Trombocytrakning hos katt — en ny metod

Therese Nygren

Handledare: Harold Tvedten
Inst. for kliniska vetenskaper

Bitrddande handledare: Lena Pelander
Inst. for kliniska vetenskaper

Sveriges lantbruksuniversitet Examensarbete 2008:0
Fakulteten for veterinarmedicin och ISSN 1652-8697
husdjursvetenskap Uppsala 2008

Veterinarprogrammet



INNEHALLSFORTECKNING

SaAMMANTAIINING ... e e e e e e e e e eeeneneeeeaeaee 1
ADSTITACT ...ttt ettt ———————— e 1
101 L= [ 11 0o T 2
(0] .41 0T T3/ (o o1 o LU 2
TrombOCYtagQregering.......cooviiiiiiieiiiei et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeesennnnnnes 3
Impedansmatning av trombocytantal..............coeuuviiiiiiii e 3
Optisk matning av trombocytantal................ccceiiiiiniiie 4.
Manuell rédkning av trombocytantal............cccceevioiieeiiiieieee 4.
CTAD antikoagulantia som hammare av trombocytaggiag.............ceeeeee.. 5
Prostaglandin E1 som hd&mmare av trombocytaggregerin...............ccceeuuee. 5
Material 0Ch MEtOd .........oooiiiii et 7
RESUITAL ...ttt emmmm et e e e e e e e e a e e e e e e 10
REfEreNSVAIAEN ......ovviiiiiiie e 13
Reanalyserade tromboCYtVArden.............eceeeeeeeiviiiiiiiiiiee e 4.1
o (=T o] o PRSP 15
StabIlitet OVET Tid....ceeiiiiieie e 15
DISKUSSION ...ttt ettt ettt e s e e e e e e e e e e e e e e e et eeeenenneeeeesnnennes 17
LitteraturfOrteCKNING ........cooviieieiieiiii e e e e e e e e e e e e eeeaeeeaes 19
Bilaga 1: Prostaglandin E1 forsta forsoksomgangen.........c.cccocveevveeecuveeennen. 20

Bilaga 2: prostaglandin E1 andra fors6kSOMgangen. .e.......ccoevveeeveeeereeeenenne, 21



SAMMANFATTNING

Trombocytaggregering vid blodprovstagning pa kattett stort problem vid
trombocytrakning. Svarigheterna vid analys av trooyantal hos katter har
medfort att inga tillforlitliga referensvarden ftnoombocytantal finns i dagslaget.
Vi har i denna studie tagit fram en ny metod fort dbrhindra
trombocytaggregeringen. Blodprov togs pa nio styckiska katter i aldrarna 1-
10 ar i CTAD-rér. Till blodproven tillsattes proglandin E1 i samband med
blodprovstagningen. Blodproven analyserades inaghtitimar pa laboratoriet for
klinisk kemi och trombocyterna réaknades bade maihaeh med automatiserade
analysatorer. Analysatorerna som anvandes var Sy¥me&000Vi som raknade
trombocyterna bade optiskt och med impedansmat&isgnens Advia 2120 som
ar en optisk cellrdknare och Cell-Dyn 3500 som raingpedanscellréknare. Vid
den manuella rakningen kontrollerades aven férekemav trombocytaggregat i
blodproven. Resultaten visar att trombocytaggregeforhindras vid tillsats av
prostaglandin E1 till blodprover tagna i CTAD-rdftersom inga eller endast
enstaka sma trombocytaggregat sags nar prostagl&ddiillsattes till CTAD-ror
kan trombocytvardena fran de nio katterna anvaisdas referensvarden for de
metoder och de instrument som anvandes i den bdiest Referensvardena blev
180-493x18L for Sysmex XT 2000Vi optisk analys, 182-525 10 for
Siemens Advia 2120 och 161-380 X10fér den manuella rakningen. CTAD-rér
med prostaglandin E1 tillsatt kan anvandas fofaather exakta trombocytvarden
hos katter och forbattra diagnostiken.

ABSTRACT

Platelet aggregation is a major and common prolebiood samples from cats.

This greatly affects the accuracy of counting of thlatelets. Because of the
difficulties in counting feline platelets, resufter patients and reliable reference
values for cat platelets are currently so inaceui@ to be almost useless in
diagnosis of thrombocytopenia. In this study wedusa effective method to

prevent platelet aggregation. Blood was collectedGTAD test tubes and

prostaglandin E1 was added to the blood sampleodBgamples were collected
from nine healthy cats 1-10 years of age. The dblaas analysed within 1-4

hours at the laboratory of clinical chemistry. Thlatelets were counted both
manually and in automated cell counters. Three celinters were used. A

Sysmex XT 2000Vi counted platelets both opticallyhwa laser system and by
using impedance analysis. The Siemens Advia 21268 as optical laser system
to count platelets. The Cell-Dyn 3500 counted ja$eby impedance. The blood
samples were checked for platelet aggregation & hbmocytometer (glass
chamber) and on the blood smears. Platelet aggragatas prevented when

adding prostaglandin E1 to blood samples directigrahey were collected in

CTAD test tubes. Since no or only a few small pé&dtaggregates were present in
the blood samples after addition of prostaglandintd&cthe CTAD test tubes, the
platelet counts aquired from the nine cats candeel @as reference values for the
instruments and manual method used in this stublg. rEference values in this
study were 180-493x2Q for Sysmex XT 2000Vi optical analysis, 182-525
x10°/L for Siemens Advia 2120 and 161-380 ¥10for the manual platelet

counts. Moreover the CTAD-prostaglandin E1 methady rhe used with feline

patients to obtain accurate platelet counts amavabetter diagnosis.



INLEDNING

Trombocyterna ar en del av den primara hemostaskerde bildas i benméargen
genom avknoppning fran megakaryocyter. Trombocsaénar liksom erytrocyter
cellkdrna, men har en méangd cytoplasmatiska orggangbm har betydelse for
hemostasen. Trombocyternas normala livslangd aféngju dagar.

Trombocyterna ar de minsta blodcellerna och harkatisen genomsnittsstorlek,
mean platelet volume (MPV), pa 12-17 femtolite}. (Betta ar tydligt mindre &n
genomsnittsstorleken for erytrocyter, mean corpl@scewlume (MCV), som ar
39-55 fl. Pa blodutstryk daremot kan man se attané@mbocyter kan vara storre
i diameter an erytrocyter. Figur 1 visar ett blaigtk med trombocyter och
erytrocyter fran en frisk katt. Man tror att kattesrmalt har en del trombocyter
som ar stoérre i volym an erytrocyter. Ingen infotima finns tillgénglig i
litteraturen om volymen hos de storsta trombocytehos katt. Detta beror
troligtvis pa att trombocyterna ar sa svara atnaik de analysinstrument som
anvands mest idag. Man har sett att de storre woytérna, sarskilt vid analys i
impedans hematologiinstrument, inte rdknas avunsgntet (Knoll, 2000).

l
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Figur 1. Blodutstryk som visar erytrocyter (rod)pikch trombocyter (bla pil) fran en frisk
katt. En trombocyt ar av ungefar samma storlek soytrocyterna (svart pil).

Trombocytopeni

Trombocytopeni kan bero av minskad produktion, ¢kiadtruktion eller 6kad
perifer forbrukning av trombocyterna (Kohn et a0B). Férbrukningen av
trombocyter okar bl.a. vid vissa infektionssjukdomaemolytisk anemi och vid
disseminerad intravaskular koagulation, DIC. De ligaste orsakerna till
trombocytopeni hos katt ar infektionssjukdomar, dpidgar och neoplasier



(Jordan et al, 1993; Kohn et al, 2006; Norman egR@01a).Vid misstanke om
nagot av dessa tillstdnd ar det vardefullt att ttabdprov for att fa reda pa
trombocytfunktion och trombocytantal.

Sann trombocytopeni ar ovanligt hos katt, men &mal trombocyter vid rékning
I automatiserade blodprovsapparater ar ett vampligblem (Kohn et al, 2006;
Norman et al, 2001a). Idag tas blodprover for amay trombocyter vanligen i
EDTA-r6r och analyseras bland annat med hjalp avgedansanalysator.

Trombocytaggregering

Trombocyter ar reaktiva celler som kan stimulerdsaggregera med hjalp av
flera faktorer. Dessa faktorer kan vara substarssn utsondras fran de
aktiverade trombocyterna, t.ex. ADP och serototigr eirkulerande substanser i
blodet, t.ex. adrenalin och vasopressin. Aven suissr utanfor blodbanan
paverkar trombocyter att aggregera, t.ex. kollagembin, fysiska faktorer och
frammande substanser (Norman et al, 2001a). Flaktorer gor att katters
trombocyter a mer reaktiva an andra arters troryleocbl.a. deras stora storlek,
deras hogre innehall av serotonin och deras svasguétonin som innebar
irreversibel aggregering. Detta ar unikt bland dsticerade arter (Norman et al,
2001a). Katters trombocyter aktiveras valdigt Védit blodprovstagning (Welles et
al, 1994) och aggregeras da i blodprovsroret. Agmpen kan bli mycket stora och
besta av flera hundra trombocyter. | en impedangsai@r som bara sarskiljer
blodkroppar pa deras storlek, raknas aggregaten esmrannan storre cellsort
istallet for som trombocyter (Norman et al, 2001Rgsultatet blir att man far
pseudotrombocytopeni som beror av svagheter | amajoden.
Trombocytaggregering ar en vanlig orsak till feigrombocytrakning hos katt
(Kohn et al, 2006; Tvedten och Korcal, 2001).

Impedansmatning av trombocytantal

Impedansanalysatorn mater endast storleken pa fioljppiér for att skilja dem at.
Manga av kattens normala trombocyter ar lika ssora erytrocyterna (Norman et
al, 2001a,b; Zelmanovic och Hetherington, 1998) ciknas déarmed till dessa
istallet. Detta gor att antalet trombocyter blisfd Iagt och antalet erytrocyter blir
falskt hogt. Eftersom andelen erytrocyter i blodetmycket storre &n andelen
trombocyter, blir paverkan pa analysresultatet m&nidprocent hos erytrocyter
jamfért med trombocyter (Norman et al, 2001a).

Norman et al gjorde 2001 (a) en understkning av bfta man sag

pseudotrombocytopeni hos katt. De tittade pa bkidgk fran katter vars blod

analyserats med en impedansmatare. Enligt impeddansmgen hade 71 % av
katterna trombocytantal < 200xXL@eller/L blod och enligt blodutstryket hade
endast 3,1 % av katterna trombocytantal < 200xddller/L blod. Den hoga

andelen trombocytopeni vid impedansmatningen bedren kombination av
forekomst av trombocytaggregat (i 50% av provermmeh att man vid

impedansmatning endast sarskiljer blodkroppar frérandra genom att titta pa
storlek (Norman et al, 2001a).



Optisk matning av trombocytantal

For att komma ifran problemet med att stora tromytercraknas som erytrocyter
har en metod fér optisk matning av trombocytantaits fram. Den optiska
analysatorn mater bade storlek pa blodkropparnadechs komplexitet (RNA
innehall). Storleken mats langs y-axeln (forwardtsr) genom att en laserstrale
traffar cellen. Cellens komplexitet, d.v.s. mangd®dA (nukleinsyra) i cellen,
mats langs x-axeln (side scatter) med fluorescerdjus som registreras fran
celler fargade med nukleinsyrafargning. Alla cell@v en viss storlek och
komplexitet blir en prick i ett diagram. Detta ka@s i figur 2. Man kan da skilja
de stora trombocyterna fran erytrocyter genom atskdljer sig at i komplexitet.
Man har dock kvar problematiken med trombocytagaregpm ger ett annat
scattermonster och da inte raknas som trombodytamnian et al, 2001a).
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Figur 2. Optiskt trombocytogram (PLT-O cytogramirseisar trombocyter av normal
storlek (nedre cellklustret). Cellstorleken 6kandg y-axeln och cellens komplexitet okar
langs x-axeln. Det dvre cellklustret ar erytrocyter

Manuell rékning av trombocytantal

Den mest tillférlitiga analysmetoden av tromboceyiedagslaget anses vara
manuell rakning av trombocyterna i burkerkammareh okontroll av
trombocytaggregat pa blodutstryk (Séverine et 8991 Tasker et al, 2001). Nar
analysresultaten angaende trombocyter blir onorellt inte stammer Gverens
med Kliniska fynd, rekommenderar man i litteratah @rtiklar att man ska rakna
trombocyterna manuellt (Kohn et al, 2006; Taskeralt2001). Det manuellt
raknade vardet paverkas dock ocksa av trombocytggyida det kan vara svart
att se hur manga trombocyter som ingar i ett aggreg aggregaten ar stora.
Aggregaten gor aven att distributionen av trombecytutstryket blir ojamn, da
aggregaten ansamlas i fransen pa utstryket ochteka raknekammaren. Detta
betyder att korrekta matresultat av trombocyterbéroende av franvaron av
trombocytaggregat (Norman et al, 2001a). Det kamas stora aggregat och
koagel i blodprovroret, som man ser inte i blodytsdt eller birkerkammaren,
som kan ge felaktiga resultat vid manuell raknimgrambocyter.

Det finns hittills ingen forskning med kattromboeytsom visar att manuell
trombocytrakning ar battre &n automatisk rakniegy instrument.



CTAD antikoagulantia som hammare av trombocytaggreg ering

Det finns manga satt att hamma trombocytaggregéniniyo. Farmaka av typen
icke steroida antiinflammatoriska lakemedel hamnteombocytaggregering
genom att hamma enzymet cyklooxygenas som finnemtocyterna. Adenosin
och B-adrenerga agonister stimulerar adenylcyklas somnir trombocyternas
funktion och dipyridamol och aminofyllin hdmmar imbocyterna genom
hamning av enzymet fosfodiesteras.

Manga studier bade pa humansidan och pa vetedia@rsiar agnats at att forsoka
|6sa problemet med trombocytaggregering in vitrd.hHBmansidan har man tagit
fram ett blodprovsror med citratbaserad antikoagidlasom &aven innehaller
trombocytinhibitorerna teofyllin, adenosin och digyamol (CTAD) (Norman et
al, 2001Db).

| en studie av Norman et al, 2001 (b), sags adpnover fran katt tagna i CTAD-
ror hade signifikant hogre trombocytantal vid mdhu@ékning an prover tagna
med EDTA-rér. Man tittade &ven pa hur CTAD pavekade andra
blodkropparna i blodprovet. Totalantalet vita blombpar i CTAD-rér var
signifikant lagre an antalet i prover tagna med BB®r réknade med
blodprovsapparat, men antalet i CTAD-r6r stdmde d&warens med antalet i
EDTA-prover som var manuellt rdknade. Ingen skdlimaellan CTAD och EDTA
sags gallande cellmorfologi eller fargningskaraktéa. Dessa resultat visar att
prover tagna med CTAD-ror reducerar antalet tromgtagggregat hos katt jamfort
med blodprover tagna i EDTA-rér, men man hittatfeoande aggregat i dessa
blodprover. En enkel metod att undvika trombocytaggring vore darmed
vardefullt. (Norman et al, 2001Db).

Prostaglandin E1 som hammare av trombocytaggregerin g

Man har sett att tillsats av prostaglandin E1 hilbdprovsror resulterat i en
signifikant minskning av trombocyternas spontangregering (Norman et al,
2001b; Weiss, 2002; Welles et al, 1994; Zhang ,e1299). Prostaglandin E1 &ar
en stabil metabolit av arachidonsyra och har tragthtdimmande egenskaper
(Welles et al, 1994). Trombocyter exponerade fOorERPGolir okénsliga for
aktivering, vilket forbattrar noggrannheten vidrtrieocytrakning, men férsamrar
analys av trombocytfunktion da man vill se pa tromyernas formaga att
aggregera (Welles et al, 1994).

Syftet med denna studie ar anvanda prostaglandincBlaven CTAD ror att fa
bra blodprov utan trombocytaggregat som vi sedand@vanda till att etablera
bra referensvarden for kattrombocyter med olikalymmaetoder. Det finns inga
bra referensvarden for katters trombocytantal sfi@r trombocyterna ar sa svara
att analysera. Vi vill &ven utvardera om de nyadsipt metoderna for matning av
trombocyter (Sysmex XT 2000 Vi och Advia 2120) feray battre hos katt an
tidigare metoder (Cell-Dyn impedans hematologimmsent och manuell
trombocytrakning). Nar en bra metod fér blodprogstag har hittats och bra
referensvarden erhallits kan man ga Over till atitd metoden i den kliniska
verksamheten pa universitetsdjursjukhuset. Dettasfidet dock inte tid till inom
detta projekt.



Aven trombocyternas stabilitet i blodprovsroret aidn olika analysmetodernas
precision kommer att undersokas. D.v.s. hur |amggyametoden ger tillforlitliga
resultat 6ver tid och om analysinstrumentet gea likrden varje gang man
analyserar ett prov. Stabiliteten ar bra att vefa mdanga blodprover som
analyseras pa laboratoriet for klinisk kemi ar ink&de via post och kan da vara
nagon dag gamla nar de analyseras.



MATERIAL OCH METOD

| forsoket anvandes i forsta omgangen 15 styckiskdrkatter i aldrarna 1-10 ar.
Vi fick etiskt tillstand att ta blod fran friska ligkapskatter. Blodprov togs i vena
cephalica med 6ppen kanyl 0,8 x 16 mm. Vid fordtajrovstillfallet samlades

blodet upp i 2 stycken EDTA-ror. Till det ena rorétsattes 2 droppar av

prostaglandin E1 enligt bilaga 1. Blodprovroret dés darefter 10 ganger for att
blodet skulle blandas med PGE1. Bada blodprovsrémealyserades inom 1-4
timmar pa laboratoriet for klinisk kemi.

De bada EDTA-réren, med och utan PGEL1 tillsatt, lysesades bade med
impedansanalysator (Cell-Dyn 3500) och med optis&lysator (Sysmex XT
2000Vi, PLT-O). Sysmex XT 2000Vi réknade &ven troeyierna med
impedansanalys (PLT-1). Manuell trombocytrékninprdes som referens fér den
automatiserade  trombocytrakningen.  Forekomst av mlozytaggregat
kontrollerades i burkerkammaren under den manuedleningen och pa
blodutstryken. Forutom trombocyter analyserades @da och vita blodkroppar
som en ytterligare koll av att katten verkade frisk

Pa 9 av katterna upprepades blodprovstagningera mdgnader senare pa grund
av att den forsta tillsatsen av PGEl inte fungerdde att hamma
trombocytaggregationen. Blodet samlades da uppERTA-ror och ett CTAD-
ror. Till CTAD-roret tillsattes 20ul PGE1 (1umol/l) enligt bilaga 2, varefter
blodprovsroret vandes 10 ganger for att blodetlskblandas med PGE1. Bada
blodprovsréren analyserades inom 1-4 timmar paréabdet for klinisk kemi
med hjalp av optiska cellraknare. Denna gang aesdg®es blodprovet bade med
Sysmex XT 2000Vi och &ven med Siemens Advia 2128 fanns tillganglig
under andra delen av forsoket. Aven manuell tropsakning utfordes och
blodutstryk kontrollerades for forekomst av tromya@ggregat.

| figur 3 ses ett "Mie” cytogram fran Advia 2120ryEocyter ses som roda
punkter inom rutmonstret och de svarta punkterthadnster om rutmonstret &r
trombocyter. De stora trombocyterna hos katter regpa tydligt fran

erytrocyterna eftersom Advia 2120 ar en optisk ys®br som skiljer celler at
bade pa storlek och pa cellens komplexitet som 8ysKT 2000Vi. Okande

storlek ses langs y-axeln och 6kande komplexi®etéasys x-axeln.
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Figur 3. Cytogram fran Advia 2120. De réda punk&mom rutmonstret ar erytrocyter
och de svarta punkterna till vanster om rutmonsérerombocyter.

Advia 2120 skiljer aven trombocytaggregat fran muker (se figur 8a). Ofta ar
trombocytaggregaten av den storleken att de fefakéiknas som leukocyter i
analysinstrumentet.

For att jamfora de olika instrumentens precisiord B®TA-ror och CTAD-rér,
analyserades en del blodprover 10 ggr efter vasantyd Sysmex optisk analys
och Sysmex impedansanalys. Variationskoefficierf@v) raknades ut for varje
analysmetod. CVar standardavvikelsen (sd) for analysmetoden digidened

medelantalet X ) trombocyter for metoden multiplicerat med 100, €Ysd / X )

x 100. Svaret blir da i procent och en variatiorekoient under fem procent ar
bra. Det betyder att da varierar inte matresultaben an fem procent fran gang
till gang.

Blodprovets stabilitet 6ver tid, med och utan PGiltdatt, mattes genom att fyra
EDTA-ror analyserades fyra timmar, ett dygn och taygn efter
provtagningstillfallet for att se om blodprovet héilg langre om PGE1 (blandning
enligt bilaga 1) var tillsatt. Blodproverna forveles i kylskap under tiden.

For att undersoka om den optiska cellraknaren Sys¥ie 2000Vi rédknade de
stora trombocyterna togs dessa bort fran analyisaéstuoch vardena jamfordes
sedan med vardena som erhdllits genom impedansgikmi trombocyterna.
Detta illustreras i figur 4. Om den optiska rakmaraknar de stora trombocyterna
som trombocyter ska de reanalyserade vardena é&dmptiska raknaren stamma
overens med vardena fran impedansréakningen.
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Figur 4. Reanalyserat PLT-O cytogram. De gula paitia ovanfor det nedre cellklustret
ar de stora trombocyterna som exkluderades frangggiska trombocytrakningen.




RESULTAT

| den forsta forséksomgangen da prostaglandin B#rates enligt bilaga 1 och
tillsattes till EDTA-ror, forhindrades inte trombgaggregation. Pa blodutstryken
sags trombocytaggregat i ungefar samma utstracknadyoch utan tillsatt PGE1.
Medelantalet trombocyter fran de 15 katterna vae isignifikant hogre i
blodproven med prostaglandin E1 (PGE1) jamfort meditan prostaglandin E1
(EDTA). Detta illustreras i tabell 1. De optiska twié#dena (PLT-O) varierade
frAn 42-479x18L. | blodprovsréret som gav trombocytantalet 42¥10s8gs
tydliga aggregat. Som vi hade forvantat oss var elvéddena fran Sysmex
impedansanalys lagre &n medelvardena fran Sysnteska@nalys.

Tabell 1. Medelantal trombocyter fér EDTA-ror mazthautan prostaglandin E1 tillsatt,
raknat med Sysmex optisk analys (PLT-O), Sysmedenganalys (PLT-I) och manuellt,
x10°/L

Analysmetod PGE1 EDTA

PLT-O 233 231
PLT-I 184 189
Manuell 268 292
Cell-Dyn 229 257

| den andra forsoksomgangen da prostaglandin Edrales enligt bilaga 2 och
tillsattes till CTAD-ror, sdg man pa blodutstrykett trombocytaggregationen
verkade ha férhindrats. Detta kan ses i figur Sa5sim

(€ ..? |
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Figur 5a. Blodutstryk fran katt med stora trombaggregat (pilar). Blodprovet ar taget
i EDTA-r6r utan PGE1 tillsatt. Jamfor detta meduihb dar blodet ar taget fran samma
katt vid samma tillfalle.

10



z

Figur 5b. Blodutstryk fran samma katt som i figuBBodet &r taget vid samma tillfalle,
men i CTAD-r6r med PGEL tillsatt enligt bilaga 2dtta blodutstryk finns inga
trombocytaggregat. Man kan se att en del av tromtesoa ar nastan jAmnstora med
erytrocyterna (pilar).

| figur 6 ses analysvardena fran andra forsoksomg@nda de nio katternas
trombocyter analyserades med den optiska cellrékndysmex XT 2000Vi. Bade
varden for CTAD-rér med PGEL1 tillsatt och vardem EDTA-ror utan PGE1
tillsatt visas.

Sysmex PLT-O

600 -

500 4 PGE1

400 -

300 - EDTA

200 -

antal trombocyter, x10"9/L

100 4

katt nr

Figur 6. Trombocytantal analyserat med den optiskdraknaren Sysmex XT 2000Vi.
Blodproverna ar tagna fran nio friska katter i amdférsoksomgangen. Katterna 5-9
hade mycket lagre trombocytantal i EDTA-réren uBGELl &n i CTAD-réren med
PGEL. Detta beror troligtvis pa att trombocytaggatignen har forhindrats av PGE1,
men inte av EDTA.
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Figur 7a visar ett Sysmex PLT-O (optisk analysjpgyam pa blod taget fran en
frisk katt i CTAD-ror med PGEL tillsatt. Det nedrellklustret ar trombocyter av
normal storlek och det dvre cellklustret ar eryjtec.

Figur 7b visar ett Sysmex PLT-O cytogram pa blagetaran samma katt vid
samma tillfalle i ett EDTA-ror utan PGEL tillsatbet nedre cellklustret med
normalstora trombocyter ar inte lika tatt som iufigra. Detta visar forlust av
trombocyter. Cellkurvan breder ocksa ut sig langgrdoger dar celler med mer
RNA ritas in. Detta ar trombocytaggregat som sérrst ut an individuella

trombocyter.

PLT-O

i L 1 L -1 i 1 L L I
SFL SFL
Figur 7a. PLT-O cytogram pa blod Figur 7b. PLT-O cytogram pa blod
fran frisk katt taget med CTAD-ror fran samma katt taget vid samma
med PGEL1 tillsatt. tillfalle som i figur 7a. Detta blod

togs i EDTA-ror utan PGEL1 tillsatt.

Figur 8a visar ett peroxidascytogram fran Advia@1Rlodet som ar analyserat ar
taget fran en frisk katt i CTAD-ror med PGEL1 titlsd&rombocyterna och évriga
partiklar som ar mindre an leukocyter visas sonrtavaunkter. Neutrofiler visas
som roda punkter, monocyter som grona punkter gchfocyter som blaa
punkter. Sma trombocytaggregat kan ha samma steolekleukocyter, men som
ses i figuren skiljer Advia 2120 trombocytaggreffan leukocyter. | detta prov
finns endast fa trombocytaggregat. Jamfor utseepéletytogrammet med det i
figur 8b dar blodet ar taget fran samma katt vichisa tillfalle i EDTA-rér utan
PGE1 tillsatt. | det provet finns manga trombocgtagjat. De svarta punkter som
gar uppat och at hoger i 45° vinkel ar trombocytaggt som inte raknas som
leukocyter.
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Figur 8a. Peroxidascytogram fran Advia ~ Fi9ur 8b. Peroxidascytogram fran Advia

2120. Blodet som ar analyserat ar taget ~ 2120. Blodet ar taget fran samma katt

frAn en frisk katt i CTAD-ror med PGE1 som i figur 8a, men i EDTA-rér utan
tillsatt. | provet finns endast ett fatal PGE1 tillsatt. | detta prov finns flera

trombocytaggregat. trombocytaggregat (pil).

Figur 9a visar ett volymhistogram Over trombocytéknade i Advia 2120.
Histogrammet visar antalet trombocyter (y-axeln) eav viss volym (x-axeln).
Staplar langt till hoger motsvarar storre cellemsar trombocytaggregat och stora
trombocyter. Blodet ar taget fran en frisk katt TAD-ror med PGEL1 tillsatt.
Jamfor denna figur med figur 9b som visar ett vdljgstogram Over trombocyter i
blodprov taget fran samma katt vid samma tillf&kben figur 9a, men detta blod &r
taget med EDTA-ror utan PGEL1 tillsatt. Histogrammeigur 9b har lite fler
storre staplar at hoger an vad figur 9a har (emi®l och i figur 9a ligger
huvuddelen av staplarna langre at vanster an vagbde figur 9b (dubbel pil).
Detta betyder att blodet i figur 9a innehaller thmoyter som ar mindre till
storlek &n trombocyterna i blodet i figur 9b. Maesir dock inte lika tydligt som
i figur 8a och b.

T vOL PLT YOL.
Figur 9a. Vonmhistogram f‘jver Figur 9b. Volymhistogram over
trombocyter raknoade i Advia 2120. trombocyter i blod fran samma katt som
Blodet ar taget fran en frisk katt i i figur 9a taget vid samma tillfalle. Detta
CTAD-ror med PGEL tillsatt. blod &r taget i EDTA-rér utan PGE1
tillsatt.
Referensvarden

Eftersom inga eller endast enstaka sma trombockgggty sags i andra
forsoksomgangen nar CTAD-ror med PGEL tillsatt ade$, ar dessa matvarden
mer trovardiga an de fran forsta forsoksomgangeombocytvardena fran dessa
nio katter kan darmed anvandas som referensvardlerd metoder och den
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antikoagulantia som anvandes. De referensvardeitwifram for trombocyter

analyserade optiskt med Sysmex XT 2000Vi och A@1d0 och referensvarden
for manuell trombocytrakning nar trombocytaggregatiorhindrats redovisas i
tabell 2. Resultaten fran de bada optiska metadstammer val 6verens med
varandra, medan resultaten for den manuella raknifigger lite lagre.

Tabell 2. Referensvérden for kattrombocyter,’410

Referensvarden
Analysmetod Minimum Maximum
Sysmex PLT-O 180 493
Advia 2120 182 525
Manuell rakning 161 380

Reanalyserade trombocytvarden

N&r trombocyterna analyserades i Sysmex XT 200@Vide optiska méatvardena
alltid hogre &n impedansmatvardena. | figur 10atesar de stora trombocyterna
togs bort fran de optiska matvardena pa det sattkseskrivs i figur 4, sags ingen
signifikant skillnad mellan de nya reanalyseradelgia och vardena som erhdlls
vid impedansanalys av trombocytantalet. Detta t&baratt skillnaden mellan
PLT-O och PLT-I huvudsakligen ar att PLT-O kan méttara trombocyter.

Reanalyserade trombocytvarden

500 -
450 4

=
§ 400 -
S 350 -
x
= 300 -
g
§~ 250 -
-g 200 -
© 150 ~ —&— Reanalyserade
S 100 - —8—PLT-l
3 50
O ‘L»\ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

blodprov nr

Figur 10. De stora trombocyterna togs bort fran ajgtiska matvardena (reanalyserade
varden) och jamfordes med impedansmatvarden (PLD4# reanalyserade vardena
skilde sig inte signifikant fran impedansvardenagq).

Figur 11a visar ett reanalyserat PLT-O cytogramm feé@ av de friska katterna.
Blodet var taget i EDTA-ror med PGEL1 (enligt bilabatillsatt. De gula prickarna
ovanfor det nedre cellklustret ar de stora tromb&rcya som har tagits bort fran
det ursprungliga optiska matvardet. Detta redu@eteminbocytantalet fran 221 x
10%L till 161 x 10Y/L. Figur 11b visar ett reanalyserat PLT-O cytogrisdm en
annan av de friska katterna. Aven detta blod vgetta EDTA-rér med PGE1
tillsatt. Nar de stora trombocyterna raknades fidn det ursprungliga optiska
matvardet, reducerades detta bara fran 315% 1ill 310 x 10°/L. Cytogrammet
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i figur 11b visar mer normalstora trombocyter soytogrammet i figur 7a. Figur
11a hade en tydlig del stora trombocyter (gulakanx

PLT-O

] 1 [ 1 1 | | L 1 1 |

SFL
Figur 11a. Reanalyserat PLT-O
cytogram fran en av de friska katterna
(katt nr 13). Blodet var taget i EDTA-ror
med PGEL1 tillsatt.

SFL
Figur 11b. Reanalyserat PLT-O
cytogram fran en annan av de friska
katterna (katt nr 11). Blodet var taget i
EDTA-ror med PGE1.

Precision

| tabell 3 kan man se att variationskoefficient€V) ligger under 5 % fér CTAD
antikoagulantia och for bade optisk matning av tionytantal och
impedansmatning. For EDTA-ror ligger CV pa 5 % refteer for bada
analysmetoderna. EDTA-roren analyserade med imsatatys har betydligt
samre precision an de andra kombinationerna.

Tabell 3. Analys av precision vid anvandning avskptmatning (PLT-O) av
trombocytantal och impedansmatning (PLT-1) med EDdch CTAD som
antikoagulantia

PLT-O PLT-I
CTAD EDTA CTAD EDTA
Medelvarde 353 140 356 102
Standardavvikelse 14,2 7,3 9,7 14,4
Variationskoefficient, % 4 5 3 14

Stabilitet 6ver tid

| figur 12 ses stabiliteten i matresultatet 6ver dnalyserat med optisk matning
och impedansmatning i Sysmex XT 2000Vi. Alla blangr ar tagna i EDTA-ror

och halften av dem har PGEL1 tillsatt. Ingen sigmifit skillnad ses mellan

blodprovsréren med och utan (-) PGEL1 tillsatt. BEngkning av trombocytvardet
ses Over tiden, men minskningen sker gradvis odmatten i trombocytvardet

mellan optisk analys och impedansanalys ar mertféatande an skillnaden éver
tid.
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Stabilitet over tid
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Figur 12. Stabiliteten i matresultatet over tid &werat med optisk méatning (PLT-O) och
impedansmatning (PLT-1) i Sysmex XT 2000Vi. Blodgmaar tagna i EDTA rér med och
utan (-) prostaglandin E1 tillsatt.
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DISKUSSION

Syftet med denna studie var att anvanda prostaglagd som tillsats till
blodprover for att forhindra trombocytaggregeringpriovet. Méatvardena for
trombocytantal ville vi sedan anvanda till att é¢ad bra referensvarden for
trombocytantal hos katt med olika analysmetoder. RGEL1 tillsattes till provet
enligt bilaga 2 fick vi signifikant hogre tromboeyttal an nar PGEL1 inte tillsattes
till blodprovet hos 5 av 9 katter (figur 6). Vi séupa eller endast ett fatal sma
trombocytaggregat pa blodutstryken nar PGE1 vésattl till blodprovet. Var
slutsats ar att vi har hittat en metod for att awalé prostaglandin E1 for att
forhindra trombocytaggregation om det tillsattslbdprovsroret enligt bilaga 2.
Praktiskt kliniskt innebar detta att om man semibocytaggregat pa blodutstryk
eller i burkerkammaren néar man gor sin manuellmbocytrakning eller om man
har klinisk misstanke om trombocytopeni, bér marablodprovet och tillsatta
PGE1.

| forsta forsoksomgangen verkar blandningen avtpgbandin E1 (bilagal) inte
ha fungerat. Anledningen var troligtvis att koncahbnen PGEL1 i blodprovsroret
blev for Iag eller att blodprovet vid tillsats aGE1 inneholl for mycket etanol
och att detta paverkade instrumentens formaga &kibar trombocyterna. Pa
blodutstryken sags trombocytaggregat i ungefar samstrackning med och utan
tillsatt PGE1. | tabell 1 ses att medelvardet formtbocytantal som erhallits med
hjalp av impedanscellrdknaren Cell-Dyn 3500 &r reydkdgre an medelvardet
som erhallits med Sysmex impedansanalys. Normait dgssa instrument
jamforbara varden hos hund och vi hittar ingen lfitkg till varfor Cell-Dyn
3500 ger hogre varden &n Sysmex. Laboratorietlfidisk kemi brukar dock inte
lita pa trombocytantal hos katt erhalina med Ceih[3500.

| den forsta forsoksomgangen var det lagsta troythatalet med optisk analys
endast 42x1UL, vilket &r ett mycket &gt varde for en normaitk | detta
blodprovsrér sdgs manga trombocytaggregat. De 1Bstafo katternas
blodprovsresultat &ar darfor inte tillforlitiga ochar ej att anvanda for att
bestamma nya referensvarden. Referensvardena ridna &rsoksomgangen ar
daremot tillforlitiga eftersom vi i den omgangemnté sadg nagra aggregat eller
endast ett fatal sma trombocytaggregat pa blogutstc Referensvardena for de
bada optiska metoderna stammer val Overens med ndrara medan
referensvardena for den manuella réakningen ligggonlagre. Detta kan innebéara
att manuell rdkning av trombocyter inte ar den d&stetoden att utvardera
trombocytantal.

Precisionsanalysen visar att nar man tillsatt P@IEEblodprovet och férhindrat
trombocytaggregering blir precisionen i analysmetodattre. CTAD-rér med
PGEL1 tillsatt har battre precision an EDTA-ror utaGE1 tillsatt vid optisk
analys av trombocytantalet, men sarskilt vid impsdaalys. Av
precisionsanalysen kan man se att CTAD-ror med P@shtt ger ungefar
samma precision vid bada analysmetoderna, merDatAEGr utan PGEL1 tillsatt
har betydligt battre precision vid optisk analys dd impedansanalys. Detta
betyder att impedansanalys paverkas mer av tronthggsegat an vad den
optiska analysen gor. Optisk trombocytrdkning anrfdaa battre an vad
impedansanalys av trombocytantal ar. Detta kan &van se pa resultaten av de
reanalyserade trombocytvardena som visar att aea skillnaden mellan optiska
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cellraknare och impedanscellraknare ar att de kgttellrdknarna inkluderar de
flesta stora trombocyterna hos katter.

Stabiliteten hos blodprover oOver tid analyserat m@gsmex optisk- och
impedansrakning visade ingen stor Klinisk skillmadllan blodprovsrér med och
utan PGE1. Detta kan bero pa att det var blandnirme PGE1 fran forsta
forsoksomgangen som anvandes och den lyckades ifttehindra
trombocytaggregering. Figur 12 visar att tromboéytlena minskade lite 6ver
tiden, men skillnaden mellan optisk analys och idgmesanalys var storre an
skillnaden i trombocytantal Over tid. Detta betydsit aven trombocytantal
analyserade i blodprover som skickats in via pdbktlaboratoriet ar Kliniskt
anvandbara for diagnos.

Effekten av PGE1l vid bestamning av trombocytantas tkatt har tidigare
studerats av Zhang et al, 1999. De har vid sitbratorium anvant prostaglandin
E1 som tillsats i citratrér vid blodprovstagning rf6éatt forhindra
trombocytaggregering. Blodproverna har sedan aeedys med instrumenten
Cell-Dyn 4000 och SE-9000. Skillnaden mellan vadi& och Zhang et al ar att
vi har anvant CTAD-rér och analyserat blodprovearémed optisk cellréknare. |
jamforelse mellan citratror och CTAD-r6r har Normanal, 2001b, funnit att
analys av blod i CTAD-ror gav signifikant hogrertribocytantal an analys av blod
i citratror. Var kombination av CTAD-rér och PGEbrHe vara battre pa att
forhindra trombocytaggregering &n de metoder sow@rss av Zhang et al och
Norman et al var for sig.

Resultaten av den har studien, d.v.s. referensnasden ar tillforlitliga for de
analysmetoder och den PGEL tillsats vi anvant, woiressant att anvanda for
studier pa trombocytantal hos sjuka katter forsatthur ofta de lider av sann
trombocytopeni. Det vore ocksa intressant att giratorre studie pa friska katter
eftersom dessa nya referensvarden ar baseradsypi@réran endast nio katter.
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BILAGA 1: PROSTAGLANDIN E1 FORSTA FORSOKSOMGANGEN
Prostaglandin E (€0H3404)

1-5 umol PGE1/L i blodprovet

FW 338.5

1 molar = 338,5 g/l, 338 500 mg/l, 338,5 mg/ml

1 pmolar = 0.338 mg/l, 0.338 pg/ml

1 droppe = 65 pl

Om man vill ha 5 pmolar PGE1 i 3 ml EDTA ror behbmean:
5x0.338 mg/l = 1.7 mg/l = 1.7 pg/mb 5 pg/3 mi

Vara 5 mg PGE1 ar 1000 ganger mer an man behovedpe

Om vi léser upp 5 mg i 1 ml ger det 65/1000 pl 9&G@g = 325 pg/dropp
5000 pg/1000 pl =50 rér med 20 pl/rér eller 100rgry

100 pg/20 pl ETOH + 0.5 ml (500 pl) = 100 pg/12G|er 54 pg/dropp (65 pi)

Darfor kan man tillsatta 0,5 ml NaCl till ett roresh 20 ul ETOH och 100 pg
PGEL1 och sedan 1 droppe av detta till ett EDTA@bHca 3 ml blod.
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BILAGA 2: PROSTAGLANDIN E1 ANDRA FORSOKSOMGANGEN
Prostaglandin E (€0H3404)

1-5 umol PGE1/L i blodprovet

FW 338.5

1 molar = 338,5 g/l, 338 500 mg/l, 338,5 mg/ml

1 pmolar = 0.338 mg/l, 0.338 pg/ml

1 droppe = 65 pl

Om man vill ha 5 pumolar PGE1 i 3 ml blodprovsrdrehéver man:
5x0.338 mg/l = 1.7 mg/l = 1.7 pg/mb 5 pg/3 mi

Vara 5 mg PGE1 ar 1000 ganger mer an man behovedpe

Om vi léser upp 5 mg i 1 ml etanol blir det:

5000 pg/1000 pl = 50 ror med 20 pl/ror eller 10@rgugeller 20 X mer an man
minimalt behover.

Darfor man kan bara ta CTAD blod fran provroret eiidlia ur all PGE1 som

finns i eppendorfroret fran frysen precis efterddémning. Volymen 20 pl etanol
ar for liten for att ha en negativ effekt pa bloalget.
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