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Introduzione

Gli analizzatori ematologici hanno di gran lunga sostituito la conta manuale
delle cellule ematiche,'? tuttavia & spesso ancora necessaria la valutazione
morfologica di leucociti ed eritrociti e della presenza di aggregati piastrinici.
L'evidenza di conte cellulari automatizzate e diagrammi a punti anormali e

di aiuti interpretativi (ad esempio, un asterisco sul referto dell'analizzatore
ematologico IDEXX ProCyte One* o ProCyte Dx*) indica la necessita di una
valutazione della morfologia ematologica.>® In uno studio su oltre 400.000
esami emocromocitometrici eseguiti con ProCyte One e ProCyte Dx, due terzi
presentavano conte cellulari anormali o aiuti interpretativi che indicavano la
necessita di una valutazione della morfologia ematologica.® Inoltre, in un altro
studio su esami emocromocitometrici eseguiti in clinica e seguiti da un’analisi
dello striscio ematico presso i laboratori di riferimento IDEXX, tre quarti
riportavano informazioni preziose da un punto di vista clinico. Le alterazioni
pit comuni sono risultate essere la presenza di aggregati piastrinici e

di alterazione tossiche a carico dei neutrofili.’ Fino ad ora, la morfologia
ematologica ha richiesto una valutazione manuale al microscopio da parte di
personale esperto in clinica o I'invio di sangue ad un laboratorio per I'analisi
da parte di un patologo. L'analisi tradizionale della morfologia ematologica

su vetrino comporta tuttavia alcune limitazioni intrinseche. Uno striscio
ematico di elevata qualita & fondamentale per un'analisi ematologica corretta;
l'interpretazione e soggettiva e il basso numero di leucociti contati puod essere
alla base di un errore interpretativo.7'° Gli aggregati piastrinici possono
inoltre interferire con la stima piastrinica effettuata su vetrino.” L'automazione,
come nel caso dell'analizzatore cellulare IDEXX inVue Dx*, crea un'opportunita
per ridurre al minimo un errore legato all'operatore, migliorare I'efficienza e
perfezionare la riproducibilita della valutazione morfologica ematologica.

Gli strumenti supportati dall'intelligenza artificiale (IA) sono stati utilizzati
efficacemente a scopo diagnostico in ematologia umana.®'

L'analizzatore cellulare IDEXX inVue Dx esegue in automatico la morfologia
ematologica e supera molti dei limiti intrinseci degli strisci ematici tradizionali
eseguiti in clinica. L'analizzatore cellulare IDEXX inVue Dx utilizza lunghezze
d'onda di luce multiple e colorazioni fluorescenti per visualizzare le cellule in un
ambiente fluido multidimensionale, all'interno di una cartuccia. L'analizzatore
IDEXX inVue Dx valuta molteplici campi visivi e utilizza caratteristici sistemi
ottici e il posizionamento degli elementi all'interno della cartuccia per
identificare ed eseguire la conta di migliaia di cellule, incluse le piastrine in
aggregati. Nell'ambito dell'analisi ematologica, I'analizzatore IDEXX inVue

Dx conferma o aggiorna (se indicato) la conta leucocitaria differenziale
dell'esame emocromocitometrico completo, riportando i risultati in un referto
dedicato. L'analizzatore IDEXX inVue Dx esegue una conta differenziale a 6
popolazioni su 500-2.000 leucociti presenti nel campione. Inoltre, I'analizzatore
IDEXX inVue riporta una stima piastrinica semiquantitativa, sebbene ai fini
del presente studio, & stato preso in considerazione il numero preciso delle
piastrine, ottenuto dai dati grezzi dall'analizzatore.

1

Metodi, risultati e discussione
Precisione

La precisione (deviazione standard [SD]) dell’analizzatore IDEXX inVue Dx
¢ stata valutata grazie all'analisi ripetuta di campioni di sangue canino per
10 volte su ciascuno dei quattro analizzatori IDEXX inVue Dx. Campioni

di sangue fresco canino, provenienti da ospedali veterinari e destinati al
Laboratorio di ricerca e sviluppo IDEXX in Westbrook, Maine, sono stati
valutati per adeguatezza del volume e del range delle conte cellulari
all'esame emocromocitometrico, per un numero totale di 11 campioni
disponibili per il test di precisione. L'analizzatore IDEXX inVue Dx ha
riscontrato buona precisione su campioni con un ampio range di conte di
neutrofili e piastrine (tabella 1).

Intervallo Numero di

Parametro

(K/pl) campioni

Precisione dei neutrofili

Neutropenia <5 6 0,09
Neutrofili

nell'intervallo di 5-10 3 0,18
riferimento

Neutrofilia >10 2 0,37

Precisione delle piastrine

Piastrinopenia

<50 2 8,9
marcata
Piastrinopenia 50-100 3 15,1
moderata
Piastrinopenia lieve 100-150 2 15,6
Stima piastrinica >150 4 19,0

adeguata

Tabella 1. Precisione dell'analizzatore IDEXX inVue Dx per conta piastrinica e
neutrofili maturi, in campioni con conte di neutrofili e piastrine sia normali che
anormali misurate dall'analizzatore ematologico IDEXX ProCyte Dx. Per il test di
precisione, ogni campione & stato analizzato 10 volte su ciascuno dei 4 analizzatori
IDEXX inVue Dx.

Performance della conta leucocitaria differenziale a 6 popolazioni e delle

piastrine a confronto con I'analizzatore ProCyte Dx

Campioni di sangue canino intero in EDTA (n = 348) sono stati

prelevati in un unico ospedale e analizzati entro 4 ore dal prelievo per il
confronto con 'analizzatore ProCyte Dx. Ogni campione é stato valutato
macroscopicamente per I'eventuale presenza di coaguli nella provetta, prima
dell'analisi su uno dei due analizzatori ProCyte Dx e uno dei due analizzatori
IDEXX inVue Dx.



Tutti i 348 campioni sono stati utilizzati per la valutazione della conta leucocitaria differenziale e 322 sono stati utilizzati per la

valutazione piastrinica. La correlazione di Pearson (valori r) & stata utilizzata per valutare il rapporto tra i metodi laddove fossero
disponibili valori numerici. E stato invece utilizzato il coefficiente di tau-b di Kendall, una misura non parametrica di correlazione,
per descrivere il rapporto tra le categorie semiquantitative. Per entrambi i test statistici, un valore 0 indica un'assenza di
correlazione e un valore 1 indica una correlazione perfettamente positiva.

L’analizzatore IDEXX inVue Dx* ha rilevato una correlazione molto forte con I'analizzatore ProCyte Dx* per neutrofili, monociti
ed eosinofili in campioni con e senza aiuti interpretativi dell’'analizzatore ProCyte Dx (figura 1). Nei campioni senza aiuti
interpretativi, la conta linfocitaria ha anch’essa presentato una correlazione molto forte tra gli analizzatori IDEXX inVue Dx e
ProCyte Dx. Quando sono stati inclusi campioni con aiuti interpretativi che indicano un probabile left shift, le conte linfocitarie
dell'analizzatore IDEXX inVue Dx hanno presentato una correlazione solo moderatamente buona a causa della sovrastima

del numero dei linfociti da parte dell’analizzatore ProCyte Dx in presenza di neutrofili immaturi (figura 1C)."® Oltre all'aiuto
interpretativo, anche le alterazioni caratteristiche dei dotplots dell'analizzatore ProCyte Dx, per i campioni con left shift,
possono essere utilizzate per identificare casi che trarrebbero vantaggio dalla conferma della conta linfocitaria con
I'analizzatore IDEXX inVue Dx.
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Figura 1. Grafici di correlazione delle conte differenziali degli analizzatori IDEXX inVue Dx e ProCyte Dx per neutrofili (A), monociti (B),
linfociti (C) ed eosinofili (D). La linea tratteggiata indica la linea di identicita nel caso in cui la conta ProCyte Dx e quella IDEXX inVue Dx
combacino perfettamente. “X”" indica i casi in cui era presente un aiuto interpretativo sul risultato del ProCyte Dx per un parametro,

a indicare una ridotta affidabilita del risultato del ProCyte Dx a causa di un left shift o di altre caratteristiche del campione e la
necessita di una valutazione della morfologia ematologica.



E stata rilevata un’eccellente correlazione delle conte piastriniche tra i metodi automatici in caso di inclusione (r = 0,940)

o non (r = 0,937) dei campioni con aiuti interpretativi di “aggregazione piastrinica” sull'analizzatore ProCyte Dx* (figura 2A). La
valutazione semiquantitativa delle piastrine ha mostrato anch'essa un'eccellente correlazione tra i metodi (Kendall tau-b = 0,720,

figure 2B).
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Figura 2. Correlazione tra gli analizzatori IDEXX inVue Dx e ProCyte Dx per la refertazione quantitativa (A) e semiquantitativa (B) delle
piastrine. Gli esami dell'analizzatore ProCyte Dx con aiuti interpretativi che indicano aggregati piastrinici sono contrassegnati con “X."

La performance dell’analizzatore IDEXX inVue Dx a confronto con la conta
leucocitaria differenziale eseguita manualmente da un patologo clinico

Conta leucocitaria differenziale a 6 popolazioni

L’analizzatore IDEXX inVue Dx* fornisce conte leucocitarie differenziali aggiornate nel caso in cui I'analizzatore rilevi differenze,
che potrebbero essere clinicamente significative, rispetto alle conte cellulari del'esame emocromocitometrico (per esempio,

in presenza di neutrofili immaturi). Per valutare la capacita dell'analizzatore IDEXX inVue Dx di aggiornare le conte leucocitarie
differenziali, dai 348 campioni sopra descritti sono stati eseguiti strisci ematici che sono stati esaminati da parte di un patologo
clinico e, di questi, 75 campioni presentavano neutrofili immaturi. | campioni sono stati colorati con la colorazione di Wright-
Giemsa modificata (Aerospray* 7120 Coloratore per vetrini per ematologia/Citocentrifuga) e scansionati con uno scanner
digitale per vetrini (MoticEasyScan* One, versione software 1.0.7.50 o 1.0.6.49). E stato fatto un confronto tra I'analizzatore
IDEXX inVue Dx e lo striscio ematico tradizionale, calcolando la media delle conte leucocitarie differenziali a 6 popolazioni, su
200 cellule, eseguite manualmente da tre patologi clinici diplomati.

La correlazione tra i risultati di IDEXX inVue Dx e delle conte leucocitarie differenziali medie su 200 cellule eseguite manualmente
€ indicata nella figura 3. La correlazione di neutrofili maturi, monociti, linfociti ed eosinofili & rimasta molto forte (r >0,90).

La correlazione della conta manuale e di quella di IDEXX inVue Dx per i neutrofili immaturi & risultata essere forte (figura 3E),
convalidando il fatto che I'analisi automatizzata della morfologia ematologica con I'analizzatore IDEXX inVue Dx dimostra di
essere un valido metodo di aggiornamento della conta leucocitaria differenziale nei casi di left shift.

Conclusioni

L'analizzatore cellulare IDEXX inVue Dx esegue |'analisi della morfologia ematologica nei cani senza la necessita di allestire un
vetrino, utilizzando modelli di autoapprendimento e algoritmi, ed & in grado di produrre risultati accurati. La piattaforma apporta
valore aggiunto grazie all'interpretazione automatizzata della morfologia ematologica e mostra un'eccellente correlazione con

i risultati del'esame emocromocitometrico del ProCyte Dx o con I'analisi dello striscio ematico da parte di un patologo clinico,
quando necessaria per valutare i cambiamenti morfologici di un campione ematico.



A

Neutrofili
4
7
r: 0,997 L’
d
60 2%
s
e
= ’
E‘ 2%
X o’
> d
0 40 7
()] d
=] d
d
= It
>< 7
)
o 20 < X
0
d
0 20 40 60

Concentrazione media su vetrino (K/ul)

C.
Linfociti
25 L
4
r: 0,973 L’
4
4
20 4
~— 4
< a4
2 ,’ o
=
4
S 15 /,
[ L’
3
> .7
£ 10 //
> ’
'
g .
= e}
5
0
7
0 5 10 15 20 25
Concentrazione media su vetrino (K/ul)
E.
Neutrofili immaturi
10.0 ,,’
r. 0,691 e
7
e
e
P /,
=75 x 4
E- X /,
é 4
P XX T
a /,
w d
g 5.0 -
5 .
e
=
X X
ﬁ X ,/,
a
= 25 ox ’/
X
7
X
0.0 i
7
0.0 2.5 5.0 75 10.0

Concentrazione media su vetrino (K/ul)

B.
Monociti
15 //
r:0,917 L’
'
7
7/
kd
4
= ’
S « .
10 #
4
a 1'%
()] 4
=1 7
7z
z o
x e
5 e e
a o
4
/s
X 97 &
o
0 X
4
0 5 10 15
Concentrazione media su vetrino (K/ul)
D.
Eosinofili
2.0 -
4
r: 0,904 .
o,
=15
S
<
<
x
a
S0
>
£
<
4
[47]
Qos
0.0

0.0 05 1.0 1.5 2.0
Concentrazione media su vetrino (K/ul)

Figura 3. Grafici di correlazione tra le conte differenziali di
IDEXX inVue Dx* e le conte differenziali manuali eseguite
da parte di un patologo clinico per neutrofili (A), monociti
(B), linfociti (C), eosinofili (D) e neutrofili immaturi (E). E
stata calcolata la media delle conte manuali eseguite da 3
patologi clinici diplomati, consistenti in conte differenziali
su 200 cellule e a 6 popolazioni. La linea tratteggiata indica
la linea di identicita nel caso in cui la conta differenziale
manuale e quella di IDEXX inVue Dx combacino
perfettamente. “X" indica i casi con aiuti interpretativi sul
referto del ProCyte Dx*, che richiedevano una valutazione
della morfologia ematologica.
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