte med at det er viktig a inspisere

cytogrammer, og at det er ngdvendig a foreta en manuell differensialtelling ved uakseptable

-12-
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cellepopulasjoner. | studien, ble det ogsa pavist stor bias i analysen av hemoglobin (HGB), og
verdier som ble beregnet fra HGB, som MCHC. Dette ble forklart med at ADVIA 2120i

anvender en «cyanidfri kolorimetrisk metode» for & analysere HGB. (Goldmann et al., 2014)

Med bakgrunn i disse studiene som sier at det er viktig a vurdere cytogrammet for a vite om
det er ngdvendig a differensialtelle leukocytter, og kunnskapen om at eksterne
referanselaboratorier generelt har grundigere og hgyere frekvens av rutiner som sikrer god
kvalitet pa blodprgvesvarene, skal vi sammenligne hematologiresultater fra samme pasient
analysert med ProCyte og ADVIA. Deretter skal vi utfare en manuell telling av antall
leukocytter ved blodprgver med uakseptabelt cytogram og/eller med stjernemarkeringer fra

ProCyte.

Idexx ProCyte Dx™ Hematology Analyzer

Idexx ProCyte Dx™ Hematology Analyzer benytter laserbasert flow-cytometri for &
klassifisere leukocytter i fem ulike populasjoner, og for & identifisere modne erytrocytter,

retikulocytter, RBC-fragmenter og trombocytter.

ProCyte benytter «Laminar Flow Impedance»-teknologi for & klassifisere erytrocytter og
trombocytter basert pa cellestgrrelse og antall. «Optical Fluorescence»-metoden benyttes for a
identifisere retikulocytter. Cellene farges med et fluorescerende polymethine-fargestoff, som
binder til nukleinsyrer, for sa a aktiveres av en laser. Det dannes et cytogram (figur 1), som
viser modne erytrocytter, trombocytter og retikulocytter. Pa X-aksen vises fluorescens, pa Y-

aksen vises cellestgrrelse. (Laboratories, 2021)

-13 -
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Normal RBC Dot Plot (Canine)

F

Size

{ Mature red blood cells

fij'-::iPlatelets

v

Fluorescence

Figur 1: Cytogram som viser erytrocytter (rad), trombocytter (bld), retikulocytter (lilla) og RBC- fragmenter
(lys rosa). Retikulocytter inneholder ribosomalt RNA, som gjar at de absorberer mer fargestoff og har hayere
fluorescens. | motsetning, er erytrocytter hos hunder uten kjerner, og har dermed lavere fluorescens. ldexx
Laboratories, Inc. (2011) Interpreting IDEXX ProCyte Dx* Hematology Analyser Dot Plots.

https://www.idexx.com/files/procyte-dx-dot-plots-en.pdf (23.02.2023)

Maskinen analyserer leukocytter basert pa fluorescens og granularitet og anvender
informasjonen til & danne et cytogram (figur 2). Cellene farges med et fluorescerende
polymethine-fargestoff som binder til nukleinsyrer og organeller i cytoplasma. De
differensieres basert pa kompleksitet (granularitet) og fluorescens (avhengig av RNA-
innhold). Hvert punkt pa et cytogram representerer en celle. Hver cellepopulasjon pa
cytogrammet vises i ulike farger, og skal veere tydelig adskilt fra andre populasjoner. Hvis
avgrensingen av en populasjon er utydelig, kan det tyde pa gkt variasjon innad i populasjonen

og signalisere feil resultat. (Laboratories, 2021)

-14 -
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Normal WBC Dot Plot (Canine)

s

Fluorescence

Granularity

Figur 2: Figuren viser et cytogram med tydelig adskilte populasjoner. Celler med mye granula ender opp langt
mot hgyre pa X-aksen, som eosinofile granulocytter. Celler som inneholder mye fluorescens, ender opp hgyt
langs Y-aksen, f.eks. monocytter. Monocytter — rgd. Lymfocytter — bla. Basofile granulocytter — lysebla.
Eosinofile granulocytter — grann. Ngytrofile granulocytter — lilla. URBC — oransje. ldexx Laboratories, Inc.

(2011) Interpreting IDEXX ProCyte Dx* Hematology Analyser Dot Plots. https://www.idexx.com/files/procyte-

dx-dot-plots-en.pdf (23.02.2023)

ADVIA 2120i® Hematology System

ADVIA® 2120i Hematology System er en analysemaskin som benyttes av Sentrallaboratoriet.
| flere studier er denne ansett som gullstandard nar den brukes for sammenligning med andre
maskiner. Denne maskinen benyttes ogsa i humanmedisin. ADVIA 2120i benytter laserbasert
flow-cytometri. Maskinen har fem ulike programmer, kalt kanaler, for & analysere blodpraver:
i) hemoglobinkanalen ii) RBC/platekanalen, iii) peroksidasekanalen, iv) lobularitet/baso-
kanalen, v) retikulocyttkanalen. Maskinen lyserer leukocytter og analyserer disse i to ulike
kanaler: peroksidase- og baso/lobularitetskanalen (Harris et al., 2005). Dette gir to forskjellige

tall pa antall leukocytter, WBC-B fra baso/lobularitetskanalen og WBC-P fra

-15 -
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peroksidasekanalen. Totalt antall leukocytter som oppgis i analysesvaret er oftest basert pa
resultatet fra WBC-B. Differensialtellingen, unntatt basofile granulocytter, baserer seg pa
peroksidasekanalen og gir oss %-tall for de forskjellige leukocyttene, mens absoluttverdiene
beregnes av maskinen basert pa prosentandelen fra WBC-P og totalt antall leukocytter fra

WBC-B. (Laboratories, 2021)

Siden maskinen analyserer leukocytter ved bruk av to ulike metoder, fungerer dette som en
internkontroll og signaliserer dersom det er darlig samsvar mellom metodene. «White blood
cell comparison error (WBC-CE)» betyr at det ikke er samsvar mellom antall leukocytter i de
to kanalene. Hemoglobin males ved en cyanidfri kolorimetrisk metode, og ogsa her har
ADVIA en form for internkontroll. Resultatet sammenlignes med «Corpuscular hemoglobin
concentration mean» (CHCM) som males ved bruk av lysspredning. Erytrocytter og

trombocytter analyseres i en egen kanal, RBC/platekanalen. (SIEMENS, 2010)

Antall retikulocytter analyseres ved hjelp av Oksazin 750. Dette stoffet farger nukleinsyrer i
retikulocytter, som skiller dem fra modne erytrocytter. Retikulocyttene analyseres basert pa
volum og hemoglobinkonsentrasjon. Cytogrammet (figur 3) som produseres kan benyttes for

a klassifisere anemi som enten regenerativ eller ikke-regenerativ. (Medicine, u.a.-a)
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Reticulocyte scatter

Oxazine staining

Figur 3: P& cytogrammet vil retikulocytter ha et varierende opptak av Oksazin, dermed kan de ligge i felt A, B
eller C pa figuren. Modne erytrocytter har ikke kjernestoff og farges darlig av oksazin. De vil ligge lengst til
venstre langs X-aksen. Cornell University College of Veterinary Medicine (2013-2020). Advia hematology

analyzer. https://eclinpath.com/hematology/tests/reticulocyte-percentage/advia-hematology-analyzer/

(23.02.2023)

Leukocytter analyseres ved hjelp av en peroksidasekanal som produserer et
peroksidasecytogram. | denne metoden lyseres erytrocytter og peroksidasereagens anvendes
for & skille peroksidasepositive celler, som ngytrofile, eosinofile og monocytter, fra
peroksidasenegative celler. Celler som er positive vil ligge lengre til hgyre langs X-aksen
(figur 4). Langs Y-aksen pa cytogrammet finnes cellestarrelse. Peroksidasenegative celler,
som «Large Unstained Cells» (LUC) og lymfocytter, ligger til venstre pa X-aksen. Eksempler
pa celler som kan klassifiseres som LUC er atypiske store lymfocytter, monocytter og

blastere celler. (Harris et al., 2005)
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Figur 4: Peroksidasecytogram. Celler som er peroksidasepositive vises lenger til hgyre pd X-aksen. Starre celler
kommer lengre opp pa Y-aksen. Grafen viser at granulocytter som er lobulere, f.eks. ngytrofile granulocytter og
eosinofile granulocytter har mer peroksidaseaktivitet. 1: «Noise» (trombocytter, erytrocyttmasse og debris som
ekskluderes fra totalantall leukocytter (WBC-B) og differensierte WBC. 2: kjerneholdige erytrocytter, 3:
plateaggregater, 4: lymfocytter og basofile granulocytter, 5: «Large Unstained Cells», 6: monocytter, 7:
ngytrofile granulocytter, 8: eosinofile granulocytter. Siemens Healthcare Diagnostics Inc. (2010). ADVIA 2120/

2120i Hematology System Operator’s Guide. http://startrinity3.com/01/Advia%200ps%20Guide.pdf

(18.04.2023)

Baso/lobularitetskanalen benyttes primaert til telling av totalt antall leukocytter. Erytrocyttene,
trombocyttene og leukocyttene, bortsett fra de basofile granulocyttene, lyseres for a fjerne
cytoplasma. Cellene telles og klassifiseres basert pa volum og hvor lobuler kjernen er.
Basofile granulocytter registreres som de starste cellene fordi de ikke er lysert, og havner
gverst sammen med andre lyseringsresistente celler. Cytogrammet (figur 5) kan benyttes for a

si noe om hvor modne cellene er.
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BasotLyse-resistant

A2

Figur 5: Baso: basofile granulocytter, Lyse-resistant: Lyseringsresistente celler, PMN: Polymorf-nuklezre
celler, MN: Mononuklezre celler. Pa X-aksen vises lobularitet. Pa Y-aksen vises cellestgrrelse. Martina Stirn
(2014). Rate of manual leukocyte differentials in dog, cat and horse blood samples using ADVIA 120 cytograms.

https://bmcvetres.biomedcentral.com/articles/10.1186/1746-6148-10-125(23.02.2023)

I en RBC/platekanal konverteres erytrocytter til sfeerer ved bruk av natriumdodecylsulfat og
glutaraldehyd. Dette gjer det mulig a analysere dem med lav- og hgygradig lysspredning.
Disse signalene blir amplifisert og fordelt pa fire signaler. De fire signalene konverteres til
digitale signaler og analyseres av maskinen. Disse signalene leses av som volum og
refrakteere indeks-verdier (hvor mye lys som blir refraktert nar det gar gjennom et materiale).
Pa bakgrunn av denne informasjonen bestemmes totalt antall erytrocytter. Analysen benyttes
videre til & skille mellom modne erytrocytter, trombocytter, store trombocytter, RBC-
fragmenter, «<RBC-ghosts» og debris. Informasjonen benyttes til & danne et cytogram som
fremstiller erytrocyttvolum i femtoliter (fL) og hemoglobinkonsentrasjon i g/L. Dette
cytogrammet (figur 6) gir en visuell fremstilling av regenerative og ikke-regenerative

anemier. (Harris et al., 2005)
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Figur 6: Pa x-aksen vises hemoglobin konsentrasjonen, mens pa Y-aksen ses cellevolum. Ved en regenerativ
respons Vil cellene flyttes lengre opp langs Y-aksen og mot venstre langs X-aksen. Siemens Healthcare

Diagnostics Inc. (2010). ADVIA 2120/ 2120i Hematology System Operator’s Guide

http://startrinity3.com/01/Advia%200ps%20Guide.pdf (18.04.2023)

Kvalitetskontroll

Idexx ProCyte Dx™ Hematology Analyzer

Ansatte ved laboratoriet paA NMBU Dyresykehuset — smadyr utfgrer en manedlig rens av
maskinen etterfulgt av en kontroll: «ldexx ProCyte Dx quality control» (e-check). Kontrollen
utfgres med blod fra produsent som analyseres for  undersgke om parameterne ligger
innenfor de forhandsbestemte verdiene. Maskinen sender ut en automatisk paminnelse om den
manedlige rensen. Kontroll-blodprgven skiftes ut ved utgatt dato. Reagensene skiftes ut nar de
er tomme eller ved utgatt dato. «Stain pack» skiftes ut ved utgatt dato. Viftefilteret renses

manuelt en gang i maneden. Maskinen utfgrer en automatisk rens en gang daglig.

Maskinen varsler om feil ved bruk av feilmeldinger og gir instrukser for hvilke tiltak som skal

gjares. Dersom dette ikke lgser problemet, ringer operataren Idexx kundeservice og far rad
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om tiltak som ber settes i gang. Cytogrammet og stjernemarkeringer som dannes ved
analysering av blodprgver bgr undersgkes av klinikerne. Enkelte ganger kommer det
anbefaling fra maskinen pa blodprevesvaret om a vurdere blodutstryk (muntlig

kommunikasjon med Tora Jelle, ingenigr ved NMBU Dyresykehuset — smadyr, 16.03.2023).

Sentrallaboratoriet — ADVIA 2120i Hematology System

Ansatte ved Sentrallaboratoriet analyserer tre nivaer av kontrollblodprgver som heter «Test
point 3 in 1» en gang daglig. De tre blodprgvene bestar av én blodprave med verdier under
referanseomradet, én blodprgve med verdier innenfor referanseomradet og én blodprgve med
verdier over referanseomradet. Pravesvarene sammenlignes med de forhandsbestemte
verdiene gitt av produsenten. En gang i uken vasker en ansatt «flowceller», oppsugingsnaler
og nalekamrene. Reagens skiftes ut nar det blir tomt eller er utgatt pa dato. Filter for
reagensene skiftes en gang hvert halvar. Dersom det kommer opp beskjed om koagel i
maskinen, skiftes det «clot-filter». Maskinen utfgrer flere rens gjennom dggnet, renser

mellom hver prave og utfgrer en hovedvask fem ganger i lgpet av et dagn.

En bioingenigr vurderer de ulike cytogrammene fra prgven. Stor endring i utseende av
cytogrammet kan bety at det er feil i leveransen av reagens. Da undersgkes den tilhgrende
reagens naermere. For hver prgve lages det blodutstryk som undersgkes. Dersom det anses
som ngdvendig, utfares en manuell differensialtelling av leukocytter. Stjernemarkeringer
indikerer feil pa morfologi eller «sample system». Dersom det oppstar stiernemarkeringer pa
samplesystem, analyseres prgven pa nytt. Dersom det oppstar stjernemarkeringer pa
samplesystem pa flere praver utfgres det systemvask, og reagenser og koagelfilteret
undersgkes. Blodpravesvaret leveres uten stjernemarkeringer, slik at klinikeren ikke behaver

& vurdere disse.
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Sentrallaboratoriet er med pa et eksternt kvalitetskontroll-program (EKV) i regi av NOKLUS
fire ganger i aret. Alle laboratorier som er med i programmet far en bestemt blodprgve som
analyseres. Resultatene rapporteres inn og sammenlignes med de forhandsbestemte verdiene.
Fordelen med en slik kontroll er at resultatene kan sammenlignes med samme maskin pa
andre laboratorier og andre maskiner benyttet av referanselaboratorier (muntlig
kommunikasjon med Hanne Elisabeth Lunde, laboratorieleder ved Sentrallaboratoriet,

16.03.2023).
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Formal

Det overordnede malet med denne studien var a undersgke hvilke forskjeller som oppstar og
hvor klinisk relevante forskjellene er ved analyse av blodprgver med ProCyte, sammenlignet
med analyseresultatene fra ADVIA. Dersom vi fant klinisk relevante forskjeller ville vi se om
det var mulig & komme med tiltak som kan utfgres av brukere av ProCyte for & oppdage og

korrigere feil provesvar.

Hypotesen for studien er at det forekommer feil av ulik frekvens som kan veere av klinisk
relevans ved maling av PLT, RBC, HCT, HGB, MCV, MCHC, WBC og differensialtellinger
av leukocytter pa blodprever fra hund analysert med ProCyte sammenlignet med analysesvar

fra ADVIA.

HO: det er ingen forskjell mellom resultatene av PLT, RBC, HCT, HGB, MCV, MCHC, WBC

og leukocyttdifferensialtellinger analysert med ProCyte og ADVIA.

Dersom denne studien viser at det foregar en hgy frekvens av feil pa 99 blodpraver fra
hunder, vil dette veere viktig informasjon som bgr na ut til klinikere som benytter ProCyte slik
de kan veere klar over hyppigheten av feilene, og sette i gang tiltak for & oppdage feil og fa et

mer korrekt prevesvar i fremtiden.
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Materiale og metoder

Studiepopulasjon

Studieenheten er en hund. Studiepopulasjonen er hunder som var pasienter ved NMBU
Dyresykehuset — smadyr. Studieutvalget var syke eller friske hunder som veide 7 kg eller mer,
og som skulle ta blodprave for hematologi som en del av utredningen ved NMBU
Dyresykehuset — smadyr i perioden 29. august 2022 til 23. desember 2022. Prgven skulle
analyseres med ProCyte ved klinikkens laboratorium, og ADVIA 2120i ved
Sentrallaboratoriet. Det skulle lages minimum ett blodutstryk for hver blodpreve.
Eksklusjonskriteriene var hunder som veide under 7 kg. Vi hadde ogsa et etisk
eksklusjonskriterium som innebar at dersom en ikke fikk nok blod ved farste blodpragveuttak,

skulle pasienten ikke stikkes pa nytt.

Variablene i studien var: PLT, RBC, HCT, HBG, MCV, MCHC, RDW, WBC, %Ngytrofile
granulocytter, %Lymfocytter, %Monocytter, %Eosinofile granulocytter, %Basofile
granulocytter, antall ngytrofile granulocytter, antall lymfocytter, antall monocytter, antall
eosinofile granulocytter, antall basofile granulocytter, rase, fadselsdato, kjgnn (hann/hunn),
Intakt/kastrert, diagnoser og diagnosekoder. CRP ble malt ved Sentrallaboratoriet for 79 av

pravene.

Prgveinnsamling

For hunder som mgtte kriteriene ble det tatt ut et ekstra glass 2 ml EDTA ved prgvetakning.
Ett av glassene ble sendt til sentrallaboratoriet for 4 analyseres pa ADVIA, og det andre

glasset ble analysert med ProCyte ved klinikklaboratoriet i Dyresykehuset — smadyr. Det ble
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laget minst ett blodutstryk fra blodpraven innen 30 minutter fra blodprevetaking. Det ble
samlet informasjon fra pasientjournal om signalement (rase, fadselsdato, kjann,
intakt/kastrert), primere og sekundeare diagnoser og diagnosekoder. Eiere som leverer dyr til
NMBU Dyresykehuset — smadyr signerer et samtykkeskjema som tillater at prosedyrer som

inngar som en del av pasientens undersgkelse og behandling kan bli brukt i forskning.

Prosedyrer pa laboratoriet

Etter prgvetakning ble EDTA-glassene vendt gjentatte ganger slik at blod og antikoagulant
blandet seg. Blodpragven ble analysert med ProCyte i hovedsak innen 1-2 timer og maksimalt
innen 5 timer. Det ble laget blodutstryk innen 30 minutter, og utstryk av diagnostisk kvalitet

ble farget med Hemocolor som angitt i pakningsvedlegget.

Tilsvarende laboratoriearbeid ble utfgrt ved Sentrallaboratoriet hvor blodprgven ble analysert
med ADVIA. Blodprgvene ble oppbevart i romtemperatur og analysert innen 2 timer. Dersom
prgven ble tatt av akuttpasienter pa vakt utenfor Sentrallaboratoriets dpningstider ble prgven
lagret i kjeleskap, og analysert neste hverdag. Nar det var tilfellet ble ProCyte prgven
analysert med en gang, og ADVIA prgven ved farste anledning, men ikke senere enn etter tre
degn. Av prevene i denne studien ble ingen resultater fra ADVIA registrert senere enn 29

timer etter pravetakning.

Inspeksjon av cytogram og manuell differensiering

Etter hematologianalysen ble alle cytogrammene fra ProCyte inspisert av minst to av

forfatterne. Dersom et cytogram ikke hadde tydelig adskilte leukocyttpopulasjoner, eller det
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var tilstedevaerelse av stjernemarkering pa en eller flere leukocytter, skulle det utfgres en
manuell differensiering av leukocyttene for denne blodpraven. Den manuelle
differensieringen av pregvene ble utfart med Nikon MODEL ECLIPSE Ci-L med 40 x
objektiv pa Smadyrlaboratoriet av minst to av forfatterne. Det ble telt 100 leukocytter i det
monocelluleere laget. Siden ProCyte og ADVIA kun viser total antall ngytrofile granulocytter
i sine resultater, ble ikke antall bandngytrofile, toksiske ngytrofile, metamyelocytter og
myelocytter ved differensialtellingen notert, men det ble kommentert dersom det ble funnet et

stort antall av noen av disse. Forekomst av kjerneholdige erytrocytter ble ogsa notert.

Manuell telling av antall trombocytter

Tellingen av trombocytter ble utfert med Nikon MODEL ECLIPSE Ci-L av minst to av
forfatterne. Farst ble tungen gjennomgatt systematisk med 20x objektiv for a registrere
forekomst av plageaggregater. Deretter ble antall trombocytter telt med 100x objektiv m/ olje
i 10 ulike felt i monocellelaget. Gjennomsnittet ble multiplisert med 20 for & gi et estimat pa
totalt antall trombocytter (x10e9/L). Det ble notert forekomst av makrotrombocytter.
Trombocytter ble kun telt pa blodpraver der ProCyte registrerte en trombocytopeni og det

ikke ble funnet plateaggregater i tungen.

Statistisk analyse

Bland Altman-plott

For alle variabler ble det regnet ut bias: gjennomsnitt av differansen for hver variabel, et 95%
konfidensintervall og Spearmans rang korrelasjonskoeffisient. Bias og konfidensintervall ble
brukt til & lage Bland Altman-plott for alle variablene. For ulike typer leukocytter (ngytrofile,

lymfocytter, monocytter og eosinofile) ble dette gjort igjen med et korrigert datasett. Det
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korrigerte datasettet ble laget etter fjerning av blodprgver med uakseptable cytogrammer
og/eller stjernemarkeringer. Bland Altman-plottene ble laget i Microsoft Office Excel. Disse
ble inspisert, og det ble notert hvor mange blodprever som Ia utenfor konfidensintervallet for
hver variabel. Spearmans rang korrelasjonskoeffisienter ble regnet ut i GraphPad Prism. Det
ble bestemt & anvende disse metodene fordi de kan benyttes ved data som er ikke normalt

fordelt.

Spearmans rang korrelasjonskoeffisient

Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (rs) ble benyttet for & se pa korrelasjonen mellom alle
variablene analysert pa bade ProCyte og ADVIA. Denne testen gir en verdi mellom 1 og —1.
En koeffisient n&ermere 1 betyr at det er hgy korrelasjon, der de to verdiene gker eller synker i
samme retning. Dersom verdien er nermere —1, betyr det at relasjonen gar i to ulike retninger,
dvs. at nar en variabel gker pa den ene maskinen, reduseres den pa den andre. Det ble funnet
en skala i en lignende studie som ble brukt (tabell 1). En rs mellom 0,93-0,99 ble klassifisert
som utmerket korrelasjon. En rs mellom 0,80-0,92 ble klassifisert som god korrelasjon. En rs
mellom 0,59 — 0,79 ble klassifisert som akseptabel korrelasjon. En rs under 0,59 ble
klassifisert som darlig. Ngyaktigheten mellom begge maskinene ble vurdert basert pa
korrelasjonen og bias. En minimal bias, sammen med god til utmerket korrelasjon vil si at

ngyaktigheten oftest er bra nok. (Goldmann et al., 2014)
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Tabell 1: Spearmans rang korrelasjonskoeffisient(rs) etter skala.(Goldmann et al., 2014)

0,93-0,99 Utmerket
0,80-0,92 God
0,59-0,79 Akseptabel

<0,59 Darlig

Definisjon av uakseptable avvik

Det var behov for & definere hva som var uakseptable avvik for ngytrofile mellom IDEXX
ProCyte Dx™ Hematology Analyzer og ADVIA® 2120i Hematology System. Grensen som
ble valgt var >15% avvik for ngytrofile. Det ble regnet ut relativ prosentdifferanse (RPD) for
variablene mellom ProCyte og ADVIA, for a finne spesifikke blodpraver som hadde
uakseptable avvik. Dette ble gjort for a avgjgre om det var en trend for blodprgver med
avvikende resultat for & vurdere mulige arsaker. Verdien er opprinnelig brukt pa metoder som
benytter automatiske tellinger, men kan ogsa benyttes ved manuell differensiering. (Nabity et

al., 2018)
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Resultater

Det ble samlet 116 blodprgver fra pasienter ved NMBU Dyresykehuset — Smadyr i perioden
29. August til 23. Desember 2022. Av disse ble 12 blodprever ekskludert fordi de kun ble
analysert pa én av maskinene. Det ble oppdaget at prave #69 var duplisert, og denne ble
fjernet ved gjennomgang av datasettet. Ved inspeksjon av cytogrammene ble det oppdaget at
to blodprever analysert med ProCyte hadde avvik, men fordi det manglet blodutstryk kunne
ikke resultatene bekreftes ved manuell differensiering. Disse to blodpravene ble derfor ogsa
ekskludert. To blodprgver matte ekskluderes fordi hundene veide mindre enn 7 kg. Etter
ekskludering av blodpraver, ble 99 blodprever brukt til statistikk og videre dataanalyse. Av
disse var 48 hannhunder, og 51 tisper. Ni blodpregver var fra kastrerte dyr, mens 90 prgver var
fra intakte hunder. 95 blodpraver var fra syke hunder, mens fire blodprgver var fra friske
hunder. Av disse ble to blodprever tatt fra friske bloddonorer. Blodprgvene ble tatt fra mange

ulike hunderaser. Pasientene varierte i alder fra 4 maneder til 13 ar ved prgvetakning.

Videre ble pasientene kategorisert i fire ulike kategorier: Neoplasi, Kjemoterapibehandling,
Anemi og Inflammasjon. Kategorisering av pasienter til neoplasi- og kjemoterapigruppene
var basert pa diagnose og data fra pasientjournal. Pasienter ble plassert i anemigruppen basert
pa antall erytrocytter, hematokrit og hemoglobin fra ADVIA. Pasienter ble plassert inn i
inflammasjonsgruppen basert pa ett eller flere av falgende kriterier: ngytrofili,
venstreforskyvning observert pa blodutstryk, CRP >15mg/L. Den 13.12.2022, under arbeidet
med prosjektet, tok sentrallaboratoriet i bruk en ny metode for @ male CRP, og verdier under

20 mg/L ble rapportert som <20mg/L. CRP ble malt i 79 av 99 blodpraver.

Pravene ble plassert i mer enn én av de fire gruppene dersom Kriteriene var oppfylt. Det var

32 blodpraver fra pasienter med neoplasi, og av disse var 13 prgver fra pasienter som fikk
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kjemoterapibehandling. 17 blodpraver ble tatt fra anemiske pasienter. Det var 28 blodprever
fra pasienter med systemisk inflammasjon. Av disse 28 ble 24 pasienter plassert i denne
kategorien basert pA CRP, og tre pasienter basert p& hematologiresultatene. En pasient (prave
#72) ble klassifisert i inflammasjonsgruppen basert pa funn av mange bandngytrofile i

blodutstryket.

Sammenligning av alle variabler pa begge maskiner

PLT

Det ble funnet en moderat negativ bias pa —4,80 for PLT fra ProCyte sammenlignet med PLT
fra ADVIA. 95% konfidensintervallet gikk fra —171,38 til 161,79 (figur 7). Det ble pavist god

korrelasjon ved bruk av Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (tabell 2).

Bland Altman-plott - PLT
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Figur 7: Figuren viser et Bland Altman-plott som illustrerer differansene mellom ProCyte og ADVIA ved

telling av antall trombocytter. Pa X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave.
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P& Y-aksen star differansen mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser
bias (gjennomsnitt av differansene). Det er gnskelig med en bias ner 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre
grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede linjene viser differanser som er

utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje. Figuren viser at det er 7 prgver som ligger utenfor

konfidensintervallet.

Det var totalt 10 blodprgver med trombocytopeni ifglge referanseverdiene som ble brukt av
ProCyte, men det var kun fem blodprever (#2, #65, #73, #79, #109) der ProCyte varslet om
lavt antall trombocytter. Det ble utfart en manuell sjekk av trombocytter pa alle 10
blodpravene, og det ble funnet plateaggregater i fem av dem (#2, #4, #65 #50, #73). Det ble
observert en trend der ProCyte oftest registrerte lavere antall trombocytter enn ADVIA.
Blodpravesvaret fra ADVIA for de samme prgvene anga at 9 av 10 pasienter hadde en
trombocytopeni. Det ble bekreftet et lavt antall trombocytter, <180x10e9/L, pa seks av
blodpravene ved vurdering av blodutstryk. For en av blodprgvene der ProCyte varslet om lavt
antall trombocytter registrerte maskinen 0x10e9/L trombocytter. P4 samme blodprgve
registrerte ADVIA 5x10e9/L trombocytter. En manuell telling av trombocytter ble utfert og

estimert til 2x10e9/L trombocytter.

Det ble funnet seks blodprever (#18, #36, #37, #49, #109 og #116) der ADVIA registrerte en
trombocytopeni, mens ProCyte anga et normalt antall trombocytter i henhold til deres
respektive referanseomrader. Av disse blodpravene var det fire blodpraver med funn av
mange plateaggregater. For to av blodpragvene, var det ingen funn av plateaggregater ved
vurdering av blodutstryket pa Sentrallaboratoriet eller ved forfatternes vurdering av

blodutstrykene. (#109, #116)
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RBC

Etter analyse av erytrocytter pa begge maskiner ble det funnet en minimal positiv bias pa
0,10. 95% konfidensintervallet var mellom —-0,31 og 0,51. Spearmans rang
korrelasjonskoeffisient viste en utmerket korrelasjon (tabell 2). For én blodprave, #109,
registrerte ProCyte en stjernemarkering for antall erytrocytter. Maskinen anga at blodprgven
hadde et hgyt antall erytrocytter pa 12,76x10e12/L. Dette samsvarte godt med

blodpravesvaret fra ADVIA.

Bland Altman-plott - RBC
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Figur 8: Bland Altman-plott for differansen mellom erytrocytter malt med ProCyte og ADVIA. P& X-aksen
ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave. P4 Y-aksen star differansen mellom
verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias naer
0. De stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de
stiplede linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje. Nesten alle
punktene er sentrert rundt 0. Det tyder pa at det er minimal differanse mellom begge maskiner ved maling av

erytrocytter.
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HCT

Det ble funnet en negativ bias pa —3,51 ved sammenligning av hematokrit pa ProCyte og
ADVIA. 95% konfidensintervallet var mellom —7,06 og 0,03. Spearmans rang
korrelasjonskoeffisient viste utmerket korrelasjon mellom maskinenes resultater (tabell 2).
Det ble funnet syv blodprgver utenfor konfidensintervallet. Tre av disse registrerte lavere

HCT med ProCyte enn med ADVIA.

Bland Altman-plott - HCT
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Figur 9: Bland Altman-plott for differansen mellom HCT malt p& henholdsvis ProCyte og ADVIA. P& X-aksen
ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prgve. Pa Y -aksen star differansen mellom
verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias naer
0. De stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de
stiplede linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.
Mesteparten av differansene er <0. Det betyr at i denne studien maler ProCyte konsekvent noe lavere HCT enn

det ADVIA gjer.

HGB

Det ble funnet en positiv bias pa 2,21 for HGB ved sammenligning av ProCyte og ADVIA.

95% konfidensintervallet var fra —8,95 til 13,37. Spearmans rang korrelasjonskoeffisient viste
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utmerket korrelasjon mellom de to maskinene (tabell 2). Fem blodpraver 1a utenfor
konfidensintervallet (#8, #29, #33, #39 og #63) med hgyere verdier med ProCyte enn
ADVIA. For prave #33 registrerte bade ProCyte og ADVIA en HGB-verdi hayere enn
referanseomradet. ProCyte genererte stjernemarkering pa én blodprave, #109, som ogsa

hadde stjernemarkeringer pa erytrocytter og HCT.

Bland Altman-plott - HGB
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Figur 10: Figuren viser et Bland Altman-plott for differansen mellom HGB mélt med ProCyte og ADVIA. P&
X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prgve. P& Y-aksen star differansen
mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en
bias naer 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger

utenfor de stiplede linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.

MCV

Etter analyse av MCV malt med ProCyte og ADVIA ble det funnet en negativ bias pa —6,84.
95% konfidensintervallet var mellom —11,28 og —2,40. Det ble pavist god korrelasjon ved
bruk av Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (tabell 2). Det var tre blodprgver som la
utenfor konfidensintervallet, #4, #84 og #103. For preve #4 registrerte bade ProCyte og

ADVIA en forhgyet MCYV ifglge gitte referanseomrader. For preve #84 anga ADVIA en
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forhgyet MCV, mens verdien fra ProCyte la innenfor referanseomradet. For prave #103
registrerte ADVIA MCV-verdi innenfor referanseomradet, mens ProCyte hadde malt en verdi
som la under nedre referanseomrade. Alle tre praver var fra pasienter med anemi og én av

dem fra en pasient med immunmediert hemolytisk anemi.

Bland Altman-plott - MCV
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Figur 11: | figuren vises et Bland Altman-plott for MCV. P& X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to
maskinene for hver prgve. P& Y-aksen star differansen mellom verdiene mélt med ProCyte — ADVIA. Den
heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias nar 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre
grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede linjene viser differanser som er
utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje. Alle differansene ligger under 0, som betyr at i

denne studien, beregner ProCyte konsekvent lavere MCV enn det ADVIA gjar.

MCHC

Det ble funnet en positiv bias pa 32,38 for MCHC ved sammenligning av ProCyte og
ADVIA. 95% konfidensintervallet var fra 10,97 til 53,80. Ved bruk av Spearmans

korrelasjonskoeffisient ble det funnet en darlig korrelasjon mellom ProCyte og ADVIA
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(tabell 2). Det ble funnet fem blodpragver utenfor konfidensintervallet (#4, #53, #76, #93,

#98).
Bland ALtman-plott - MCHC
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Figur 12: Figuren viser et Bland Altman-plott for differansen mellom MCHC malt med ProCyte og ADVIA. Pa
X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prgve. Pa Y -aksen star differansen
mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser. Det er gnskelig med en bias
ner 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. VVerdier som ligger utenfor
de stiplede linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje. Nesten
alle differansene ligger over null, som betyr at i denne studien beregner ProCyte konsekvent hgyere MCHC enn

det ADVIA gjar.

RDW

Det ble funnet en positiv bias pa 3,09 ved maling av RDW med ProCyte og ADVIA. 95%
konfidensintervallet 13 mellom 0,10 og 6,08. Prgve #4 og #76 ble fjernet for denne statistiske
analysen ettersom ProCyte ikke klarte & male RDW pa disse. Figur 13 viser derfor resultatet
fra 97 praver. Spearmans rang korrelasjonskoeffisient viste akseptabel korrelasjon (tabell 2).

Fem blodprever hadde differanser utenfor konfidensintervallet, og av disse var det kun én
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blodpragve der verdien havnet utenfor referanseomradet for ProCyte og innenfor

referanseomradet for ADVIA.

Bland Altman-plott - RDW
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Figur 13: Viser et Bland Altman-plott for differansen av RDW malt med ProCyte og ADVIA. P& X-aksen ligger
gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave. P4 Y -aksen stér differansen mellom verdiene
malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias neer 0. De
stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede

linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje

Retikulocytter

Det ble ikke utfart statistikk for analyse av retikulocytter etter som det kun ble utfert for 17 av
pragvene med ADVIA. Sentrallaboratoriet analyserer kun antall retikulocytter hos anemiske
pasienter. Hos de anemiske pasientene ble det observert en trend der ProCyte telte lavere

antall retikulocytter enn ADVIA.
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Tabell 2: Bias, Spearmans rang korrelasjonskoeffisient og 95% konfidensintervall for alle parametere unntatt

leukocytter. Graden av korrelasjon er hentet fra tabell 1.

Variabel Enhet Spearmans rang Korrelasjon Bias 95%
korrelasjonskoeffisient konfidens-

intervall

PLT x10e9/L 0,90 God -4,80 -171,38 til
161,79

RBC x10e12/L 0,98 Utmerket 0,10 -0,31til 0,51

HCT % 0,97 Utmerket -3,51 —7,06 til 0,03

HGB g/L 0,98 Utmerket 2,21 —8,95 til 13,37

MCV fL 0,90 God —6,84 11,28 til
-2,40

MCHC g/L 0,35 Darlig 32,38 10,97 til 53,80

RDW % 0,75 Akseptabel 3,09 0,10 til 6,08

Analyse av WBC og leukocyttdifferensiering

Cytogram

Far det ble utfart statistikk ble alle cytogrammene fra ProCyte inspisert. Tabell 3 viser at det
ble funnet 17 (av totalt 99) blodpraver med enten uakseptabelt cytogram, stjernemarkering
eller begge deler. For disse pravene det ble bestemt a foreta en manuell differensialtelling av
leukocyttene. Figur 14 viser eksempler pa cytogrammer som er uakseptable. Cytogrammet fra
blodprave #4 viser en veldig tydelig strek mellom de ngytrofile granulocyttene (lilla) og
lymfocyttene (bld). Ved vurdering av cellemorfologien i blodutstryket ble det oppdaget en
moderat venstreforskyvning. Cytogrammet fra blodprgve #9 viser en noe mer subtil
forandring der de ngytrofile granulocyttene (lilla) overlapper med de eosinofile
granulocyttene (grgnn). Pasienten hadde en eosinofili. Cytogrammet fra blodpragve #79 viser

en veldig tydelig strek der cellene overlapper mellom lymfocyttene (bld) og monocyttene
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(red). Denne pasienten ble diagnostisert med leukemi, og ProCyte registrerte en sveert markert
lymfocytose og monocytose. Ved mikroskopering av blodutstryket ble det observert mange

morfologisk atypiske neoplastiske lymfocytter.

Tabell 3: Tabellen viser arsaker til at det ble utfart en manuell differensialtelling

Grunnen til at det ble utfart en manuell ProCyte — antall blodpraver

differensialtelling av leukocytter

Uakseptabelt cytogram 3

Stjernemarkering/Feilmelding 5

Uakseptabelt cytogram og stjernemarkering | 9

WBC Run WBC Run WBC Run
#79

#4

i
©

. |

Granularity * Gramlarity

Fluorescence
Fluorescence
Fluorescence

Granularity

NEL ®LYM @ MON EOS ®BAY RE NEL B LYM @ MONC ®EQS =BASO = LREC \E I e ¢ :
v - £ sLYM S MONO # EOS ®BASO RBX

1. immature andior toxic neutrophils ikely present - Consider inflammation
A 1. iImmature and/or 1oxic neutrophils kely present - Consider inflammation.

Figur 14: Cytogram for prave #4, #9 og #79 automatisk framstilt av ProCyte.

Totalt antall WBC

Det ble funnet en minimal bias pa 0,40 og et 95% konfidensintervall mellom —0,89 og 1,68
for totalt antall WBC (figur 15). Det ble pavist utmerket korrelasjon ved maling av WBC pa
begge maskiner (tabell 4). Det ble pavist stgrre forskjeller ved dataanalyse av de spesifikke

leukocyttene (ngytrofile granulocytter, lymfocytter og monocytter). Etter korrigering av
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datasettet ble bias 0,33 og 95% konfidensintervallet gikk fra—0,56 til 1,23. Figur 15 er fra det

opprinnelige datasettet.
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Figur 15: Bland Altman-plott for differansen mellom WBC malt med ProCyte og ADVIA. Pa X-aksen ligger
gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave. Pa Y-aksen star differansen mellom verdiene
malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias ner 0. De
stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede

linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.

Naytrofile granulocytter

Det ble laget et Bland Altman-plott for %-ngytrofile granulocytter to ganger, farst med det
opprinnelige datasettet og deretter med et korrigert datasett. | det forste datasettet fremkom
det en negativ bias pa —0,59 og et 95% konfidensintervall fra —7,38 til 6,19. Spearmans rang
korrelasjonskoeffisient viste en utmerket korrelasjon ved differensiering av ngytrofile mellom
ProCyte og ADVIA (tabell 4). Bias og konfidensintervallet ble beregnet pa nytt etter fjerning

av blodprgver med uakseptable cytogrammer og/eller stjernemarkeringer. Dette ga en bias pa
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—0,23, og et 95% konfidensintervall mellom —3,69 og 3,23. Figur 17 viser et smalere

konfidensintervall etter korrigering sammenlignet med figur 16.

Det ble funnet 4 blodprgver utenfor konfidensintervallet (#17, #77, #89, #109). Ved alle disse

pravene telte ProCyte lavere antall ngytrofile enn ADVIA. Pragve #77 kom fra en pasient i

inflammasjonskategorien. ProCyte varslet om mistanke om toksiske ngytrofile og

cytogrammet ble vurdert som uakseptabelt med utydelig avgrensning mellom ngytrofil- og

lymfocyttpopulasjonene. Ved denne prgven hadde ProCyte telt 72,3% ngytrofile, mens

ADVIA ga 80% ngytrofile. Det ble notert at ProCyte hadde telt en starre andel monocytter

(11,9%) enn ADVIA (4,7%). En manuell differensialtelling bekreftet mistanken om at

ProCyte hadde underestimert % ngytrofile og overestimert % monocytter.
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Figur 16: Bland Altman-plott for Ngytrofile granulocytter for alle 99 praver. P4 X-aksen ligger gjennomsnittet

av verdiene for de to maskinene for hver prave. Pa Y -aksen star differansen mellom verdiene malt med ProCyte

— ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias nar 0. De stiplede linjene viser
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gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede linjene viser

differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.
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Figur 17: Bland Altman-plott for Ngytrofile granulocytter, korrigert for stjernemarkeringer og uakseptable
cytogrammer. P& X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave. P Y-aksen star
differansen mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er
gnskelig med en bias nar 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier
som ligger utenfor de stiplede linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert

med oransje.

Lymfocytter

Det ble laget et Bland Altman-plott for differansen ved maling av %-lymfocytter med
ProCyte sammenlignet med ADVIA. Det ble funnet en liten negativ bias pa —1,75, og et 95%
konfidensintervall pa —9,80 til 6,31. Det ble pavist god korrelasjon mellom begge maskinene
med Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (tabell 4). Etter korrigering av datasettet ble det
regnet bias pa —2,69 og gvre og nedre grensene for 95% konfidensintervallet var 9,45 og

4,07.
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Figur 18 er laget med det opprinnelige datasettet pa 99 praver. Det var atte prever som la
utenfor konfidensintervallet (#17, #50, #67, #76, #79, #89, #90 og #99). For prove #17 og #89
registrerte ProCyte lavere antall ngytrofile granulocytter og et hagyere antall lymfocytter
og/eller monocytter enn ADVIA. Prgve #50, #67, #90 og #99 var fra samme pasient med
diagnosen lymfom. For alle fire blodpraver hadde ADVIA telt flere lymfocytter enn ProCyte.

Prave #79 kom fra en pasient en leukemi.
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Figur 18: Bland Altman-plott av differansen av lymfocytter méalt med ProCyte og ADVIA. P& X-aksen ligger
gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prave. P4 Y -aksen stér differansen mellom verdiene
malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias neer 0. De
stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede

linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.

Monocytter

Det ble laget et Bland Altman-plott for maling av %-monocytter med ProCyte og ADVIA.
Det ble regnet ut en positiv bias pa 2,32, og et 95% konfidensintervall pa 5,56 til 10,20. Det

ble pavist en darlig korrelasjon med Spearmans rang korrelasjonskoeffisient ved telling av
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monocytter pa begge maskinene (tabell 4). Etter korrigering av datasettet ble det regnet bias
pa 3,43, og evre og nedre grensene for 95% konfidensintervallet var —4,39 og 9,06. Figur 19

er laget med det opprinnelige datasettet med totalt 99 praver.

Det ble funnet fire blodprgver utenfor konfidensintervallet (prave #9, #18, #50, #67, #79 og
#99). Prgve #79 kom fra en pasient med lymfocyter leukemi og fikk pavist markert
lymfocytose og markert monocytose med ProCyte, som telte lavere antall lymfocytter og flere
monocytter enn ADVIA. Ved inspeksjon av blodutstryket var majoriteten av cellene
neoplastiske lymfocytter. | cytogrammet var det var darlig avgrensning mellom lymfocytt- og
monocyttpopulasjonene og hemogrammet hadde stjernemarkering ved ngytrofile, lymfocytter
0g monocytter. Pa prave #50, #67 og #99 registrerte ProCyte flere monocytter og noe feerre
lymfocytter sammenlignet med ADVIA. De tre prgvene kom fra samme pasient med
diagnosen lymfom. Pragve #9 og preve #18 kom fra pasienter med eosinofili. For preve #9, var

det en utydelig avgrensning mellom ngytrofil- og eosinofil-populasjonen i cytogrammet fra

ProCyte (figur 14).
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Figur 19: Bland Altman-plott for differansen av monocytter mélt med ProCyte og ADVIA. Pa X-aksen ligger

gjennomsnittet av verdiene for de to maskinene for hver prgve. P4 Y -aksen star differansen mellom verdiene
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malt med ProCyte — ADVIA. Den heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias ner 0. De
stiplede linjene viser gvre og nedre grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede

linjene viser differanser som er utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.

Eosinofile granulocytter

Det ble laget et Bland Altman-plott for maling av %-eosinofile granulocytter med ProCyte og
ADVIA. Det ble funnet en liten positiv bias pa 0,38. 95% konfidensintervallet Ia mellom —
4,72 og 5,49. Det ble pavist en akseptabel korrelasjon ved maling av begge maskinene ved
hjelp av Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (tabell 4). Etter korrigering av datasettet var
bias 0,54 og @vre og nedre grensene for 95% konfidensintervallet var —2,89 og 3,98. Figur 20
er laget med det opprinnelige datasettet. Fem praver havnet utenfor konfidensintervallet
(prove #9, #18, #76, #98, #109). For to prover (#76, #98) hadde ADVIA telt flere eosinofile
granulocytter enn ProCyte. For tre andre praver (#9, #18, #109) hadde ProCyte telt flere

eosinofile granulocytter enn ADVIA.

For prave #9 registrerte ProCyte en eosinofili med 14,9% eosinofile (1,41x10e9/L), mens
ADVIA anga 0,1% eosinofile (0,009x10e9/L) som var innenfor referanseomradet til ADVIA.
Ved inspeksjon av cytogrammet fra ProCyte, ble det funnet en darlig avgrensning mellom
ngytrofil- og eosinofilpopulasjonene pa cytogrammet (figur 14). Ved en manuell
differensialtelling utfart av forfatterne ble det registrert 13% eosinofile. Det ble ogsa utfart en

manuell differensialtelling ved Sentrallaboratoriet som registrerte 23% eosinofile.

For prove #18 registrerte ProCyte en eosinofili med 10,8% eosinofile (1,54x10e9/L), mens

ADVIA ga 0,7% eosinofile (0,097x10e9/L) som var innenfor referanseomradet til ADVIA.

En manuell differensialtelling utfart av ansatte pa Sentrallaboratoriet viste 14% eosinofile.
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Cytogrammet fra ProCyte ble vurdert som akseptabelt og praven hadde ingen

stjernemarkeringer.

Prave #76 hadde stjernemarkeringer pa alle leukocytter unntatt basofile. Cytogrammet fra
ProCyte hadde darlig avgrensning mellom URBC og eosinofile. Blodpravesvaret fra ADVIA
registrerte 17% eosinofile (0,78x10e9/L), mens blodpravesvaret fra ProCyte registrerte 7,5 %
eosinofile (0,38x10e9/L). Ved var manuelle differensialtelling ble det registrert 4% eosinofile.
Sentrallaboratoriet hadde ogsa utfgrt en manuell differensialtelling pa denne praven, og

registrerte 1% eosinofile.

For prave #98 registrerte ProCyte 1,1% eosinofile (0,04x10e9/L) mens ADVIA registrerte 9,1
% eosinofile (0,33x10e9/L) Cytogrammet ble vurdert som akseptabelt, men ProCyte varslet
med stjernemarkeringer pa ngytrofile, lymfocytter og monocytter. Ved en manuell

differensialtelling ble det registrert 9% eosinofile.

For prave #109 registrerte ProCyte en eosinofili pa 12,6% eosinofile (1,61x10e9/L),
sammenlignet med ADVIA som anga 2,9% eosinofile (0,33x10e9/L), som var innenfor
referanseomradet til ADVIA. Cytogrammet fra ProCyte ble vurdert som akseptabelt.
Sentrallaboratoriet hadde ikke utfert en manuell differensialtelling av denne prgven. En
differensialtelling utfart av klinisk patolog ved NMBU Dyresykehuset — smadyr resulterte i

8% eosinofile.
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Bland Altman-plott - Eosinofile (%)
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Figur 20: Bland Altman-plott for eosinofile granulocytter. Pa X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de
to maskinene for hver preve. P4 Y-aksen star differansen mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den
heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias nar 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre
grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede linjene viser differanser som er

utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje.

Basofile granulocytter

Det ble laget et Bland Altman-plott for maling av %-basofile granulocytter med ProCyte og
ADVIA. Det ble regnet ut en minimal negativ bias pa —0,06. 95% konfidensintervall gikk fra
-0,99 til 0,86. Det ble pavist en darlig korrelasjon ved maling av basofile pa begge maskinene
med Spearmans rang korrelasjonskoeffisient (tabell 4). Det ble funnet to blodpraver, #52 og
#79, utenfor konfidensintervallet. For prgve #52 hadde ProCyte telt flere basofile
granulocytter enn det ADVIA gjorde. For prave #79 hadde ADVIA telt flere basofile
granulocytter enn det ProCyte gjorde. Ved manuell differensialtelling utfgrt av forfatterne ble
det ikke funnet basofile granulocytter i noen av blodutstrykene. Figur 21 er laget med det

opprinnelige datasettet.
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Figur 21: Bland Altman-plott for basofile granulocytter. P& X-aksen ligger gjennomsnittet av verdiene for de to
maskinene for hver prgve. P4 Y-aksen star differansen mellom verdiene malt med ProCyte — ADVIA. Den
heltrukkede svarte linjen viser bias. Det er gnskelig med en bias nar 0. De stiplede linjene viser gvre og nedre
grenser for 95% konfidensintervallet. Verdier som ligger utenfor de stiplede linjene viser differanser som er

utenfor 95% konfidensintervallet og er markert med oransje. 17 av prgvene hadde differanse lik 0.
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Tabell 4: WBC — Oversikt over bias, 95% konfidens intervaller og korrelasjonskoeffisienter med det
opprinnelige datasettet, og korrigerte datasett. 1 — Fagrste statistiske analyse med det opprinnelige datasettet. 2 —

Korrigert datasett hvor det er fjernet blodpraver med uakseptabelt cytogram eller stjernemarkeringer fra

systemet.
Variabel Enhet Spearmans Korrelasjon Bias Nedre og @vre
rang (gjennomsnitt | grense for
korrelasjons- av differansen) | 95%
koeffisient (r) konfidens-
intervall
WBC -1 x10e9/L 0,99 Utmerket 0,40 -0,89til 1,68
WBC -2 x10e9/L 0,98 Utmerket 0,33 -0,56 til 1,23
NEU -1 % 0,95 Utmerket -0,59 —7,38 il 6,19
NEU -2 % 0,99 Utmerket -0,23 -3,69 til 3,23
LYM-1 % 0,92 God -1,75 -9,80 til 6,31
LYM -2 % 0,95 Utmerket —2,69 9,45 til 4,07
MONO -1 % 0,43 Dérlig 2,32 -5,56 til 10,20
MONO -2 % 0,54 Darlig 3,43 -4,39 til 9,06
EOS-1 % 0,77 Akseptabel 0,38 4,72 til 5,49
EOS-2 % 0,86 God 0,54 -2,89 til 3,98
BASO -1 % 0,06 Darlig -0,06 -0,99 til 0,86
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Diskusjon

PLT

| denne studien viste statistisk analyse av trombocytter godt samsvar mellom ProCyte og
ADVIA, dermed er resultatene presise nok til & stole pa, med mindre det er tilstedeveerelse av
plateaggregater. ProCyte registrerte i gjennomsnitt 5x10e9/L ferre trombocytter enn ADVIA.
For fem av ti blodprgver der ProCyte registrerte en trombocytopeni kunne det forklares av

plateaggregater.

Det var enkelte prever der ADVIA anga en trombocytopeni og ProCyte registrerte verdier
innenfor referanseomradet. Dette kunne forklares med funn av plateaggregater hos
sentrallaboratoriet pa flertallet av de aktuelle prgvene. Pa en av blodpravene registrerte
ProCyte og ADVIA en trombocytopeni og antall trombocytter ble estimert til 2x10e9/L ved
manuell telling utfagrt av Sentrallaboratoriet. Det var likevel usikkert om pasienten hadde en
Klinisk relevant trombocytopeni ettersom det ble notert at blodpreveglasset hadde et koagel.
En studie som undersgkte hvordan trombocytter endrer seg over tid i blodprgver fant ut at
antall plateaggregater i blodprgver kan gke med tid. | denne studien hadde 7,5% av prgvene
plateaggregater 6 timer etter prgvetakning, mens 32,5% av prgvene hadde plateaggregater 24
timer etter prgvetakning. Konklusjonen ble at de automatiserte resultatene kunne vise en falsk
trombocytopeni grunnet dannelse av plateaggregater hvis preven ble analysert mer enn 4-6
timer etter prgvetakning. (Jaguezeski et al., 2020). Dette kan veere en mulig forklaring for
prgvene uten samsvar i var studie. De ble analysert innen 20 min med ProCyte og matte vente
mellom 2 og 18 timer far de ble analysert pA ADVIA. Det kan ikke utelukkes at en forsinkelse
I proveanalyse ved ADVIA kan ha fart til en reduksjon i antall trombocytter (Goldmann et al.,

2014) grunnet dannelse av flere plateaggregater.
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ProCyte differensierer erytrocytter og trombocytter ved bruk av Impedance-teknologi basert
pa cellestarrelse, og dette kan fare til at plateaggregater telles som én stor celle og ikke som
flere trombocytter. Ogsa ved manuell telling er det umulig a estimere dersom trombocyttene
ligger i aggregater. Det er ikke mulig a telle de individuelle trombocyttene nar de ligger i
klumper og ikke er jevnt fordelt i feltene man teller i.(Norman et al., 2001) Det er viktig a
vurdere «tungen» i blodutstryket der plateaggregatene akkumuleres. Ved tilstedeveerelse av
mange plateaggregater, burde det vurderes om dette kan veere arsaken til trombocytopenien.
Ved funn av enkelte sma plateaggregater der det kan vere usikkert om pasienten har en reell
trombocytopeni, kan det vaere hensiktsmessig a utfare en manuell telling av trombocyttene i

monocellelaget.

Resultatene i denne studien indikerer at bade ProCyte og ADVIA kan angi et falskt lavt antall
trombocytter dersom det dannes plateaggregater. Basert pa dette skal man bekrefte et lavt
antall trombocytter pa blodutstryk for & vurdere om pasienten har en reell trombocytopeni.
Dette gjares rutinemessig av Sentrallaboratoriet pa alle praver analysert pa ADVIA. Normalt
skal det veere 8-10 trombocytter per felt med 100x objektiv i monocellelaget. Det er spesielt
viktig & bekrefte eller avkrefte en markert trombocytopeni for det skal utfares prosedyrer der
et lavt antall trombocytter kan medfare blgdningsrisiko, for eksempel ved uttak av

finnalsaspirat fra milt og lever.

Morfologisk vurdering av cellene i blodutstryk gir ytterligere informasjon. I tre blodprever,
ble det observert store trombocytter. For prgve #2, tatt fra en Cavalier King Charles Spaniel,
ble det pavist trombocytopeni med begge maskiner. Ved vurdering av blodutstryk ble det

registrert at platene som var til stede var store som indikerte at hunden hadde
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makrotrombocytopeni, en arvelig tilstand som tilsier at hunden har en normal funksjonell

trombocyttmasse til tross for et lavt antall trombocytter.

| en av prevene med trombocytopeni, preve #17, var det funn av store trombocytter ved
vurdering av blodutstryket. Det ble ikke funnet noen plateaggregater i blodutstryket, dermed
ble trombocytopenien ansett som reell. | tillegg var det kliniske funn som stattet diagnosen,
inkludert gkt blgdningstendens under operasjon og petekkier i bukorganer. Denne pasienten
hadde en systemisk inflammasjon forarsaket av pyometra med en sekundar generalisert
peritonitt. Forekomst av store trombocytter kan forklares av den inflammatoriske prosessen.
Ved inflammatoriske tilstander kan det forekomme et gkt antall sirkulerende store
trombocytter i blodet. Det er to mulige arsaker til dette — Ved inflammatoriske prosesser gker
produksjonen av cytokiner, som farer til slipp av flere umodne trombocytter fra beinmargen.
En annen forklaring er at ved inflammasjon aktiveres flere trombocytter, som farer til en
endring av cellemorfologien, noe som gjar at trombocyttene far gkt volum. (Engelbrecht et

al., 2021)

| prave #76, fra en pasient med myelodysplastisk syndrom, registrerte begge maskiner
trombocytose, og ved undersgkelse av blodutstryk fant man store trombocytter. Ved
myelodysplastisk syndrom ses dysplastiske forandringer i en eller flere hematopoietiske
cellelinjer (erytroide, myeloide og megakaryocytare). En studie som sa pa flere kasus med
primeer myelodysplastisk syndrom beskrev en pasient med primaer refraktser anemi med store
hypergranulerte trombocytter observert i blodutstryk. De store trombocyttene hos pasienten i

var studie kan vaere forbundet med den neoplastiske prosessen. (Weiss & Smith, 2000)
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HCT

Ved statistisk analyse av HCT ble det funnet en moderat negativ bias (tabell 2). En bias av
denne starrelsen vil sannsynligvis ikke ha noen klinisk relevans hos friske pasienter. Nar det
kommer til alvorlig anemiske pasienter med HCT pa grensen til en transfusjonstrigger pa
<12% samtidig med Kkliniske parametere som peker i samme retning, kan en falskt lav verdi
fra ProCyte vaere med og pavirke avgjerelsen om a sette i gang en blodtransfusjon. Prgve #4
er et eksempel hvor et falskt avvik i HCT pa 10% med ProCyte vil gjere at hematokritverdien
bikker grensen og gar fra 12.2% til 10.98%. (Swann et al., 2019) Prgven var fra en hund med
immunmediert hemolytisk anemi tatt inn pa akuttvakt pa kveldstid, og de hadde derfor ikke
ADVIA sin HCT-verdi pa 15% tilgjengelig. Hematokriten ble i dette tilfellet dobbeltsjekket
med mikrohematokrit, heretter kalt PCV, og pasienten fikk blodtransfusjon til tross for PCV

pa 16% basert pa andre parametere og kliniske vurderinger.

Det er spesielt viktig a vere kritisk til & benytte HCT fra ProCyte som en avgjgrende faktor
for & ta kliniske beslutninger fordi det er en risiko forbundet med blodtransfusjon. Selv om det
er sjeldent, kan livstruende transfusjonsreaksjoner oppsta. Eksempler pa slike reaksjoner er

immunmediert hemolyse og transfusjonsrelatert akutt lungeskade (TRALLI). (Tocci, 2010)

Anemi er en av de vanligste paraneoplastiske syndromene. Det kan vare flere mulige arsaker
til dette inkludert anemi forarsaket av kronisk sykdom (ACD), immunmediert hemolytisk
anemi og anemi forarsaket av blodtap. Kjemoterapi-indusert anemi kan forekomme hos dyr,
og HCT monitorers regelmessig hos pasienter som behandles med kjemoterapi. HCT-verdien
kan vaere med a pavirke videre behandlingsforlgp hos disse pasientene. (Withrow & Vail,
2007) Prgve #76 fra pasienten med myelodysplastisk syndrom/tidlig akutt myeloid leukemi,

viste moderat forverring av HCT pa ProCyte. Dette farte til at medikamentet Doxorubicin ble
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byttet ut med Cytarabin. Da svaret fra ADVIA kom noen timer senere viste det seg at HCT

var stabil og medikamentbyttet ikke var ngdvendig.

PCV er gullstandarden for analyse av HCT, og kan benyttes som en kontroll av maskinens
HCT. PCV og HCT malt med ProCyte bar ikke ha en forskjell pa mer enn 3%. (Stern, 2023)
A méle PCV kunne altsa vaert en rask og enkel méte & verifisere om resultatet fra ProCyte pa
prgve #76 stemte, og ber utfgres dersom lav HCT fra ProCyte er med pa a endre kliniske
beslutninger. En annen fordel med & sjekke PCV er at vi ogsa kan se pa plasmaforandringer
som lipemi, hemolyse og ikterus. Som en forlengelse av denne studien hadde det veert

interessant 8 sammenligne HCT fra ProCyte med PCV.

RBC

Ved statistisk analyse av erytrocytter ble det funnet minimal bias og utmerket korrelasjon.
Forskjellene mellom maskinene anses som minimale, dermed vurderes verdiene fra ProCyte

som presise nok til & stole pa.

ProCyte genererte stjernemarkering for RBC, HCT og HGB pa prave #109. HCT-verdien pa
denne pragven var 87,1 % hos ProCyte og 91% hos ADVIA. RBC-verdien var 12,76 x10e12/L
hos ProCyte og 12,5x10e12/L hos ADVIA. Verdiene var forgket og la utenfor
referanseomradet hos begge maskinene. De forgkede verdiene ble vurdert som reelle for
begge maskinene etter inspeksjon av blodutstryket der erytrocyttene hadde normal morfologi,

men var tettpakket i monocellulerlaget. Pasienten hadde diagnosen polycytemia vera.
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Retikulocytter

Ved statistisk analyse av retikulocytter ble det funnet at det oftest var samsvar mellom
resultater fra ProCyte og ADVIA. Ut ifra de 17 prgvene som ble analysert fremkom det at
ProCyte i majoriteten av tilfellene viser lavere antall retikulocytter enn ADVIA. Ved to
tilfeller (preve #76 og #98) ble anemien klassifisert som regenerativ av Sentrallaboratoriet
basert pa antall retikulocytter over referanseomradet (> 90x10e9/L) og vurdering av
blodutstryk, mens ProCyte genererte kommentar om anemi uten retikulocytose som
sannsynligvis ikke var regenerativ. Disse prgvene var fra en pasient vi fulgte over en lengre
periode. Prgve #57 fra denne pasienten viste en HCT pa 22% malt pA ADVIA. ProCyte
registrerte 11,1x10e9/L og ADVIA registrerte 14x10e9/L retikulocytter pa denne praven.
Begge provesvar antydet en anemi uten respons. Det ble tatt en ny blodprgve (#76) to uker
senere som viste HCT pa 23% der ProCyte registrerte 58x10e9/L retikulocytter og ADVIA
registrerte 106x10e9/L retikulocytter. Etter enda to uker (#98) var HCT pa 22%. ProCyte
registrerte da 76x10e9/L antall retikulocytter, og ADVIA registrerte 114x10e9/L
retikulocytter. Dette viser at selv om antall retikulocytter registrert av ProCyte var lavere enn
referanseomradet (110x10e9/L), viste tre blodpraver tatt med to ukers mellomrom at
pasienten hadde en svak regenerativ respons. Dette understreker viktigheten av a se pa trender
i endringer i HCT- og retikulocyttall for & klassifisere anemi som enten regenerativ eller ikke-

regenerativ. Klassifikasjon av anemi kan pavirke grunnlaget for videre diagnostikk.

Basert pa de 17 prgvene vurderes retikulocyttallet fra ProCyte i de fleste tilfeller som presist

nok til & kunne bestemme om det er en regenerativ anemi eller ikke. For & kunne vurdere om
responsen er adekvat, burde mengden retikulocytter vurderes opp mot graden av anemien. En
svakhet med denne studien er at det var kun 17 blodprevesvar der retikulocytter var inkludert

i resultatet fra ADVIA. For a kunne si med starre sikkerhet om ProCyte viser lavere antall
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retikulocytter, burde retikulocyttallet fra ADVIA og ProCyte sammenlignes med et stgrre

antall prover.

HGB, MCHC og MCV

Enkelte studier har forklart store differanser i HGB-verdi og variabler regnet ut fra HGB
mellom maskinene med at de tidligere analyserte HGB med ulike metoder. (Goldmann et al.,
2014). Bade ADVIA og ProCyte benytter na en cyanidfri kolorimetrisk metode for & male
HGB, og MCHC beregnes basert pa denne verdien. Cyanidfrie metoder benyttes av hensyn til
miljget. (Bauer & Moritz, 2008). Det er vist at en cyanidfri metode, overestimerer HGB
sammenlignet med maskiner som benytter cyanidbasert metode. | denne studien, ble det
funnet en liten bias ved maling av HGB pa begge maskiner, som kan forklares av at samme

metode na benyttes i begge maskiner.

Hemoglobin er malt basert pa lysabsorpsjon. Heinz-legemer, lipemi og intravaskular
hemolyse kan fare til en falsk forhgyet verdi. MCHC beregnes ut fra HGB og HCT. (Stern,
2023) Det ble funnet én prave (preve #8), der bade ProCyte og ADVIA registrerte hgyere
MCHC verdi enn referanseomradet. Sentrallaboratoriet hadde kommentert at prgven var
lipemisk. Pa pravesvaret som ble tilsendt klinikeren hadde sentrallaboratoriet korrigert
MCHC-verdien, slik at den var innenfor referanseomradet. ADVIA hadde varslet om
“comparison error MCHC/CHCM” ved denne proven, fordi det ble registrert storre forskjell
enn 1,9 g/dL mellom CHCM (malt verdi) og MCHC (verdi beregnet ut fra HGB). Dermed
korrigerte sentrallaboratoriet MCHC verdien. Et slikt varsel kan oppsta ved bade systemfeil

og noen forandringer i prgven som for eksempel lipemi og hemolytisk anemi. CHCM blir
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ikke pavirket av lipemi, dermed ble denne verdien brukt istedenfor den beregnede verdien

MCHC. (SIEMENS, 2010)

Det vil veere hensiktsmessig a benytte HGB sammen med totalt antall erytrocytter og HCT til
diagnostisering av pasienter med anemi. Da far man ogsa et bedre bilde pa alvorlighetsgraden,
og det er en fordel nar man gnsker a falge utviklingen av en anemi. Maling av HGB kan
kontrolleres ved @ sammenligne verdien med HCT. HCT som males av ProCyte bar veere tre
ganger HGB konsentrasjonen, gitt at MCHC er omtrent 33g/dL eller innenfor
referanseomradet (Flatland et al., 2013). Disse verdiene kan sammenlignes for & kontrollere
HCT- og HGB-mengden, siden det benyttes to forskjellige metoder for & male verdiene.

(Stern, 2023)

MCV og MCHC kan benyttes sammen for & si noe om erytrocyttstarrelse og
hemoglobinkonsentrasjon. Tidligere var det vanlig a klassifisere anemi som makrocytisk,
normocytisk eller mikrocytisk basert pa MCV, og som enten hypokrom, normokrom eller
hyperkrom basert pa MCHC. Det er beskrevet at MCV og MCHC ikke er en veldig sensitiv
indikator pa regenerasjon, og kan vare innenfor normalen dersom pasienten har en mild
respons. (Barger, 2003) MCV er en gjennomsnittsverdi, og det kreves mange makrocytter
eller mikrocytter for & pavirke gjennomsnittet. Det betyr at pasienter fortsatt kan ha
anisocytose med en MCV innenfor referanseomrade. (Zitzer, 2023) Bare ved en markant
regenerativ respons kan vi forvente a se en makrocytar, hypokrom anemi. (Barger, 2003)
Basert pa dette, og pa en darlig korrelasjon for MCHC mellom de to maskinene, vil det vere
mer hensiktsmessig a bruke antall retikulocytter fra ProCyte og forekomst av polykromatiske
celler pa blodutstryk for a kunne fastsla den regenerative responsen. MCV kan ogsa vere

falsk forhgyet ved automatiserte tellinger hvis erytrocyttene agglutinerer eller blir oppsvulmet

-57-



Nemeth, Shehzad, Yndestad — Samsvarsanalyse ProCyte og ADVIA

sekundeert til hypernatremi. Dette er enda et argument for a bekrefte en makrocytose pa

blodutstryk fremfor a stole pA MCV fra ProCyte. (Zitzer, 2023)

I noen tilfeller kan bruk av MCV og MCHC vere nyttig for a kutte ned pa
differensialdiagnoselisten. En mikrocytaer hypokrom anemi vil ofte veere forbundet med lavt
jernlager. (Barger, 2003) | var studie ble det observert at ProCyte konsekvent maler lavere
MCYV og hgyere MCHC enn ADVIA. For pasientene i denne studien med anemi (n=17)
pavirket dette det kliniske resultatet i flere tilfeller. Ved bruk av ProCyte-resultatene kunne
kun én av 17 pasienter klassifiseres med makrocytose pa grunnlag av hgy MCV, mens
ADVIA registrerte fem prgver med makrocytaer anemi. Fordi ProCyte konsekvent kalkulerer
hgyere MCHC registrerte den kun én pasient med lavere MCHC (hypokrom) enn
referanseomradet, mens ADVIA anga syv pasienter med hypokrom anemi. For prgve #103
kunne hgyere MCV- og lavere MCHC-verdi registrert av ADVIA forklares av at det ble en
forsinkelse i proveanalyse. (Gilor, 2011) Ut fra resultatene i denne studien ser vi at MCV og
MCHC fra ProCyte kan vere upalitelig, og det er dermed knyttet en usikkerhetsfaktor til &

benytte parameterne ved Kklassifisering av anemi.

Tidsbegrensninger

Det er kjent at forsinkelse pa praveanalyse pa mer enn 24 timer etter bloduttak kan fare til at
erytrocytter sveller. Det pavirker resultatet ved analyse av MCV, MCHC og HCT. Nar
erytrocytter sveller, fgrer det til en falskt forhgyet MCV. Dette gker HCT, som er beregnet
ved & multiplisere antall erytrocytter med MCV. MCHC blir falskt lav fordi den er beregnet
ved hjelp av fglgende formel: (HGB x 100)/HCT. Dermed kan blodprgvesvaret vise en falsk
makrocytaer og hypokrom anemi ved forsinkelse i praveanalyse. (Gilor, 2011) I var studie

skulle prgvene analyseres sa fort som mulig etter bloduttak pa begge maskiner. I praksis
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betydde det at ProCyte ble analysert farst, ettersom maskinen var lett tilgjengelig til alle
dagnets tider. Prgven til ADVIA ble analysert med minimal forsinkelse, og innenfor 29 timer.
| prosjektet vart ble det kun analysert én blodprave med en forsinkelse pa mer enn 24 timer,
#103, og dette ser ut til & ha kunnet pavirke resultatet. ADVIA registrerte hgyere verdier for
MCV og HCT, og lavere MCHC sammenlignet med ProCyte. Klinikere burde ha kjennskap
til slike artefakter som kan oppsta dersom blodpraver skal sendes til eksterne

referanselaboratorier for analyse.

RDW

Ved sma mengder makrocytter eller mikrocytter kan det forekomme en gkning i RDW far det
vises en endring i MCV utenfor referanseomradet. RDW er en objektiv og mer sensitiv
indikator for anisocytose. | denne studien registrerte ProCyte verdier hgyere enn
referanseomradet for seks prover (#11, #22, #82, #98, #108 og #109), og av disse viste fire
blodpraver bra samsvar med funn pa blodutstryket. Det ble funnet en liten positiv bias ved
sammenligning av maskinene som kunne ha pavirket den kliniske beslutningen i to tilfeller.
Der registrerte ProCyte en gkt RDW, mens ADVIA anga en RDW innenfor referanseomradet.
Pa begge blodpravene ble morfologien av erytrocyttene vurdert som normal. | majoriteten av
tilfellene vurderes analyse av RDW med ProCyte likevel som presist nok. Klinikeren kan ikke
vite om det er store umodne erytrocytter forarsaket av en respons pa anemi, eller et gkt antall
sma celler som for eksempel oppstar ved jernmangelanemi, som gir en gkning i RDW. For a

bekrefte arsaken til en gkning i RDW burde klinikeren vurdere blodutstryket. (Medicine, u.a.-

c)
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Leukocytter

Hos pasienter med neoplasi vil antallet ngytrofile granulocytter vere avgjgrende for
beslutningen om & starte kjemoterapibehandling. Under monitorering av
kjemoterapibehandling tas hematologipragver regelmessig for & vurdere om pasienter har
utviklet en ngytropeni som behgver bredspektret antibiotika behandling. I pravematerialet
vart fant vi én prave hvor et falskt lavt antall ngytrofile granulocytter pa 15% kunne endret
klinikerens avgjerelse om a starte kjemoterapibehandling ut ifra tidligere nevnte grenser for
antall ngytrofile far oppstart av kjemoterapi. Det var ingen praver i studien var hvor et falskt
lavt antall ngytrofile pa 15% ville endret klinikerens avgjgrelse om a sette i gang bredspektret
antibiotikabehandling dersom retningslinjene nevnt i innledningen ble fulgt. Det kunne
likevel potensielt endret klinikerens avgjarelse dersom antall ngytrofile granulocytter grenset
mot 0,75x1079/L slik at prgven ved et falskt avvik pa 15% ville havnet <0,75x10"9/L. Pa
bakgrunn av dette vil det veere hensiktsmessig at klinikere som bruker ProCyte for dette
formalet sender blodprgver med en ngytropeni naere grensen for oppstart av kjemoterapi eller
antibiotikabehandling til et eksternt referanselaboratorium, eller kontrollerer resultatet pa

blodutstryk for & veere sikre pa graden av ngytropeni.

For to blodpraver (#170g #89) i prosjektet vart registrerte ProCyte et uakseptabelt lavt antall
ngytrofile granulocytter basert pa tidligere definerte uakseptable avvik (15%), og samtidig et
hagyere antall lymfocytter og/eller monocytter enn ADVIA. For prave #17, telte ProCyte
64,9% naytrofile, 22,7% lymfocytter og 11% monocytter, mens ADVIA telte 86,5%
ngytrofile, 7,3% lymfocytter og 4,4% monocytter. For prave #89, telte ProCyte 71,2%
ngytrofile, 20,9% lymfocytter og 6,6% monocytter, mens ADVIA anga 88,8% ngytrofile,
6,3% lymfocytter og 3,2% monocytter. Ved manuell differensialtelling av prevene utfert av

forfatterne, var resultatene nermere ADVIA sin differensiering. Siden ProCyte registrerte
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hagyere antall lymfocytter og/eller monocytter i disse pravene, viste blodprgvesvaret fra prove
#17 en falsk monocytose og lymfocytose, mens blodpragvesvaret fra preve #89 viste en falsk

lymfocytose.

To av pravene (#17 og #89) med farre ngytrofile granulocytter pa ProCyte kom fra pasienter
med systemisk inflammasjon der det enten ble funnet moderat til markert venstreforskyvning

I blodutstryket, og/eller forgket CRP. Umodne- og toksiske ngytrofile celler har hgyere RNA-
innhold i kjernen, som gjgr at de inneholder mer fluorescens. Den gkte mengden fluorescens
gjar at cellene flytter seg lengre oppover langs Y-aksen pa et cytogram (figur 2) og ProCyte
vil kunne feilaktig klassifisere disse som enten lymfocytter eller monocytter. (Bergstrand et
al., 2022) Slike forandringer er vanligst a se hos systemisk syke individer. I var studie ble det
ikke inkludert mange hunder med systemisk inflammasjon. En mulig forklaring kan veere at
de fleste blodpravene ble samlet fra den indremedisinske avdelingen ved Dyresykehuset. Det
kan tenkes at en slik trend ville ha blitt tydeligere dersom det ble samlet flere blodpragver fra
akuttavdelingen. CRP ble ikke malt hos alle individer, noe som kan ha gitt oss et lavere antall
pasienter i inflammasjonskategorien. Det ble ogsa observert at mange pasienter med pagaende
kjemoterapibehandling ikke fikk utfgrt CRP-maling. Pa de to overnevnte blodpravene, viste
leukocytt-cytogrammet fra ProCyte en utydelig avgrensning mellom ngytrofil- og
lymfocyttpopulasjonene, og mellom monocytt- og lymfocyttpopulasjonene, i tillegg til at
ProCyte hadde varslet om mistanke om bandngytrofile og/eller toksiske ngytrofile. Dette viser
viktigheten av a inspisere cytogrammet, i tillegg til a registrere stjernemarkeringer fra
maskinen. Dersom cytogrammet ikke viser tydelige cellepopulasjoner, eller maskinen har
signalisert at det kan veere feiltellinger i den automatiske differensieringen av leukocytter, er

det hensiktsmessig a vurdere blodutstryk og foreta en manuell differensiering.
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Det ble funnet to blodpraver (prgve #4 og #80) hvor blodutstryket avslgrte mild til moderat
venstreforskyvning, der en manuell differensialtelling viste en sterre andel ngytrofile enn det
bade ProCyte og ADVIA gjorde. For blodpreve #4, hadde ProCyte varslet mistanke om
bandngytrofile, og cytogrammet ble vurdert som uakseptabelt (figur 14). For denne praven
hadde ProCyte telt 61,2% ngytrofile og ADVIA 58% ngytrofile. En manuell
differensialtelling utfgrt av forfatterne ga et estimat pa 73% ngytrofile. Ved vurdering av
blodutstryket pa sentrallaboratoriet ble det oppdaget 17/100 nRBC som utlgste en manuell
differensialtelling av leukocyttene som registrerte 85% ngytrofile. Differensialtellingen utfart
pa sentrallaboratoriet avslarte en lavere andel lymfocytter pa 10%, sammenlignet med
ADVIA som telte 33,1% lymfocytter og ProCyte som telte 32,3% lymfocytter. Ved vurdering
av blodutstryket ble det notert en mild ngytrofili med moderat venstreforskyvning. For prgve
#80 varslet ProCyte mistanke om bandngytrofile og toksiske ngytrofile. Cytogrammet ble
ogsa vurdert som uakseptabelt grunnet utydelig deling av ngytrofil- og
lymfocyttpopulasjonene. ProCyte telte 78,4% ngytrofile og 13% lymfocytter, mens ADVIA
telte 82% ngytrofile og 9,3% lymfocytter. Ved manuell differensialtelling utfart av en klinisk
patolog ble det registrert 82% naytrofile og 7% lymfocytter. Ved vurdering av blodutstryket
ble det funnet en mild venstreforskyvning og forekomst av toksiske ngytrofile. Disse to
eksemplene viser viktigheten av at operataren kjenner begrensningene til
hematologimaskinen, og hvordan feilaktig resultat kan plukkes opp og kvalitetssikres. Dette
er et viktig prinsipp ved alle maskiner som gir automatiserte resultater, inkludert maskiner

benyttet av referanselaboratorier.

Resultatene i denne studien med flere blodpraver fra hunder hvor ProCyte registrerte et lavere
antall ngytrofile der alle prgvene hadde venstreforskyvning, viser at kliniske beslutninger kan

bli pavirket basert pa maskinens metode for telling. Det var ogsa flere blodpraver i studien
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som viste at nar maskinen teller et falskt lavere antall ngytrofile, vil man fa et falskt hgyt
antall lymfocytter og/ eller monocytter. Ved mange klinikker benyttes tilstedevarelse av
markert ngytropeni som en indikator for igangsetting av antibiotikabehandling ved akutt
hemorragisk gastroenteritt hos hunder fordi utvikling av alvorlig ngytropeni kan veere et tegn
pa bakteriell translokasjon og utvikling av sepsis. (Unterer, 2021) Basert pa resultatene i
denne studien vurderes ProCyte til & analysere antall ngytrofile, lymfocytter og monocytter
presist i de fleste tilfeller. Etter korrigering av datasettet, ble den gjennomsnittlige differansen
(bias) for ngytrofile forbedret. Dersom klinikeren inspiserer cytogrammer og registrerer
stjernemarkeringer, mikroskoperer blodutstryk og teller leukocytter manuelt ved unormal
fordeling av leukocyttpopulasjoner pa cytogrammet vil de fleste feiltellinger fanges opp. For
alvorlig systemisk syke pasienter hvor det skal tas viktige kliniske beslutninger bar man
vurdere blodutstryk fra pasienten og bekrefte om ngytropenien er reell uavhengig av om
cytogrammet er akseptabelt eller ikke, eller sende blodprgven inn til analyse ved et eksternt
referanselaboratorium. Dette er viktig for & unnga ungdig bruk av antibiotika som kan bidra til

resistensutvikling. (Bisson et al., 2018)

Ansatte ved Sentrallaboratoriet utfgrte en manuell differensialtelling for tre blodpraver (#9,
#18, #76) grunnet darlig samsvar mellom antall eosinofile angitt av maskinen og vurdering av
blodutstryket og/eller at peroksidasecytogrammet ble vurdert som uakseptabelt. Det ble
oppdaget at i disse tre tilfellene stemte antall eosinofile fra ProCyte bedre med den manuelle
differensialtellingen, mens ADVIA hadde enten overestimert (prgve #76) eller underestimert
(preve #9 og #18) antall eosinofile. Peroksidasecytogrammet til prave #76 viste en utydelig
avgrensning mellom ngytrofil- og eosinofilpopulasjonen. Dermed ble det utfert en manuell
differensialtelling ved sentrallaboratoriet, som avslgrte at ADVIA hadde registrert et falskt

lavt antall ngytrofile pa 49,6% og falskt hgyt antall eosinofile pa 17%. Manuell
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differensialtelling viste 66% ngytrofile og 1% eosinofile. Blodutstryket avslgrte at ProCyte
hadde underestimert % ngytrofile og overestimert % lymfocytter. For denne prgven kunne
inspeksjon av cytogrammet og stjernemarkeringer fra ProCyte tyde pa ungyaktig resultat. Det

ble ikke funnet en forklaring pa hvorfor resultatet var ungyaktig ved begge maskinene.

Ansatte ved Sentrallaboratoriet har rutiner vurdering av alle blodutstryk, og de oppdaget
darlig samsvar mellom de automatiserte resultatene angitt av ADVIA og blodutstryket for
prave #9, #18 og #76. En manuell differensialtelling utfares om ngdvendig for a kunne
verifisere resultatene fra maskinen. Pa praver som differensialtelles er det dette resultatet som
blir sendt som prgvesvar til klinikeren. Dette viser hvordan blodutstryk benyttes i praksis for &
kvalitetssikre resultater. Dette understreker ogsa noe av forskjellen ved a sende blodpraever

inn til et referanselaboratorium sammenlignet med & analysere blodprgver pa egne maskiner.

Ved statistisk analyse av eosinofile i denne studien ble det funnet en minimal bias. Ved én av
to blodprever der resultatet fra ProCyte var avvikende sammenlignet med den manuelle
differensialtellingen (preve #98), hadde ProCyte varslet med stjernemarkeringer, mens den
andre prgven (#109) hadde et akseptabelt cytogram og manglet stjernemarkeringer. Bade
ADVIA og ProCyte hadde altsa en tendens til & over- eller underestimere andel eosinofile i
henholdsvis tre og to praver hver. Pa bakgrunn av disse resultatene kan det vare
hensiktsmessig a inspisere blodutstryket dersom blodpravesvaret tilsier at antall eosinofile
faller utenom referanseomradet, eller det er viktig a utelukke en eosinofili. En eosinofili kan
brukes klinisk for & kunne forkorte differensialdiagnose listen, for eksempel kan en eosinofili
ses ved hypersensitivitetsreaksjoner og noen parasittere infeksjoner. Eosinopeni kan for

eksempel ses ved et stressleukogram. (Medicine, u.a.-b)
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Cytogram og blodutstryk

Tolkning av cytogram krever erfaring, og er noe klinikere bgr lzere seg. Dette ble understreket
gjennom arbeidet i denne studien hvor flere normale cytogrammer ble antatt & vaere unormale
av forfatterne. De ble inspisert pa nytt og deretter dobbeltsjekket av en klinisk patolog. Ved a
gjere tolkning av cytogram til en vane nar blodpravesvar vurderes, vil klinikeren forbedre
sine ferdigheter innen dette. Dersom man har lite erfaring med inspeksjon av cytogram er det
hensiktsmessig & bekrefte resultatene ved vurdering av blodutstryket. En studie anbefaler &
alltid «screene» blodutstryket, og dersom det er tydelig darlig samsvar mellom de automatiske
resultatene fra ProCyte og blodutstryket, bar en manuell differensialtelling utfares.

(Goldmann et al., 2014)

En manuell differensialtelling fungerer som en kontrollmetode for ProCyte. Studier har
imidlertid vist at manuell telling er mindre presis fordi man teller fa celler og vil vare
avhengig av klinikeren sin erfaring. Ved manuell telling telles kun 100 celler, sammenlignet
med ADVIA som teller 10.000 celler. (Bergstrand et al., 2022) Ved arbeidet med denne
studien var det ved enkelte tilfeller spesielt utfordrende a identifisere monocytter, fordi de kan
variere mye i starrelse og utsende. Etter noe trening merket forfatterne at resultatene ved den
manuelle differensialtellingen oftere hadde et godt samsvar med ADVIA i de tilfellene der

ProCyte varslet om feil resultat enten ved cytogrammet eller ved stjernemarkeringer.

Det er flere fordeler med & vurdere blodutstryket enn a fa et estimat pa
leukocyttdifferensieringen. Den starste fordelen er & kunne se pa cellemorfologi, som er viktig
bade for erytrocytter, leukocytter og trombocytter. Cellemorfologi kan vare en sentral del av
diagnostikken. For eksempel hos pasienter med regenerativ anemi kan forekomst av

sferocytter gjare at klinikeren utfarer diagnostiske tester for & kunne bekrefte eller utelukke en
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immunmediert hemolytisk anemi. Noen diagnoser kan ogsa enkelt bekreftes ved vurdering av
blodutstryk, for eksempel ved funn av hemoparasitter eller inklusjonslegemer. I noen tilfeller
har blodprgvesvaret ingen avvik mens blodutstryket avslgrer patologiske funn. Eksempelvis
ble det i to av blodutstrykene (prgve #71 og #72) som ble vurdert, funnet en mild
venstreforskyvning, mens blodprgvesvaret ikke viste tegn pa inflammasjon. En av pasientene

hadde en mildt forgket CRP, mens den andre hadde CRP innenfor referanseomradet.

Selv om vurdering av blodutstryk kan virke tidskrevende og tungvint i praksis, ber klinikeren
inspisere cytogrammene og screene blodutstryket for a bekrefte resultatene og for a se pa
cellemorfologien. Dette er helt ngdvendig der ProCyte varsler med stjernemarkeringer
og/eller et uakseptabelt cytogram for a kvalitetssikre resultatene fra maskinen. Til tross for at
resultatene i denne studien tilsier at leukocyttdifferensieringen oftest er palitelig dersom
cytogrammet er akseptabelt og blodpravesvaret ikke har stjernemarkeringer, oppfordres
klinikere til & lage blodutstryk og vurdere disse hver gang de analyserer blodpraver slik at de
oppnar et niva som gjar at de kan utfgre en manuell differensialtelling nar det anses som
ngdvendig. A inspisere cytogram fungerer som en internkontroll som gir ekstra
kvalitetssikring ved bruk av ProCyte. Mikroskopering av blodutstryket gjar at klinikere
fortsatt kan benytte egne ProCyte-maskiner for a fa et raskt svar, men at resultatene blir
kvalitetssikret. Klinikeren oppdager feil og far evaluert morfologi som maskinen ikke er i
stand til & beskrive, og dette gir et mer helhetlig bilde av pasientens sykdomstilstand. (Zitzer,
2023) Dersom det registreres sveert unormale funn som er vanskelig a tolke, bgr man sende
blodutstryket sammen med EDTA antikoagulert blod til et eksternt referanselaboratorium

eller klinisk patolog for vurdering.
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Begrensninger

| prosjektet vart hadde vi en forutsetning om at ADVIA er «gullstandard». Det er imidlertid
viktig & vaere bevisst pa at ADVIA har begrensinger ved analyse av blodprgver fra hund,
siden metodene brukt ved maskinen er beregnet pa humant bruk. | brukermanualen, star det at
ADVIA fremstiller basofile granulocytter gverst i baso-cytogrammet sammen med
lyseringsresistente celler. (SIEMENS, 2010) Det er imidlertid vist i en studie at ADVIA 2120i
ikke registrerer basofile granulocytter i blodpraver fra verken hunder eller Katter, sa selv om
blodprevesvaret fra ADVIA pleier & vise noen fa basofile granulocytter, kan man i de fleste
tilfeller anta at disse er andre typer celler. | samme studie ble det funnet to blodprgver med et
falskt gkt antall basofile granulocytter. Ved vurdering av blodutstrykene ble det notert at
cellene var lymfoblaster, som ofte er lyseringsresistente celler. Det har blitt vist at basofile
granulocytter fra hund ikke blir farget med peroksidasereagens. Dermed kan en reell basofili
presenteres pa prgvesvaret til ADVIA som et gkt antall «Large Unstained Cells» (LUC).
Dersom ADVIA viser en basofili, ma man mikroskopere blodutstryket for & vurdere andre
mulige forklaringer, som for eksempel neoplastiske celler. Ved et gkt antall LUC bar
blodutstryket undersgkes for & se om det kan skyldes en basofili. (Lilliehook & Tvedten,
2011). Basert pa at ADVIA ikke registrerer antall basofile for veterinare blodpraver, var det
utfordrende a bekrefte om ProCyte er ngyaktig nok ved analyse av basofile. En annen mate &
bekrefte dette pa kunne ha veert a undersgke blodutstryk, men grunnet fa praver med basofili,

var dette ikke mulig.

Et annet eksempel pa en feilkilde ved ADVIA er at erfaringsmessig, har ansatte ved
sentrallaboratoriet oppdaget at maskinen ikke klarer a telle kjerneholdige erytrocytter (NRBC)
presist, men i stedet teller dem som lymfocytter. Pa peroksidase-cytogrammet (figur 4) ligger

nRBC og lymfocytter rett ovenfor hverandre. Det betyr at jo starre og mer umodne
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erytrocyttene er, desto flere vil kunne havne i lymfocyttregionen og dermed bli telt som
lymfocytter (L, 2023) I denne studien, hadde vi én slik preve (#4), der ansatte ved
sentrallaboratoriet oppdaget et gkt antall nRBC i blodutstryket. Forfatterne av prosjektet telte
24 nRBC per 100 WBC pa blodutstryk fra denne praven. ADVIA hadde registrert 58%
neytrofile og 33,1% lymfocytter. Det ble utfart en manuell differensialtelling pa

Sentrallaboratoriet, som viste 85% ngytrofile og 10% lymfocytter.

Det er alltid en fare for at preanalytiske feil oppstar i et prosjekt, spesielt nar oppgavene
utfgres av mange ulike studenter, dyrepleiere og veteringrer med ulik erfaring og opplaring.
Preanalytiske feil er beskrevet til & utgjare den starste delen (46-68%) av alle feil som oppstar
gjennom hele testprosessen. (Soderberg, 2009) Vi hadde hatt mer kontroll over feil dersom vi
hadde samlet og analysert alle prgver selv, men det ble prioritert & fa analysert mange. Praver
kan ha blitt tatt pa andre tidspunkter enn det som er registrert i systemet, eventuelt ikke blitt
tatt samtidig. Ved vending av glass kan ett eller begge glass ikke ha blitt blandet nok. Det kan
ha veert feil med EDTA-glass eller prgver kan ha veert oppbevart ved for hay temperatur over
for lang tid. Som tidligere nevnt var det alltid en forskijell i tid mellom analysene pa de to
maskinene, og prgven til ADVIA ble alltid liggende lenger. Vi vet at noen glass var
feilmerket fordi det ble oppdaget, men det kan veere andre feilmerkede glass eller blodutstryk

vi ikke vet om.

Leukocyttdifferensiering

En viktig metodeforskjell mellom ProCyte og ADVIA er at ADVIA viser en seks-delt
leukocyttdifferensialtelling, som teller fargede celler som antall ngytrofile granulocytter,
lymfocytter, monocytter, eosinofile granulocytter og basofile granulocytter. Andre celler som

ikke farges med peroksidasereagens kategoriseres som LUC. ProCyte benytter en fem-delt
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differensialtelling uten telling av LUC. Dette betyr at ProCyte potensielt kan feilkategorisere
celler som atypiske store lymfocytter og blaster. | denne studien var det én prave (#79) hvor
ProCyte registrerte en lymfocytose og en falsk monocytose. ADVIA registrerte ingen
monocytose, men anga en lymfocytose, et gkt antall LUC og basofili. Da blodutstryket ble
vurdert, ble det funnet et stort antall neoplastiske lymfocytter som hadde starre kjerner enn
vanlig. Basofile granulocytter ble ikke observert. | dette tilfellet, hadde ProCyte
feilklassifisert de neoplastiske lymfocyttene som monocytter (Stern, 2023), mens ADVIA
hadde klassifisert disse cellene som LUC, i tillegg til at noen celler ble feilklassifisert som
basofile granulocytter. (Lillieh60k & Tvedten, 2011). Cytogrammet fra ProCyte (figur 14) ble
vurdert som uakseptabelt, som igjen understreker viktigheten av a inspisere cytogram og

deretter mikroskopere blodutstryk. Pasienten ble diagnostisert med lymfocytaer leukemi.

Internkontroller

En betingelse for at resultatene fra ProCyte vurderes som presise nok i de overnevnte
tilfellene er at produsentens anbefaling for internkontroll fglges. Hensikten med internkontroll
er & kunne oppdage bade tilfeldige og systematiske feil som kan pavirke resultatene. Slike
analytiske feil er beskrevet a utgjere 7-13% av feilene som oppstar gjennom hele
testprosessen. (Soderberg, 2009) 1 en studie fra humanmedisin hvor kravene for internkontroll
er sveert strenge, fremkom det at 19% av operatgrene ikke hadde fatt opplaering i
analysemaskinen, 25% ikke hadde klart & fglge prosedyrene fra produsenten og 32% ikke
hadde klart & utfagre kvalitetskontrollen. Disse resultatene vil sannsynligvis vere lignende eller
verre om dette ble forsket pa i veterinarpraksis. (Meier & Jones, 2005) Anbefalingene for
internkontroll er ofte lignende for maskiner brukt i klinikker som for maskiner benyttet av

eksterne referanselaboratorier, men med lavere hyppighet. (Michael et al., 2022)
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Eksterne referanselaboratorier har, som tidligere beskrevet med eksempel fra
Sentrallaboratoriet, eget personell som utfagrer kvalitetskontroll daglig. Her analyseres det tre
nivaer av kontrollblodprevene «Test point 3 in 1» en gang daglig, sammenlignet med
anbefalingen fra IDEXX Laboratories om a analysere kontrollblodprgven «ldexx ProCyte Dx
quality control» én gang i maneden. En svakhet med prosjektet vart er at resultatene
generaliseres for & kunne anvendes av smadyrpraktikere som benytter egne ProCyte-maskiner
I ulike klinikker, uten at vi vet om rutiner for interkontroll falges. Det hadde imidlertid veert
interessant & utfere samme studie ved bruk av ulike ProCyte maskiner i ulike klinikker for a

finne ut i hvor stor grad internkontroll-rutiner pavirker resultatene.

Statistisk styrke

Statistisk styrke for studien med 80% power ble beregnet for differansen mellom ProCyte og
ADVIA for de ulike variablene pa bakgrunn av differansen fra fire prever. For PLT ble det
estimert til 9 blodprgver, for RBC 9, for HGB 10, for HCT 1, for MCV 1, for MCHC 1 og for
RDW 6. For WBC ble det estimert 9 blodpraver, for ngytrofile 14, for lymfocytter 10, for
monocytter 7, for eosinofile 15 og for basofile 11. Prgvematerialet i denne studien med 99
blodpraver tilsier en statistisk styrke pa over 80% for differansen mellom maskinene for alle

variabler.

Referansepopulasjoner

En viktig forskjell mellom de to maskinene som klinikere bar veere bevisst pa, er at
forskjellige referansepopulasjoner benyttes for a lage et egnet referanseintervall for alle
variablene. Referanseintervallet er laget for & omfatte 95% av friske hunder i en populasjon.

Sentrallaboratoriets referansepopulasjon bestar hovedsakelig av norske hunder i tillegg til
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noen innslag fra Sverige. (Thoresen, 2023) Tolkning av blodprgvesvaret gjeres ofte ved a
sammenligne blodprevesvaret med gjeldende referanseintervall. Dersom ikke
referansepopulasjonen tilsvarer individet det analyseres blodprgver fra i stor nok grad, kan det
endre den kliniske tolkningen og beslutningen, selv om maskinene viser samme resultat. (L,
1999) Dette er et eksempel pa en postanalytisk feil. Postanalytiske feil er beskrevet a utgjare
18,5-47% av alle feilene som oppstar gjennom hele testprosessen (Séderberg, 2009) Prave
#48 viser at antall trombocytter for ADVIA er 166x10"9/L. Basert pa ADVIA sitt eget
referanseomrade for trombocytter (180-500x10e9/L) ble pasienten klassifisert med mild
trombocytopeni, mens dersom referanseomradet fra ProCyte ble benyttet (148— 484x10e9/L),
ville Klinikeren tro at pasienten hadde et tilstrekkelig antall trombocytter. Dette understreker
viktigheten av a veere kritisk ved tolkning av blodprevesvar og ta hele det kliniske bildet med
i betraktningen. Det er ogsa viktig & ta hensyn til rase- og aldersforskjeller ved tolkning av
blodprgvesvar. Det er for eksempel pavist at myndehunder har en tendens til & ha et hayere
antall erytrocytter, HGB og HCT, og et lavere antall leukocytter og trombocytter. (Campora et

al., 2011)
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Konklusjon

Forskjellene mellom de to maskinene varierer for de ulike variablene. PLT-resultatet fra
ProCyte vurderes som presist nok til & stole pa dersom det er ingen eller fa plateaggregater.
RBC, HCT og HGB hadde en minimal til moderat bias slik at disse verdiene kan benyttes
sammen med kliniske parametere for a klassifisere anemi og foreta kliniske beslutninger.
ProCyte registrerte konsekvent litt lavere HCT i prosjektet, og anbefalingen er & benytte PCV
for & kvalitetssikre resultatet. Antall retikulocytter angitt av ProCyte kan benyttes for &
klassifisere anemi som enten regenerativ eller ikke-regenerativ, og resultatet kan
kvalitetssikres ved a undersgke blodutstryk for polykromatiske celler. MCV og MCHC var
ikke sensitive nok til & klassifisere anemi som enten makro- eller mikrocytisk, og hypo- eller
hyperkrom basert pa prevesvar fra pasienter med anemi. RDW ble vurdert som en sensitiv

indikator for anisocytose.

Ved statistisk analyse av leukocytter ble det funnet en minimal bias ved analyse av total
WBC, slik at klinikere i de fleste tilfeller kan stole pa tallet. Ved statistisk analyse av
leukocyttdifferensiering ble det oppdaget at klinikere oftest kunne stole pa resultatet fra
ProCyte dersom cytogrammet ble vurdert som akseptabelt og analysesvaret ikke hadde
stjernemarkeringer. Dersom cytogrammet er uakseptabelt og/eller det forekommer
stjernemarkeringer, bar blodprgvesvaret kontrolleres ved vurdering av cellemorfologi pa
blodutstryk og en manuell differensialtelling. ProCyte viste et falskt lavt antall ngytrofile
samtidig med et hgyere antall lymfocytter/og eller monocytter ved flere praver hos pasienter
med systemisk inflammasjon. Dersom ProCyte viser alvorlig ngytropeni, er anbefalingen a
utfgre en manuell differensialtelling pa blodutstryk for a bekrefte ngytropenien. Ved statistisk
analyse av eosinofile granulocytter, ble det registrert at bade ADVIA og ProCyte kunne

under- eller overestimere antall eosinofile. En mate a verifisere resultatet dersom
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blodpravesvaret fra ProCyte viser en verdi utenom referanseomrade, er a vurdere blodutstryk.

Vi har ikke nok grunnlag til & bekrefte ngyaktigheten av antall basofile registrert av ProCyte.
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smadyr, for god hjelp til preveinnsamling. En spesiell takk rettes til Tora Jelle, ingenigr ved
NMBU Dyresykehuset — smadyrs laboratorium, for hjelp til & lage blodutstryk og nyttig
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Summary

Title: Comparative Analysis of Hematology Results From the IDEXX ProCyte Dx™
Hematology Analyzer and the ADVIA® 2120i Hematology System

Authors: Trude Nemeth, Mariam Shehzad, Marianne Tuen Yndestad

Supervisor:  Hege Brun-Hansen and Hanne Larsen Moberg, Department of Companion

Animal Clinical Sciences

Several clinics use results from rapid in-house IDEXX ProCyte Dx™ Hematology Analyzers
to diagnose and treat patients, and we wanted to find out if the in-house results coincided with
results from a reference laboratory. Previous studies have indicated that inspection of dot
plots and instrument flags is important to reject blood samples that may have erroneous
results. In this study, ninety-nine canine blood samples from patients admitted to the small
animal hospital at NMBU were analysed using the IDEXX ProCyte Dx™ Hematology
Analyzer and the ADVIA® 2120i Hematology System. ProCyte WBC dot plots and
instrument flags were evaluated for all samples, and a manual differential leukocyte count
was performed on seventeen samples. Statistical analysis was performed prior to and after dot
plot inspection. Results revealed that the leukocyte differential count could be more accurate
if samples with unacceptable dot plots and/or instrument flags were eliminated. Blood smear
evaluation should be performed to confirm automated results and evaluate cellular
morphology. A trend was seen wherein ProCyte misclassified toxic and/or immature

neutrophils as lymphocytes and/or monocytes in patients with systemic inflammation.

ProCyte and ADVIA showed a false thrombocytopenia in several blood samples due to
platelet aggregates. Thrombocytopenia must be verified on a blood smear. There were

minimal to moderate biases in the analysis of RBC, HGB, and HCT, therefore these
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haematological parameters can be used in combination with clinical findings to diagnose

anaemia.
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Vedlegg

Vedlegg 1: Mail som ble sendt til alle ansatte og studenter ved NMBU

@ Marianne Tuen Yndestad (@) 3 & & P
@

To: Liste manuell :: Alle studenter ved Veterinaerhggskolen; Liste :: VET :: SPORTFAMED :: SMADYR :: Ansatte Sun 28/08/2022 22:3:
Hei alle sammen!

Vi er tre differensieringsstudenter pa smadyr, og vart fordypningsprosjekt gar ut pa a sammenligne hematologi resultater kjert pa inhouse- Idexx Procyte
dx 2021 med resultater fra Sentrallaboratoriets hematologimaskin. Vi ensker & samle inn blodprover fra alle hunder som veier over eller lik 7 kg, som skal
ha hematologi som en del av utredningen sin.

| denne forbindelse trenger vi hjelp av dere ansatte og studenter til a ta et ekstra EDTA- glass, lage blodutstryk og kjere blodprevene pa
smadyrslaboratoriet. Dette trenger vi hjelp til i perioden 29/08-22 til og med 20/12-22.

Inklusjonskriteriene for hundene er folgende:
« Hund
« Over eller lik 7 kg

« Syke eller friske (friske er feks. pre an BP fra ukompliserte tannpasienter, blodgivere o.1.)
« Skal ha en hematologi/blodprove som del av sin utredning

Dette skal utfgres:

1. Alle hunder over 7 kg som skal tas hematologi av som en del av sin utredning, skal det tas et ekstra 1 ml EDTA glass fra.

2. Print ut etikett med pasientinformasjon og klistre denne i bok med etiketter. Etikettboken er merket “studentoppgave hematologi” og ligger i heyre skap
pa TEG.

3. Det ekstra EDTA-glasset skal kjores pa Idexx Procyte dx-maskinen pa laboratoriet pa smadyrsklinikken.

4. Det ekstra EDTA-glasset skal det tas blod fra og lages blodutstryk. Blodutstryket skal merkes med pasientnavn, pasientnummer og dato.
Blodutstryket skal ikke farges, men settes til tark i en boks pa benken pa laben ved mikroskopene. Boksen er merket med “Studentoppgave
hematologi”.

5. Det er viktig at eier ikke belastes med kostnader for en ekstra blodpreve. Hanne Moberg informerer veterinarer om eventuell bruk av egen kode ved
bestilling/ prising av blodpreven.

Ta kontakt med oss dersom dere har spersmal ang. innsamling av prever.
Vi takker pa forhand for hjelpen med fordypningsprosjektet!

Med vennlig hilsen,
Mariam, Trude og Marianne, kull 17
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Vedlegg 2: Samtykkeskjema fra eier

..'_";_T . Samtykkeskjema - Personopplysninger, undervisning, forskning, mediafiler

Kunde: Dato:
Tid:
Telefanmummer: E-ppatadresse:
Pasient: scrachip:

BRUK AV PERSOMOPPLYSMIMGER = BEHANDLING

HMEL Veteringrhagskalen har vurdert at behandling av personoaplysninger am dyreeier, eller andre sam er ansvakig for dyret | forbindelse med
behandling, kar behandlingsgrurmlag | henhald tl GOPR an. & e 1 b {&nale) og o renslig forpliktelse), ¥, forsknift con journal far
dyrehelzepersonel| § 4.

BRUK AV PERSOMOPPLYSHIMGER = UNDERVISHING OG FORSKNING

MMEL Veterinerhagskolen driver underyizneng og forskning | tillegg til behandling av pasienter. Al informasson om dyret g behandlingen lagres
el paurnalsystem, of infarmasion og opplysninges fra delte kan B bruk? | bhde undervisning og forskning. Blod, urin, vevsprewes, osy, som 1as
fra pasienten vil kuane bli bkl | underdsningen og opphevares for senere & kunne benyties ananymisert | forskningen, Dyresykehuset kan 1z
bilder &v pasienten sam kan brukes anonymasen 1l samme formdl D wl | den forbindelss kunne B kortakiet for innhenting av yiterigere
mformasjon via den kantaktinfarmasion du oppair ved innskriving av dyret,

MMEL Veterinerhggskolen har yuardert &t bruk av infarmasjon fra dyrets joumal, inklusive personopplysninger om eder, har behandlingsgrurmlag |
GOPR art. 6 if. 1 & [samilykke)]. Samiykket kan trekkes tilbake. Tlbaketrekning av samtykket ma sije skrifilig til NMBL Veterinerhagskolen
Opplysninger am ditt dyr og dets behandling, ssm1 din kentaktinfeemasan, kan anvendes | undervisning og forskning ved MKMBY
Velesireerhagskalen,

MMEL Veteringsrhagskolen kan 1a korakl for mnbenting av infarmasjan am ditt dyr i forbindelee med forsknings prosjekt ved MMEU

Velerireerhagskolen

-81 -



U ilj Postboks 5003
Norges miljg- o
I_ " J biovgitenska]peli:e NO-1432 As
i 67 23 00 00

universitet
N www.nmbu.no




