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Popularvetenskaplig sammanfattning

Klinisk kemi innefattar manga olika analyser som kan utforas pa olika provmaterial som urin,
blod eller saliv. Dessa analyser &r vildigt anvdndbara inom sjukvard och kan ge dvergripande
information om patienten. Fokus i denna studie dr analyser av blod dir koncentrationen av olika
parametrar bestdms. Parametrar &r olika typer av molekyler sdsom proteiner, enzymer, metaller
och sa vidare, exempelvis glukos, kolesterol och jarn. Dessa parametrar har olika uppgifter och
funktioner. For att kunna tolka dessa resultat anvinds referensintervall som visar vilka virden
som &dr normala i friska individer. Det intressanta dr att se ifall en patient har virden som avviker
fran referensintervallet. Veterindrer kan med hjdlp av dessa analyser stilla diagnos och folja

progressionen av behandling och sjukdom eller till och med forutse risker.

Pa sé kallade kemiinstrument utfors dessa analyser pd ett automatiserat sétt. Detta mojliggor
automatisering av analysens olika steg, som utfors av instrumentet. Vid analys anvédnds olika
metoder beroende pd vilken parameter som undersoks. Djursjukhuset, AniCura, i Hassleholm har
kopt in ett nytt kemiinstrument, Indiko Plus, som ska ersétta deras nuvarande instrument, Cobas
CI111. Deras patienter bestar av hundar och katter och i laboratoriet analyseras varje dag cirka
120 kemianalyser, vilket motsvarar ungefar 40 — 60 blodprov. Med Indiko Plus tillkommer 8 nya
analyser, 46 platser for prover pd instrumentet, 6kad analyskapacitet och automatisk dverforing
av resultat. Foretaget som tillverkat Indiko Plus, Thermo Fisher, tillhandahaller dven med

referensintervall for hund och katt.

Syftet med denna studie var att jimfora instrumenten och ta fram ett nytt referensintervall pa
Indiko Plus for hund och katt som jamfordes med referensintervallet fran tillverkaren, samt att
verifiera precision och studera hur bra koncentrationen av en parameter (ALP) kan bestimmas
av matvérden, sa kallat linjéritet, pa Indiko Plus. Jamforelsen togs fram med hjélp av védrden frén
patientblodprover av 20 hundar och 20 katter som mittes pa bada instrument. For att ta fram
referensintervall anvéndes blodprov frén 23 friska hundar och 9 friska katter som analyserades
pa Indiko Plus. Precisionen och linjéritet pd Indiko Plus kontrollerades med hjdlp av inkopt

kontrollmaterial som analyserades for de olika parametrarna respektive ALP.

Ett statistiskt test visade att 9 av 13 analyser skiljer sig mellan instrumenten. Vid sddana
statistiska tester innebdr det inte alltid att en statistisk skillnad innebér en skillnad praktiskt.
Troliga orsaker till att s& pass manga analyser skiljer sig dr instrumentens aldersskillnad,
instrumentens olika metoder och framfor allt tidsskillnaden mellan métningarna av blodprov pé

Cobas och Indiko. Referensintervall for bade hund och katt togs fram och jaimfordes med



tillverkarens intervall. Skillnaderna var inte stora, men det dr dnda viktigt att respektive
veterindrklinik/djursjukhus tar fram eget referensintervall. Det dr viktigt att referensintervallet
motsvarar den population som referensintervallet anvinds till, eftersom intervallet visar de
friska virdena. For att {4 ett noggrannare referensintervall ska olika kriterier (alder, kon, ras,
plats) som motsvarar patienter p4 AniCura och studien bor upprepas med en storre grupp (minst
120 individer). Precisionen av Indiko Plus blev godkénd mellan analyser men sdmre mellan
dagar. Detta berodde troligen pa avvikande virden under dag 1 i mellan dagar-precisionen. Det
som kan ha paverkat detta resultat &r troligen hanteringen av kontrollmaterialet som ar kénsligt
mot ljus, temperaturdndringar och luftexponering. Linjdriteten av ALP analys blev icke-linjér,
vilket &r ett daligt resultat. Detta resultat beror troligen inte pa ett problem med instrumentet

utan fel p laboratorieutrustning och dérfor bor linjariteten goras om.
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Sammanfattning

Klinisk kemiska analyser har hég klinisk relevans. | serum/plasma kan olika parametrar kvantifieras.
Dessa parametrar kan vara proteiner, enzymer, joner, metaller, lipider och kolhydrater. Med hjalp av
referensintervall kan veterinarer stalla diagnos, folja behandling och sjukdomsférlopp. Parametrar
detekteras med olika analysprinciper/metoder; kolorimetri, immunturbidimetri, enzymatisk metod och
potentiometri. Djursjukhuset, AniCura, i Héassleholm mottagas bade hundar och katter. Cirka 120
kemianalyser analyseras varje dag. AniCura har kopt in ett nytt vatkemiiinstrument, Indiko Plus, som ska
ersatta Cobas C111. Med Indiko Plus tillkommer fler provpositioner, 8 nya analyser, 6kad kapaciteten och
underlattad anvandning.

Syftet med denna studie var att jamféra instrumenten och ta fram eget referensintervall som jamférdes
med referensintervall framtaget av Thermo Fisher. Verifiering av det nya instrumentet genomférdes med
precisionsstudie och linjaritetsstudie. Provtagning pa hundar och katter utférdes av personal pa AniCura.
Jamforelsen gjordes med patientprover och referensintervall togs fram med hjalp av prover fran friska
hundar och katter.

Jamférelsen visade att 9 av 13 analyser hade statistisk signifikant skillnad. Orsaken till det beror troligen
pa skillnaden av reagens, instrumentens alder och tid mellan méatningar. Ett nytt referensintervall
utarbetades och skiljde sig inte mycket fran Thermo Fishers intervall. Vidare validering pa grund av liten
population rekommenderades. Precisionen for Indiko Plus blev godkand. Linjariteten blev icke linjar och
berodde troligen pa en dalig pipett och bor géras om.
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Abstract

Clinical chemical analyzes has high clinical relevance. In serum/plasma, different parameters can be
quantified. Parameters can be proteins, enzymes, ions, metals, lipids, and carbohydrates. With reference
intervals, veterinarians can set diagnosis, follow treatment and development of the disease. Parameters
are detected with different analysis principles/methods; colorimetry, immunoturbidimetry, enzymatic
method and potentiometry. The animal hospital, AniCura, in Hassleholm accept dogs and cats. About 120
chemical analyzes are analyzed every day. AniCura purchased a new instrument, Indiko Plus, which will
replace Cobas C111. Indiko Plus provide, more sample positions, 8 new analyzes, increased capacity,
and facilitated use.

The purpose of this study was to compare the instruments and produce a new reference interval which
was compared to the reference interval provided by Thermo Fisher. To verify Indiko Plus, a precision and
linearity study were conducted. Blood sampling of dogs and cats was performed by staff at AniCura. The
comparison was made with patient samples and the reference intervals were obtained using samples
from healthy animals.

The comparison showed 9 of 13 analyzes had a statistically significant difference. The reason for this is
probably due to the difference in reagents, the age of the instruments and the time between
measurements. A new reference interval was developed and did not differ much from the Thermo Fisher
interval. Further validation due to low population was recommended. The precision for Indiko Plus was
approved. The linearity study shows not linear trend but was likely due to a bad pipette and should be
redone.
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1. Inledning

1.1 Klinisk kemi

Under de senaste 50 aren har klinisk kemi och tekniken allméint gjort stora framgéngar
(Delanghe, 2017). Klinisk kemi &r ett omrdde inom kemi som fokuserar pa analyser av
ménga typer av material som urin, serum, plasma eller saliv (Kessler, 2016). Klinisk
kemiska analyser dr av hog klinisk relevans och kan ge dvergripande information om
patientens tillstdnd (Shcharbin et al., 2014). Metoder som anvénds inom klinisk kemi ar
kénsliga och specifika samtidigt som analyssvar erhdlls snabbt (Delanghe, 2017). Dessa
analyser ar viktiga for att stdlla diagnos, folja progressionen av behandling och sjukdom

eller till och med forutse risker (Kessler, 2016).

Det finns manga olika parametrar i serum och plasma som kan kvantifieras och anvénds
for diagnostisering. Dessa parametrar dr olika protein, joner, metaller, lipider eller
kolhydrater. Majoriteten av parametrarna dr gemensamma for ménniskor och djur. Det
finns nagra parametrar som &r specifika for endast djur. Vidare finns det parametrar som
ar artspecifika, exempelvis hundspecifikt CRP och kattspecifikt SAA (Kjelgaard-Hansen
et al., 2003; Christensen et al., 2012). I foljande avsnitt redogdrs de parametrar som

anvéinds i denna studie.

1.1.1 Proteiner & Enzymer

Albumin har som funktion bland annat att binda toxiska tungmetaller och uppritthélla det
osmotiska trycket (Backman-Johansson et al., 2018). Okad koncentration av albumin kan
tyda pa uttorkning och sinkt koncentration kan ses vid till exempel leverpdverkan. C-
reaktivt protein (CRP) ir ett akutfasprotein som ar hundspecifikt (Kjelgaard-Hansen et
al., 2003). Hundars CRP-molekyl skiljer sig nagot i uppbyggnad frdn ménniskor, vilket
kraver metoder som &r specifika for hundar. I normalt tillstdnd &r koncentrationen av CRP
lag och okar vid inflammationer eller vivnadsskador. Katternas motsvarighet till CRP &r
akutfasproteinet serum Amyloid A (SAA) och ér kattspecifikt (Christensen et al., 2012).
Totalprotein dr den totala koncentrationen av plasmaproteiner, bland annat albumin,
immunglobuliner och fibrinogen (Cao et al., 2007). Forhojt totalprotein dr sdllsynt

eftersom ndr immunglobuliner oOkar leder till att albumin sidnks och den totala
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koncentrationen blir darfor oforandrad (Burtis & Ashwood, 2001; Thomas, 1998). Sankt
totalprotein kan bero pd sinkt albumin eller felaktig antikroppssyntes. Alkalisk fosfatas
(ALP) ar ett enzym och aterfinns med hogst koncentration i1 osteoblaster, levern och
gallgdngsepitel (Backman-Johansson et al., 2018). Hogt ALP kan visa pd hinder i
gallgdngen, okad aktivitet av osteoblast och leversjukdom. Alaninaminotransferas (ALT)
och aspartataminotransferas (AST) &r enzymer som katalyserar reaktioner med
aminosyror. Dessa aminotransferaser forekommer framst i levern. Hoga halter uppstér
vid leverskador, men kan ibland hérledas till skador i skelett- och hjartmuskulatur.
Kreatininkinas (CK) pétraffas huvudsakligen i musklerna. Forhojda viarden av CK kan
bero pad muskelskador eller muskelsjukdomar, sdnkta virden kan bland annat bero pa
metastas i levern. Enzymet gamma-glutamyltransferas (GGT) finns framfor allt i levern,
njurarna och bukspottkorteln. Sjukdomar i levern och bukspottkdrteln, likemedel eller

overvikt kan resultera i hogt GGT.

1.1.2 Joner & Metaller

Katjonen kalcium patriffas frimst i skelettet och ingdr i manga olika processer sdsom
blodets koagulation och muskelkontraktioner (Backman-Johansson et al., 2018).
Kalciumhalten kan vara svarbeddmd och estimeras i forhallande till albuminhalten
eftersom ca 40 % av kalcium &r proteinbundet. Hyperkalcemi beror vanligast pa
tumorer/cancer men dven vid okat flode av kalcium fran exempelvis skelett. Hypokalcemi
kan bero pd manga faktorer, bland annat D-vitaminbrist, magnesiumbrist eller
njurinsufficiens. Fosfat finns i1 storst andel i1 skelettet men é&ven intracellulart.
Hyperfosfatemi forekommer vid njursvikt, minskad glomeruldr filtrationshastighet
(GFR) och acidos. Hypofosfatemi kan forekomma vid allvarlig D-vitaminbrist,
kridkningar eller diarré. Klorid dr den mest forekommande anjonen i plasma som
upprétthdller katjon- och anjonbalansen i celler. Forhojd kloridhalt kan orsakas av
dehydrering och sédnkt klorid tvdrtom. Den mest forekommande katjonen i plasma &r
natrium som dr viktigt for membranpotentialen i celler. Hypernatremi kan bero pa manga
faktorer som exempelvis vattenforlust, njursjukdom och diabetes insipidus. Hyponatremi
kan orsakas av njurinsufficiens, hjértsvikt och leverinsufficiens. Kalium &r den mest
forekommande katjonen intracelluldrt som upprétthaller membranpotentialen och den
intracelluldra volymen. Hyperkalemi kan bero pé acidos, vdvnadsskador (ex. cytostatika)

och krampanfall. Hypokalemi kan bero pd langvarig svilt, diarré och krakningar. Jarn
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ingar i viktiga processer som att transportera hemoglobin och elektroner (Bottari et al.,
2016). Sinkt niva av jérn kan bero pa jarnbrist, inflammation eller njursjukdom (Torrente

etal., 2016; Javard et al., 2017).

1.1.3 Lipider & Kolhydrater

Kolesterol &r en fettsyra som &r en viktig bestdndsdel i alla cellmembran och i syntes av
steroida hormoner (Arya et al., 2008). Hoga halter av kolesterol kan vara tecken pa
exempelvis hjart-kdrlsjukdomar, kranskérlsjukdomar eller stroke. Gallsyror syntetiseras
i levern och utsondras i gallan (Giaretta et al., 2018; Deitz et al., 2015). Forhdjd niva av
gallsyror ses 1 samband med leversjukdom eller vid gallstas/gallobstruktion.
Triglycerider, som bestdr av glycerolestrar och fettsyror, bidrar till 95% av
fettforvaringen (Backman-Johansson et al., 2018). Hoga vérden av triglycerider kan vara
tecken pa Overvikt, insulinresistens/hyperinsulin (diabetes mellitus) och dven sjukdom i
flertalet olika organ. Glukos &r en viktig energikilla som utnyttjas i manga sammanhang
som i erytrocyter, leukocyter och dven 1 glykolysen. Hyperglykemi ses vid
insulinbrist/insulinresistens, diabetes mellitus, dverskott av vissa hormon (ex. adrenalin)
och hjértinfarkt. Hypoglykemi kan uppsté vid dverskott av insulin, insulinproducerande
tumorer och endokrina storningar. Fruktosamin dr en produkt av reaktion mellan glukos
och plasmaprotein (Reusch et al., 2002). Darfor beror koncentrationen av fruktosamin pé
méngden glukos och plasmaprotein i serum. Det anvinds ofta som indikator vid diabetes
hos bdde hundar och katter. Forhojt virde kan orsakas av hyperglykemi och sénkt vérde
av hypoalbuminemia (Kovalik et al., 2012).

1.1.4 Ovriga parametrar

Vid muskelkontraktioner utsondras kreatinin och anvinds oftast for att undersoka GFR
(Backman-Johansson et al., 2018). Hogt kreatinin kan bero pa njursjukdomar med lagt
GFR och lagt kreatinin kan exempelvis bero pa undernéring eller reumatoid artrit. Urea
ar en kviaveprodukt som utsondras vid nedbrytning av aminosyror. Forhojt urea kan bero
pa forsdmrad utsondring, nedsatt glomerulér filtration eller dkad proteintillforsel som
exempelvis proteinrik kost. Sdnkt urea kan bero pd dkad urinutsondring eller dkad
glomerulér filtration. Bilirubin forekommer mycket i levern och bildas exempelvis vid
nedbrytning av hemoglobin. Hoga halter bilirubin féorekommer vid leverpaverkan och

nedbrytning av erytrocyters hemoglobin.



1.1.5 Analysprincip

De huvudsakliga analysprinciperna/metoder som anvidnds &r kolorimetri,
immunturbidimetri, enzymatisk metod och potentiometri (tabell 1). Signaler som bildas
under analys, forutom vid potentiometri, detekteras med hjélp av spektrofotometri
(absorbans, A) vid olika viglingder (nanometer, nm) beroende pa parameter. Med
kolorimetri kan koncentrationen av olika parametrar 1 ett prov kvantifieras, exempelvis
albumin och bilirubin (Anzalone et al., 2013; Monogarova et al., 2018). Principen bygger
pa formdgan av ett komplex eller produkt av reaktion att absorbera ljus vid en eller flera
specifika véagldngder. Absorbansen i provet &r proportionellt mot koncentrationen av
parametern som berdknas enligt Lambert-Beers lag. Immunturbidimetri bygger pa
reaktion med antikroppar som detekterar antigen. (Jin et al., 2012; Mahmodi Arjmand et
al., 2018). Antikroppar binder till antigenet, parametern, i provet och bildar komplex.
Bildningen av detta komplex leder till en dndring av provets turbiditet. Turbiditeten mats
vid specifika vaglangder och &dr proportionell mot koncentrationen av parametern,
exempelvis CRP eller SAA. Vid enzymatisk metod omvandlas substrat till en produkt,
exempelvis att parametern katalyserar substratet eller att parametern &dr substratet i en
enzymatisk metod (Schumann et al., 2002). Produkten orsakar en dndring av absorbansen
som korrelerar med koncentrationen av parametern, exempelvis urea, CK och ALT
(Mahmodi Arjmand et al., 2018; Schumann et al., 2002). Potentiometri utférs med
potentiometer som bestdr av tva delar; referenslosning och jonselektiva elektroder (ISE)
som detekterar joner, exempelvis Na, Cl och K (Bakker & Pretsch, 2007).
Potentialskillnaden méts da dver ett membran och fran det berdknas koncentrationen av

parametern i provet

Tabell 1: Analysprincip for respektive

parameter.

Analysprincip/Metod ~ Parameter

Kolorimetri Albumin
Bilirubin
Fosfat
Fruktosamin
Glukos

Jarn
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Kalcium
Kreatinin
Totalprotein

Triglycerider

Enzymatisk metod ALP
ALT
AST
CK
Gallsyror

GGT
Kolesterol
Urea

Immunturbidimetri CRP

SAA
Potentiometri (ol

K+

Na*

1.2 Instrument

Pa djursjukhuset, AniCura, 1 Hassleholm bestar patienterna av hundar och katter. Antalet
kemianalyser som genomfors pd plasma/serum varje dag dr i genomsnitt 120 analyser.
Det utgor cirka 40 — 60 blodprov som inkommer till laboratoriet under dagarna. AniCura
har kopt in ett nytt vatkemiinstrument, Indiko Plus, som ska ersétta det dldre, Cobas C111,
instrumentet som koptes in 2013. P4 Cobas C111 utfors analysmetoderna albumin, ALP,
ALT, kalcium, kreatinin, fosfat, totalprotein, urea, klorid, natrium, kalium, gallsyror,
glukos, CRP och SAA. I samband med Indiko Plus kommer analyserna AST, bilirubin,
kolesterol, CK, GGT, jarn, triglycerider och fruktosamin att tillkomma.

Béde Indiko Plus och Cobas C111 ar vatkemiinstrument och bygger pd samma princip.
Vatkemiinstrument anvander sig av olika 16sningar, reagens, kalibratorer och kontroller,
som dr i vétskeform. I instrumenten finns det utdver ldsningarna dven centrifug, inkubator

och spektrofotometer som mdjliggér automatisering av alla steg for en analysmetod.

11



Bytet av instrument innebér dven till viss del byte av reagens, kalibratorer och kontroller.
Till Cobas anvindes reagens fran Roche Diagnostics som nu ersitts med reagens
tillverkade av Thermo Scientific. Dock finns det ndgra undantag dér AniCura koper in
l6sningar fran andra foretag som fortsétter att anvdndas pd Indiko Plus. Det giller
analyserna CRP och gallsyror. Bytet av reagens innebédr att metoderna mellan
instrumenten kan skilja sig. Det som kan skilja da &r exempelvis pH-vérdet, innehdll och
koncentrationen av @mnen i reagenserna. Men analysprinciperna for respektive parameter

ar samma pa bada instrument.

1.2.1 Indiko Plus

Indiko Plus Clinical Chemistry Analyzer frdn Thermo Fisher kan utfora cirka 30 olika
kemianalyser pd serum/plasma som exempelvis kalcium, albumin, urea och glukos
(Thermo Fisher Scientific, 2018). 23 av dessa analyser kommer att anvandas av AniCura.
Instrumentet anvinder engéngskyvetter och tre olika typer av rack med 9 — 18 positioner
beroende pé dndamal. Maximalt 6 rack kan anvéndas samtidigt och olika analyser kan
analyseras parallellt. Under tiden instrumentet arbetar kan nya prover, kyvetter, reagens
och sa vidare fyllas pa utan att det stannar processen. Indiko Plus kan analysera upp till
350 analyser/timme och tar samtidigt upp en liten plats. Med instrumentet medfoljer
mjukvara som mojliggdr automatisk dverforing av resultat till journalsystemet samt en
oversikt via skdrm. Thermo Fisher har tagit fram egna veterinérspecifika referensvirden
for hund och katt, dock pd Cobas 501 (tabell 2) (Cornell University, College of Veterinary
Medicine, 2017).

Tabell 2: Referensintervall fér hund och katt framtaget av
Thermo Fisher (ovan) och fér Cobas C111 (nedan).

Hund Katt
31-42 28-42
Albumin (g/)
30-45 33-43
17-111 13-83
ALP (U/)
3-88 13-93
20-98 35-176
ALT (U/I)
9-96 23-98
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14-51 15-44
AST (U/1)
0-3,4 0-3,4
Bilirubin (umol/I)
48 - 261 73 -388
CK (U/)
CRP (mg/l)
<10 -
0,94 -1,68 0,9-2,0
Fosfat (mmol/I)
0,7-1,9 1,0-3,1
Gallsyror (umol/1)
<10 <20
0-6 0-2
GGT (U/I)
3,50-6,55 3,55-8,00
Glukos (mmol/I)
3,7-6,6 3,4-8,5
105-116 113-123
ISE Cl (mmol/1)
105-119 110-120
4,1-5,6 4,0-5,9
ISE K (mmol/I)
3,4-4,8 2,8-4,8
145 -153 151-158
ISE Na (mmol/l)
138 - 149 140-154
14,0-38,4 9,5-26,0
Jarn (umol/I)
2,3-2,8 2,3-2,7
Kalcium (mmol/I)
2,4-3,0 2,3-2,9
3,6-8,6 1,7-8,2
Kolesterol (mmol/I)
53-124 53-177
Kreatinin (umol/I)
42 - 110 60 - 146
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53-70 63-83
Totalprotein (g/l)

49-71 57-77
0,25-1,75 0,28-1,50
Triglycerider (mmol/I)
3,6-11,4 5,7-12,9
Urea (mmol/l)
2,7-8,7 5,7-10,9

1.2.2 Cobas C111

Cobas C111 Analyzer frdn Roche Diagnostics tar upp liten plats i labbet och kan utfora
cirka 25 kemianalyser, vilket &r ndgot mindre dn Indiko Plus (Bowling & Katayev, 2010).
Cobas C111 har 8 provpositioner och endast ett prov i taget analyseras, innan nista
paborjas. Prover, kontroller, kalibratorer och dvriga forbrukningsmaterial kan endast
laddas ndr instrumentet har gatt ner i standby. Samtidigt har detta instrument en légre
kapacitet och rekommenderas enligt Bowling och Katayev (2010) att anvédndas i
laborationer med kapacitet pd mindre dn 60 prov per dag. Mjukvara finns men har av
olika anledningar inte kopplats ithop med journalsystemet. Vilket innebér framfor allt att
personal skriver in alla resultat manuellt i journalsystemet. Referensintervallet tillhorande

Cobas C111 &r framtaget av Hallands Djursjukhus i Sldinge (tabell 2).

2. Syfte

Syftet med denna studie var att jimfora om maétvirden var reproducerbara mellan
instrumenten Indiko Plus och Cobas Cl111. Syftet var ocksd att ta fram eget
referensintervall pa Indiko Plus for hund och katt samt att verifiera det nya
véitkemiinstrumentet Indiko Plus med avseende pd precision och linjédritet av ALP

analysen.

3. Material & Metod

3.1 Urval & Material

Jamforelsen mellan instrumenten studerades med hjdlp av patientblodprover fran 20

hundar och 20 katter. Referensintervallet for Indiko Plus validerades med blodprov fran
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23 friska hundar och 9 friska katter. Precisionsstudien utférdes pd kontrollmaterial i tvd
koncentrationsnivaer, Fructosamine Control Set Control 1 & 2, Sentinel Diagnostics och
MAS®ChemTRAK-H 1 & 2, Thermo Scientific. Linjéritet av ALP utférdes pa Abtrol,
Thermo Scientific vilket &r en kontroll med hog koncentration av ALP, 243 U/L.

3.2 Preanalys & Analys

Reagenskalibrering utfordes vid forsta uppstart av Indiko Plus och ddrefter vid nytt LOT-
nr pa reagens. Kontrollmétningar genomfordes i samband med kalibrering, nytt reagens
och ungefir en gang i veckan. Varje dag vid uppstart av instrumentet analyseras en intern
kontroll bestaende av plasma frén blodgivare for en analys med god reproducerbarhet.
Mitvidrden for provet jaimfors med tidigare uppmaétta virden for att pavisa instrumentets

optimala funktion.

Provtagning av blodprov frén patienter och friska djur utférdes av erfarna djursjukskotare
och djurvardare. Tva typer av ror anvéndes, sma och stora, beroende pé djurets storlek.
De smé plasmardren Multivette® Sarstedt, Tyskland, dr tillsatta med litium-heparin och
rymmer cirka 600 pl blod. De stora plasmaréren BD Vacutainer®, Storbritannien, ar
tillsatta med litium-heparin med gel och rymmer 3 mL blod. Serumréren BD
Vacutainer®, Storbritannien, innehéller koagulationsaktivator och gel som rymmer 3,5

mL blod.

Alla blodprov centrifugerades i 2500 rpm, Sigma 2—7 Swing-out rotor 11071, under 10
minuter. Cirka hélften av provet efter centrifugeringen dr plasma/serum. Patientprover
analyserades pad Cobas C111 efterhand som de inkom pa laboratoriet och sparades
dérefter. Blodprov frén friska djur sparades déremot direkt efter centrifugering. All
plasma/serum som sparades dverfordes till separata ror och frystes ner vid -22°C. Infor
analysering av blodprov pa Indiko Plus tinades proverna. SAA exkluderades fran
jamforelse, referensintervall och precision eftersom analysen inte var i gang vid

tillfdllena.

Intra- och inter-assay precision testades péd alla analyser utom CRP, gallsyror, ISE-
analyser och urea (endast inter-assay) med kontrollvétskor. Nagra parametrar uteslots pa
grund av olika anledningar, exempelvis fungerade inte ISE-analyser under
analysperioden. Fructoseamine Control Set 1 & 2 anvindes vid analysen av fruktosamin

och MAS®ChemTRAK-'H 1 & 2 (inkopt av Thermo Fisher) till dvriga analyser.
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Kontroller frdn Thermo Scientific var fardigblandade medan kontroll frdn Sentinel
Diagnostics krivde tillsats av destillerat vatten enligt tillverkarens anvisningar. Dessa
kontrollmaterial analyserades sedan pd Indiko Plus under 1 dag i fem replikat (intra-assay

precision) respektive ett replikat under fem dagar (inter-assay precision).

Linjéritet av ALP metoden bestdimdes med hjdlp av en spddningsserie. ALP &r en
parameter som kan uppnd vildigt hoga koncentrationer och det dr dirfor av intresse att
undersoka instrumentets formdga att kvantifiera koncentrationen i hdga intervaller.
Abtrol kontrollprov blandades och spidddes i duplikat med destillerat vatten innan de
analyserades pa Indiko Plus. Kontrollerna spéaddes i nio steg, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 % och 90 %, med 200 pl slutvolym.

3.3 Etik, Miljo & Sakerhet

Patientprover var ordinerade av veterindr i samband med diagnosticering av sjukdom
och/eller uppfoljande av olika tillstand. Dérfor &r dessa prover tagna oberoende av denna
studie och overblivet material anviandes. Blodprov frén friska djur bestod till storsta del
av djur som &gs av personal pd de olika AniCura klinikerna. Djurdgarna har gett sitt

medgivande for provtagning och anvéndning av dessa blodprov i denna studie.

Till instrumenten anvénds flertalet olika reagens, kontroller och kalibratorer som endast
kommer i kontakt med personalen vid pafyllning och kassering av behéllare. Vid
hantering av dessa 16sningar och biologiskt material har forsiktighetsatgérder tagits, dir
det krivs. Vid laborativt arbete har laborationsrock och 1 nddvindiga fall handskar
anvénts for att skydda prover och personal. Avfall sorteras och kasseras pa angivna

platser.

3.4 Statistik

All data behandlades i Microsoft Excel. Jaimforelsen mellan instrumenten utvarderas med
hjélp av parat t-test med signifikansnivan 0,05, samt linjediagram med regression och
Pearsons korrelation i Excel. Referensintervallet for Indiko Plus utarbetades med
medelvdrde och standardavvikelse. Precision bestimdes med hjilp av relativ
standardavvikelse (CV%), som ska vara <10 % och <15 % for intra respektive inter-assay

for godkénd precision. Outliers bedomdes med Grubbs’ test, med signifikansnivén 0,05.
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Spéddningsserien utvdrderades med punktdiagram och trendlinje tillsammans med

determinationskoefficienten (R?).

4. Resultat

4.1 Jamforelse

40 patientprover, 20 hundar och 20 katter, analyserades pa Cobas och Indiko for att

jdmfora instrumentens dverensstimmelse. Jimforelsen genomfordes pa alla 13 analyser

som finns pd Cobas, utom urea och reducerat antal fosfat-analyser eftersom reagens

saknades vid analystillfillet. Medelvirdet for de olika parametrarna visas i1 diagram 1.

Parat t-test utfordes med signifikansnivan 0,05 (diagram 1 & bilaga 1). Nollhypotesen var

att det inte &r ndgon skillnad mellan instrumenten, hypotesen var att det finns skillnad

mellan instrumenten. 4 av 13 analyser, ALT (0,063), CRP (0,919), gallsyror (0,771) och

kalcium (0,161), visar ingen statistisk signifikant skillnad. P-virdet for parametrar med

signifikanta skillnader varierar mellan <0,001 — 0,031.

200,0
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Koncentration (enheter se tabell 4)
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Diagram 1: Kryss visar medelvardet av koncentrationen for respektive parameter uppmatt pa Indiko

Plus (vanster) och Cobas C111 (héger) och staplarna tillsammans med "whiskers” visar variationen.

Siffror visar p-vardet och parametrar som ar stjarnmarkerade visade skillnad fran parat t-test
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Analyser med signifikant skillnad redovisas i tabell 3 tillsammans med korrelation och
determinationskoefficient (R?). Det beridknades med spridningsdiagram dir Indiko Plus
pa x-axeln och Cobas C111 péd y-axeln. Medelvérdet for analyserna jamfordes och
analyserna for albumin, glukos, kreatinin och totalprotein méater hogre varden pa Cobas
C111 &n pé Indiko Plus. Fosfat, Analysen for fosfat, Cl, K och Na ger hogre métvirde pé
Indiko Plus &n pé Cobas C111. Ingen tydlig skillnad av mitvdrden mellan instrumenten
kan ses vid ALP. Skillnaderna berdknades frdn medelvarde och presenteras i procentform

1 tabell 3.

Tabell 3: Korrelationskoefficient och determinationskoefficient
(R?) fér analyser med statistisk signifikant skillnad. Skillnaden

redovisas i % hur mycket hdgre Indiko Plus (1) eller Cobas C111

mater (C).
Korrelation R? Skillnad (%)

Albumin 0,6654 0,4427 22 (C)
ALP 0,9983 0,9965 4 (1)
Fosfat 0,8279 0,6855 27 (1)
Glukos 0,6770 0,4584 20(C)
ISE CI 0,5852 0,3425 3(1)
ISE K 0,4477 0,2005 7(1)
ISE Na 0,4414 0,1948 2(1)
Kreatinin 0,7847 0,6158 14 (C)
Totalprotein 0,5671 0,3216 23 (Q)

4.2 Referensintervall

Blodprov fran 23 friska hundar och 9 friska katter analyserades med Indiko Plus.
Medelvérdet och standardavvikelse (SD) av samtliga analyser berdknades. Ett intervall
togs fram med hjélp av medelvdardet + 1,96XSD. Signifikanta outliers togs bort och
bedomdes med Grubbs” test, med signifikansnivan 0,05. Negativa tal avrundades till 0.

Detta gjordes for bade hundar och katter (tabell 4).
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Skillnaden dr inte stor pa egna och Thermo Fishers referensintervall (tabell 2).
Majoriteten av individerna frdn Héssleholm hade hogre GGT-koncentration, hos bada

djurslagen, 4n Thermo Fishers 6vre gréns.

Tabell 4: Referensintervall for hund (ovan) och katt (nedan).

Medel SD Medel + 1,96*SD

Albumin (g/I) ;;;? i:i ;3 ;g
ALP (U/1) gg: g igﬁ 064_ _637

60,4 26,6 8,3-113
ALT (U/1) 73,9 29,1 17-131
AST (U/I) ig? 132 8 ] ii
Bilirubin (umol/I) i:?l 1:; 8 :g:g
K (U/) Yra s 0 473
CRP (mg/l) 58 1,3 33-83
Fosfat (mmol/l) 1:: gj 1:8 : ;:é
Fruktosamin (umol/l) ;81(15:3 ;2:: 222 : ﬁ?
Gallsyror (umol/I) 2; i:g 8:82,62
GGT (U/)) Zi i:g 16? _3,153
Glukos (mmol/I) 2:8 (2):2 ?())”2__?‘_?
ISE CI (mmol/I) Egg §;8 122: iii
ISE K (mmol/I) j:g 8:2 i:: : 2:(2)
ISE Na (mmol/I) 149,4 4,8 140 - 159
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154,3 2,5 149 - 159

Jarn (umol/l) 298 8 o
W 16,5 4,6 7,5-26

_ 2,8 0,1 2,6-3,0
Kalcium (mmol/l) 2,8 0,1 2,6-3,0
5’9 1,9 2:2 - 9'6
Kolesterol (mmol/l) 3,8 1,5 0,9-6,7
Kreatinin (umol/I) oL3 e 6175
[ 124,4 24,9 76 -173

) 63,3 5,4 53-74

Total Protein (g/I) 72,7 4,5 64 - 81
. o 112 0’7 0 ) 2’6
Triglycerider (mmol/I) 0,7 08 0-2,3
6,6 16 3,5-9,7

Urea (mmol/I) 9,6 2,4 49-14

4.3 Precision

Intra-assay precision for alla parametrar, utom CRP och gallsyror, bestimdes genom att
analysera kontrollprov, under en dag med 5 replikat i 2 koncentrationsnivaer (tabell 5).
Medelvirdet av alla replikat berdknades samt relativ standardavvikelse (CV%) for varje

analys. Alla analyser har CV% <10 %, vilket innebér att variationen i ett prov dr liten.

Inter-assay precision for alla parametrar, utom urea, CRP, ISE-analyserna och gallsyror,
bestimdes genom att analysera kontrollprov, 1 replikat/dag under fem dagar i 2
koncentrationsnivder (tabell 5). Samma kontrollprov analyserades varje dag. Samma
berdkningar som vid intra-assay utfordes. Ungefar hilften av analyserna uppfyller CV%
<15 %. Ett tydligt monster ses (forutom fruktosamin), dir koncentrationsnivén 1 har
hogre CV% é&n koncentrationsniva 2. Endast albumin, ALP och fruktosamin har
godkidnda CV% i bada nivder. Kreatinin dr enda analysen med CV%> 15 % i bada
analyser. Forsta dagen av inter-assayn utesluts i kolumn "CV% 2” eftersom denna dag
skiljer sig avsevért jaimfort med de resterande 4 dagarna. Samma skillnad observeras vid
jamforelse av dag 1 i inter-assay med de 5 replikaten i intra-assay. Avvikelser for dag 1

testades med Grubbs” test mot resterande 4 dagar, och visade 1 16 av 32 parametrar att
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dag 1 dr outlier. CV% for dag 2—5 i inter-assay blir i stdllet <10 % i alla parametrar, utom

vid kreatinin 2 som ar 18 %.

Tabell 5: Intra & inter-assay precision. Medelvarde och CV% av samtliga parametrar i
tva koncentrationsnivaer under en dag respektive fem dagar. "CV% 2" redovisar dag 2—

5 av inter-assay.

Medel CV% | Medel CV%  CV%?2

Intra Intra Inter Inter Inter
Albumin 1 (g/l) 39,00 0,48 42,15 15,0 0,2
Albumin 2 (g/l) 36,75 0,42 37,66 2,1 0,5
ALP 1 (U/1) 45,21 1,33 | 3835 9,8 6,6
ALP 2 (U/l) 221,43 1,40 199,15 4,0 3,9
ALT 1 (U/1) 47,13 0,88 43,63 16,7 6,4
ALT 2 (U/l) 175,60 0,57 161,67 4,0 4,3
AST 1 (U/1) 38,15 300 | 46,38 25,5 5,4
AST 2 (U/1) 152,31 0,16 164,16 7,7 4,4
Bilirubin 1 (umol/l) 8,31 0,97 11,56 32,7 9,3
Bilirubin 2 (umol/l) 43,60 0,94 55,06 10,5 8,7
CK 1 (U/) 80,58 1,60 93,60 24,4 2,9
CK 2 (/1) 348,27 087 | 35886 6,0 0,9
Fosfat 1 (mmol/l) 1,15 0,46 1,19 16,2 2,6
Fosfat 2 (mmol/l) 2,12 0,61 2,08 6,0 0,9
Fruktosamin 1 (umol/1) 293,64 1,35 283,96 3,2 3,7
Fruktosamin 2 (umol/1) 567,71 1,68 534,31 4,0 4,6
GGT 1 (u/1) 32,53 2,79 | 3624 24,4 4,5
GGT 2 (U/l) 84,84 0,67 83,92 4,6 2,5
Glukos 1 (mmol/1) 3,17 0,86 3,46 17,2 0,6
Glukos 2 (mmol/1) 11,20 0,86 11,23 1,8 1,3
ISE Cl 1 (mmol/1) 105,13 0,84 - - -
ISE C1 2 (mmol/) 98,49 058 | - . .
ISEK 1 (mmol/l) 2,60 0,81 - - -

21



ISE K 2 (mmol/I) 4,43 055 | - , ;

ISE Na 1 (mmol/I) 146,19 0,54 - - -

ISE Na 2 (mmol/1) 136,26 0,46 - - -

Jarn 1 (umol/l) 44,27 0,33 49,14 23,3 0,2
Jarn 2 (umol/I) 29,10 0,76 29,02 3,1 0,3
Kalcium 1 (mmol/1) 1,53 0,51 1,72 23,6 1,9
Kalcium 2 (mmol/1) 2,37 0,33 2,44 2,9 1,5
Kolesterol 1 (mmol/l) 5,04 0,99 5,61 18,8 0,9
Kolesterol 2 (mmol/l) 3,58 0,97 3,62 2,3 0,7
Kreatinin 1 (umol/1) 83,39 2,00 89,37 19,2 2,4
Kreatinin 2 (umol/I) 332,69 0,27 369,93 18,7 18,1
Totalprotein 1 (g/l) 64,01 0,35 72,13 20,8 2,5
Totalprotein 2 (g/I) 56,82 1,06 58,70 4,5 3,4
Triglycerider 1 (mmol/I) 2,62 0,75 2,74 18,4 8,5
Triglycerider 2 (mmol/l) 2,18 0,97 2,22 1,2 1,1
Urea 1 (mmol/l) 6,14 148 | - . -

Urea 2 (mmol/l) 15,50 1,34 - - -

4.4 Linjaritet (ALP analys)

Linjéritet av ALP analysen bestimdes med hjélp av spddningsserie av kontrollprov.
Abtrol spaddes 1 9 steg i duplikat och stamldsning analyserades sedan i Indiko Plus, som
resulterade 1 uppmatta koncentrationer. Koncentrationen berdknades som 10 %, 20%, 30
%, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % och 90 % av stamldsningens koncentration (ospétt
kontrollprov). Diagram 2 redovisar hur berdknade koncentrationer och uppmitta
koncentrationer forhaller sig till varandra. Determinationskoefficienten (R?) blev 0,9706
och korrelationskoefficienten blev (R) 0,9852. I mitten av métintervallet ses en brytning

och de ldagre och dvre virdena har olika lutning.
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160,00

140,00

12000 | ST

100,00 e

Berdknad konc (U/I
S 3
8 8

40,00
20,00

0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00

Uppmatt konc (U/1)

Diagram 2: Linjaritet av ALP analys med uppmatt koncentration (x-axeln) och beraknad

koncentration (y-axeln).

5. Diskussion

Syftet med denna studie var att verifiera det nya instrumentet Indiko Plus samt jamfora
med Cobas C111. Verifieringen bestod av precisionsstudie, intra och inter-assay, och
linjéritetsstudie av ALP analys. Syftet var ocksa att ta fram ett nytt referensintervall for

hund och katt som jimfordes med Thermo Fishers intervall.

5.1 FelKillor pre- & post-analys

Enligt Najat (2017) beror 70 % av diagnostiska beslut pé laboratorietester. Det dr dérfor
av hog vikt att dessa tester har hog noggrannhet, vilket gor testerna pélitliga (Najat, 2017).
Felkéllor delas huvudsakligen upp i tre faser: preanalys, analys och postanalys (Najat,
2017; Chawla et al., 2010). Cirka 93 % av alla felkillor uppstar i pre- och postanalys
(Chawla et al., 2010). De vanligaste preanalytiska felen uppstar vid felaktig provtagning,
transport och mérkning av prov. I denna studie utfordes provtagningen av erfaren
personal, alla prover mirks med datautskrivna etiketter och prover anlinder oftast till
laboratoriet direkt efter provtagningen. Exempel pd postanalytiska felkéllor ar 6verforing

av resultat. Just nu 6verfors resultat manuellt, dir manga fel kan uppsta.
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I en dldre studie undersoktes paverkan av provtagningsmetod pa utvalda biokemiska
parametrar hos katter (Reynolds et al., 2007). I Hassleholm anvinds tva typer av ror; sma,
Multivette®, och stora med vacuumsystem. Vilket typ av ror som anvinds beror pd
djurets storlek. De sma roren anvénds oftast till katter och smé hundar, och de stora réren
till stérre hundar. I studien jdmfordes vacuumsystemet med Microvette® kapilldrsystem,
som liknar Multivette® (Reynolds et al., 2007; Sarstedt, u.d). Slutsatsen var att det inte
framkom en relevant klinisk skillnad mellan provtagningsmetoderna (Reynolds et al.,
2007). Fordelen med den mindre invasiva metoden &r att provtagningen underléttas pé
katter, som naturligt blir stressad och okontrollerbar vid provtagning. Exempelvis uppstar
hyperglykemi hos katter som upptrider stressade eller aggressiva. I denna studie
anvindes tvd typer av stora r0r; plasma (littum-heparin) och serum
(koagulationsaktivator). Generellt representeras provet badttre i plasma &n i serum
(Favaloro & Mohammed, 2020; Lima-Oliveira et al., 2018). I en studie jamfordes resultat
fran plasma- och serumprover av olika biokemiska parametrar (Lima-Oliveira et al.,
2018). Slutsatsen var att plasma- och serumprover inte dr utbytbara och foreslar en
standardisering av vilket prov som &r optimal for varje kemianalys. I denna studie
varierade serum och plasma pé analyserade prover fran friska och patienter. Detta bor
inte ha en stor inverkan i jimforelsestudie eftersom samma prov analyserades pa bada
instrument. Inverkan av provtypen skulle dd vara liknande. Dock kan variationen av
provtyp ha en storre betydelse i framtagning av referensintervallen och som Lima-
Oliveira (2018) foreslog, skulle standardisering for provtyp av varje kemianalys vara
fordelaktigt. Referensintervallen samt patientprovet ska analyseras i provtyp, serum eller

plasma, som &r optimal for analysen.

5.2 Jamforelse Indiko Plus & Cobas C111

AniCura i Héssleholm har kopt in Indiko Plus som ska ersétta deras dldre kemiinstrument
Cobas C111. Detta innebidr framfor allt en uppgradering i kapacitet och antal analyser.
Béda instrument &r lattanvinda men Cobas C111 kan stanna upp flodet i processen. Vid
pafyllning av kyvetter, reagens och kontroller maste instrumentet g4 ner i standby
(Bowling & Katayev, 2010). Samtidigt finns det endast 8 platser for prov, till skillnad
fran Indiko Plus 9 x 6 platser (Bowling & Katayev, 2010; Thermo Fisher Scientific,
2018). Pa det sittet dr Indiko Plus en stor forbéttring, eftersom forbrukningsmaterialet

kan placeras i instrumentet samtidigt som analysering pagér. Da kan exempelvis kyvetter
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fyllas pa i forebyggande syfte, utan att flodet stannar upp. Proverna placeras i Indiko Plus
rullande, sa linge det finns lediga rack. En annan tydlig forbéattring dr 6kning av antalet
analyser. Detta innebdr inte bara en fOrbéttring hos laboratoriet, utan &ven for
djursjukhuset generellt. Det medfor exempelvis att veterindrer kan utoka mdjligheten att
undersoka patienter och stélla diagnoser. Nackdelar kring Indiko Plus kan vara att den tar
lite storre plats an Cobas C111. I det fallet 6verviger fordelarna tyngre, eftersom brist pa
plats inte &r ett problem. Ytterligare en nackdel &r att prover ltt kan blandas ihop om
anvéindaren inte dr uppmarksam. For att instrumentet ska veta vad det 4r for prov, vilka
analyser som ska genomfOras och placering i rack, skrivs detta in for hand i mjukvaran.
Detta behover ocksé goras i Cobas C111. Skillnaden ér att nér ett rack plockas ur Indiko
Plus nér proverna dr fardiga, méste placeringarna i racket rensas i mjukvaran. Om ett nytt
prov placeras pa samma plats, dr informationen fran tidigare prov kvar. Detta kan dock
undvikas genom att prover markeras med streckkoder, som AniCura planerar gora i
framtiden. Samt nir mjukvaran kopplas ithop med journalsystemet, kommer bestéllningar

att Overforas automatiskt.

Det finns inga tidigare jimforelser mellan dessa instrument publicerade. Eftersom samma
prov méttes pa bada instrument, borde en storre skillnad teoretiskt sétt ej forekomma. Den
statistiska analysen av data med ett parat t-test visar att endast 4 av 13 analyser, ALT,
CRP, gallsyror och kalcium, inte visar en statistisk skillnad mellan métvirden pa de olika
instrumenten. Vid dvriga analyser finns det med 95 % sannolikhet en signifikant skillnad
mellan instrumenten. Cobas C111 anviénts i snart 10 dr vilket kan orsaka en viss skillnad
jamfort med ett helt nytt instrument. Ingen mirkbar skillnad av Cobas mitnoggrannhet
och reproducerbarhet har noterats under de senaste aren. Men trots det kan bias under
dren forsdmrats, alltsd hur mycket mitvirdena avviker frin det sanna virdet. Annu en
trolig orsak till skillnaderna ar att métningarna péd instrumenten inte utfordes i direkt
anslutning till varandra. Men det kunde inte utforas eftersom Cobas C111 slutade fungera
under en viss tid. Enligt Reynolds et al. (2006) paverkas inte parametrar i plasma av
frysning och tinings cykler utan snarare tiden av forvaringen. Darfor forvéntas det dnda
bli en skillnad mellan méitningarna pé instrumenten. Instrumenten anvénder sig av olika
reagens dir det forekommer exempelvis olika pH eller koncentrationer mellan
instrumenten. 2 av 4 analyser, CRP och gallsyror, dér ingen statistisk signifikant skillnad
forekommer, anvinds samma reagens till bada instrument. I de flesta fall ses en tydlig

trend dir det ena instrumentet méter kontinuerligt hogre vérden. Kalibratorer och
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kontroller skiljs ocks&d at och dirfor har instrumenten blivit kalibrerade med olika

koncentrationer.

Viktigt att notera vid t-test dr att statistisk signifikans inte innebdr att det ar kliniskt
signifikant (Jakobsen et al., 2014). Frdgan ir ifall skillnaderna dr kliniskt relevanta.
Forekommer dessa skillnader pa grund av preanalytisk variation, som diskuteras tidigare,
eller pa grund av instrumenten? Instrumentets variation kan forklaras med métosékerhet
(Backman-Johansson et al., 2018). Om avvikande virden ligger inom detta intervall,
beror skillnaden pa instrumentets variation. Men om maétosdkerheten dr mindre 4n den
statistiska skillnaden, ar skillnaden kliniskt relevant. Dock har inte tillrickligt ménga
prover analyserats pa Indiko Plus for att berdkna mitosidkerheten. Studeras korrelationen
och determinationskoefficienten (tabell 3) &r det bristande Gverensstimmelse mellan
Indiko Plus och Cobas C111, forutom vid ALP. Korrelation = 1 och
determinationskoefficient = 1 dr det mest optimala. Bade korrelation och R? for ALP
ligger vid 0,99, vilket ar bra. Ett t-test visar endast om det finns en skillnad, men inte
vilket instrument som dr det béttre. I tidigare studier visar bdde Cobas C111 och Indiko
Plus god precision och linjdritet av undersdkta analyser (Bowling & Katayev, 2010;
Wong et al., 2017; Kohler et al., 2017). Trots det &r CV% generellt hogre pd Indiko Plus
dn pa Cobas i dessa studier, dock &r det inte berdknat pad samma typer av analyser som
undersoks 1 denna studie. I en av studierna jamfordes Indiko Plus mot 3 andra instrument.

Bland dem hade Indiko Plus nést hogst CV% (Wong et al., 2017).

5.3 Referensintervall hund & katt

Referensintervall representerar 95 % av den friska populationen (Backman-Johansson et
al., 2018; Friedrichs et al., 2012). Friedrichs et al., (2012) foreslar kriterier for vilka
individer som ska inkluderas i populationen som verifierar att djuret r friskt. Kriterierna
ar biologiska, kliniska och geografiska, exempelvis é&lder, sjukdomshistorik och
boendeplats. Det foreslds dven exkluderingskriterier, exempelvis medicinering eller
driktighet. Dessa bor viéljas ut innan studiens borjan. I denna studie stélldes endast ett
krav, att djuret &r friskt, vilket kan vara en bristféllighet eftersom ingen undersékning
gjordes for att verifiera detta. Minst 120 individer rekommenderas for att faststélla ett
referensintervall, dock dr mindre populationer vanligt inom veterindrmedicin och ofta

oundvikligt. I denna studie deltog endast 23 hundar 9 katter eftersom tiden inte riackte till
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tillrdcklig insamling av prover. Mindre populationer har hogre grad av osdkerhet vid
uppskattning av referensintervall @n storre populationer. Darfor dr det extra viktigt att
minska preanalytisk variation, imprecision, och kan gdras genom att standardisera alla
steg 1 studien, exempelvis att plasma/serumprover alltid anvénds till samma analys. Som
det nimndes tidigare kan resultaten skilja beroende pa plasma/serumprov och det togs

inte hénsyn till detta i denna studie (Friedrichs et al., 2012).

Trots att Thermo Fisher bistdr med referensintervall for samtliga analyser, dr det viktigt
att verifiera mot den egna populationen. Thermo Fisher skriver dven att deras intervall
endast ska fungera som en guide och det rekommenderas att anvindare kontrollerar sjilva
(Thermo Fisher Scientific, 2017). Thermo Fishers kriterier ser troligen inte likadana ut
om AniCura i Héssleholm hade valt ut egna. Exempelvis beror halten av kreatinin till stor
del av djurets storlek (muskler). Har da Thermo Fishers studie i genomsnitt mindre djur
som deltar, stimmer det inte med populationen i Héssleholm. Thermo Fishers studie
utférdes av Cornell University i New York, USA, pa en Cobas 501. Det ér dérfor
ytterligare viktigt att verifiera referensintervallet, eftersom det ska anvidndas i samband

med ett annat instrument, Indiko Plus.

Generellt ligger Thermo Fisher (tabell 2) och det egna referensintervallet (tabell 4) nira
varandra vid visuell jamforelse och i ungefér lika breda intervall. Hur ménga hundar och
katter som ingick i studien av Thermo Fisher framgér inte. Samt ingen dvrig information
som ras, alder och kon finns inte tillgéngligt och darfor har ingen hénsyn till detta tagits.
GGT hade den storsta mérkbara skillnaden. I bdda djurslagen hade mer 4n majoriteten av
den friska populationen i Héssleholm for hogt virde av GGT, enligt Thermo Fishers
intervallet. Dessa djur var inte sjuka och dérfor ar det viktigt att indra referensramen, for
denna population. Dock pa grund av liten population och avsaknad pa specifika kriterier
bor referensintervallet valideras ytterligare for att garantera ett pélitligt referensintervall

(Friedrichs et al., 2012).

5.4 Precision av Indiko Plus

Precisionen testades i1 tva koncentrationsnivder av de olika analyserna. Det &r oftare
viktigare att ha béttre precision bland hogre vdrden for att kunna f6lja en trend av
avvikande resultat. Dock &r det ocksé viktigt att ha bra precision kring gransvarden, som

ofta ligger kring de ldgre koncentrationerna. Samtliga parametrar i intra-assayn
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precisionen (tabell 5) hade CV% <10 %, vilket dr den accepterade griansen. Desto ldgre
CV% desto bittre dr repeterbarheten. Detta resultat innebar i detta fall att repeterbarheten
for instrumentet inom en kort tid 4r bra. Dédremot visade inter-assayn precisionen under 5
dagar (tabell 5) samre resultat, som undersoker reproducerbarheten mellan flera dagar.
Endast ungefér hélften av parametrarna ligger under den accepterade gransen, <15 %.
Parametrarna, forutom fruktosamin, har i nistan alla fall hogre CV% i niva 1 &n i niva 2.
Varfor niva 1 har hogre CV% for alla 5 dagar, kan bero pa att CV% tenderar att 6ka nir
koncentrationen nirmar sig 0, trots att resultaten &r precisa (Jelliffe et al., 2015). Men en
del av parametrarna i bade intra- och inter-assay, dr koncentrationen i niva 1 hogre én i
niva 2. Trots att niva 1 i vissa parametrar har hogre koncentration @n niva 2, ar CV%
fortfarande genomgdende hogre i nivd 1 &n niva 2. Dirfor kan inte detta monster
fullstindigt forklaras av CV%-0kning i samband med minskande koncentration.
Majoriteten av métviardena under dag 1 dr outliers jamfort med de resterande 4 dagarna.
Om dag 1 utesluts blir CV% for samtliga parametrar <10 %, utom kreatinin 2 (18 %),

som &dr godként.

Koncentrationen av parametrar kan paverkas av den biologiska variationen (Backman-
Johansson et al., 2018). Hur stor denna variation dr, skiljer sig mellan parametrar och
mellan dagar. [ en studie (Baral et al., 2014) mittes den biologiska variationen inom olika
parametrar i kattserum. Aven dir dverstiger en del parametrar 15%, och CV% varierar
mellan parametrarna, som i tabell 7 till skillnad frén tabell 5 dar det i stéillet utfordes under
endast ett tillfélle, och spridningen av CV% &r mindre. I en artikel presenterar Harr et al.,
(2013) rekommenderade CV% som baseras pa den biologiska variationen av
parametrarna i hundar, exempelvis ALP = 34,2 %, CRP = 29,3 % och jarn = 17,2 %.
Dock borde den biologiska variationen inte paverka resultatet eftersom samma prov

analyserades under alla dagar.

I en tidigare studie (Kohler et al., 2015) kontrollerades precisionen av drog-analyser i
urinprover pa Indiko Plus. Dér varierar inter-assay CV% mellan 2,0 — 11 %. I en senare
studie (Wong et al., 2017) testades precisionen, pa Indiko Plus, under 2 veckor p4 humana
blodprov. CV% varierar mellan 3,1 — 6,8%. Thermo Fisher har sjdlva testat precisionen
av samtliga parametrar pa Indiko Plus. CV% Overstiger da séllan 2 % och i1 det mest
extrema fallet uppnas 6,5% vid kreatinin (Thermo Fisher Scientific, 2017). Aven i denna

studie sticker kreatinin ut med hoga CV% i inter-assay for bade 5 och 4 dagar. Med tanke
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pa att Indiko Plus i tidigare studier visat bra precision, beror troligen det hoga CV% av

inter-assay under 5 dagar inte pa instrumentet.

Faktorer som kan ha pdverkat resultaten dr hantering av provmaterialet (Harr et al., 2013).
MAS®ChemTRAK-H &r endast héllbar i 7 dagar efter oppning (Thermo Scientific u.4a;
Thermo Scientific u.db). Detta material ska forvaras vid 2 — 8 °C samt ér de ljuskénsliga.
Trots att de statt morkt i kyl mellan analystillfdllen, dr sddana faktorer svéra att styra nér
de vél &r 1 instrumentet. Utdver den vanliga analystiden, uppstod problem med ISE-
analyserna vilket drog ut pd analystiden ytterligare. Vid just inter-assayn skiftar det
mellan rumstemperatur och kyl flera gdnger, eftersom det utfors under flera dygn. Dessa
kontrollmaterial transporteras nedfrysta, dir -25 till -15 °C rekommenderas fram till
anvindning, for bésta resultat. Trots att anvéndaren foljer rekommendationer kan inte
optimal forvaring under transport garanteras. MAS®ChemTRAK-H é&r inte bara kénslig
for ljus och temperatur utan dven luftexponering. Forvaringsflaskorna slots direkt efter
att provet har aspirerats, men luft gar ej att undvika nédr proven vil ar placerade i
instrumentet. Har dessa faktorer paverkat kontrollmaterialet, kan det forklara varfor intra-
assayn precisionen blev bra. Eftersom precisionen kontrollerades vid ett tillfalle, dir
kontrollmaterialet inte blivit utsatt for ytterligare felkdllor mellan analys av replikaten.
Dock kan inte hanteringen forklara varfor dag 1 av inter-assay inte stimmer overens med
de resterande dagarna eftersom dalig hantering borde orsakat avvikande vérden under de

senare dagarna.

5.5 Linjiritet av ALP analys pa Indiko Plus

Punkterna kring trendlinjen svajar lite och de har grupperats i olika intervall (diagram 2).
I béde nedre och 6vre intervallet borjar punkterna nedanfor och slutar ovanfor trendlinjen.
Ett stort glapp 1 intervallet pd x-axeln mellan 50 — 100 U/I forekommer, ddr intervallerna
delas. I de nedre intervallen, &r berfknad koncentration hogre dn den uppmatta, och
tvirtom 1 det hogre intervallet. Vid spddning anvindes tva typer av pipetter, 10 — 100 pl
och 100 — 1000 pl. Det var troligen fel pa 100 — 1000 pl pipetten, som i sin tur bidrog till

felaktig spddningsserie.

Pipetter som genererar riktiga och precisa resultat, kraver underhallning, exempelvis
rengdring och kalibrering (Pushparaj, 2020). Nar en pipett har blivit rengjord krévs en ny

kalibrering av pipetten. Det rekommenderas att laboratoriet infor rutiner for skotsel och
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kalibrering av pipetterna for att undvika liknande fel 1 framtiden. Béde
korrelationskoefficienten och determinationskoefficienten hade formodligen blivit
ytterligare battre ifall kalibrerade pipetter hade anvints. Trots det visade spaddningsserien
en stark korrelation, R = 0,99, och hdg determinationskoefficient, R? = 0,97. Men dessa
resultat dr inte palitliga eftersom diagrammet inte blev linjart. For att forsdkra sig om

linjériteten av ALP analysen borde en ny spddningsserie goras, med kalibrerade pipetter.

6. Slutsats

Slutsatsen &r att det inte finns ens statistisk signifikant skillnad mellan Indiko Plus och
Cobas C111 vid kemianalyserna; ALT, CRP, gallsyror och kalcium. Resten av de 13
analyserna visade sig ha en statistisk signifikant skillnad. Den kliniska relevansen kan
utvéirderas ytterligare med métosékerhet for instrumenten. Ett nytt referensintervall
utarbetades och skiljer sig inte avsevirt frdn Thermo Fishers. Ytterligare validering kan
goras med fler individer och kriterier for att garantera ett palitligt referensintervall till ratt
population. Intra-assay precision resulterade i ldga CV% vilket innebér att Indiko Plus ar
precis inom ett kort tidsintervall. Inter-assay precision resulterar ocksd i ldga CV% om
dag 1 utesluts. Orsaken till att dag 1 av inter-assayn avviker dr okénd. Linjériteten avviker

troligen pa grund av délig underhallning av pipett, dérfor bor ett nytt forsok goras.
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Bilagor

Bilaga 1: Antal observationer (antal prov), medelvarde av resultat fran Indiko Plus respektive
Cobas C111 samt P-varde for parat t-test utfort pA gemensamma analyser pa Indiko Plus och
Cobas C111.

Observationer  Medel Indiko Medel Cobas P-varde
Albumin (g/) 40 28,7 35,1 <0,001
ALP (U/) 40 120,1 115,0 0,031
ALT (U/1) 40 107,0 98,3 0,063
CRP (mg/|) 20 47,8 47,3 0,919
Fosfat (mmol/l) 12%* 1,6 1,3 <0,001
Gallsyror (umol/l) 40 60,6 68,1 0,771
Glukos (mmol/I) 40 5,0 6,0 <0,001
ISE CI (mmol/l) 40 121,4 117,5 0,008
ISE K (mmol/l) 40 4,7 4,4 0,002
ISE Na (mmol/I) 39 152,9 149,3 0,018
Kalcium (mmol/l) 40 2,5 2,6 0,161
Kreatinin (umol/I) 40 92,0 105,0 0,002
Totalprotein (g/l) 40 61,9 76,1 <0,001

*Farre individer pa grund av slut pa reagens.
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