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SAMMANFATTNING
Bakgrund

Kattens trombocyter har egenskaper som gor att dagens automatiska och manuella
hematologianalyser ofta ger falskt lag trombocytrakning (pseudotrombocytopeni).
Trombocytréakningen (PLT) riskerar att bli missvisande lag pa grund av att trombocyterna hos
katter kan vara mycket storre an trombocyterna hos 6vriga arter, samt for att katters
trombocyter in vitro ofta ar sa lattaktiverade att aggregat bildas. En del av de storsta
trombocyterna rdaknas inte av de automatiska hematologiinstrumenten (framfor allt
impedanstyper) och trombocytaggregat medfor att trombocyterna blir ojamnt foérdelade i
blodprovet. Vid sant laga trombocytvarden kan livshotande blodningar uppsta och det ar
darfor viktigt att kunna skilja katter med sann trombocytopeni fran katter med falsk
trombocytopeni.

Trombocytaggregering har effektivt forhindrats med prostaglandin E1. Prostaglandin E1 &r
dock mycket instabilt i rumstemperatur, vilket medfor att effekten latt kan utebli vid
felhantering. Nyligen presenterade en studie analogen iloprost. lloprost ar temperaturstabilt
och lattare att anvanda. Den relativa volymen trombocyter i blodet (plateletkrit, PCT) var
fysiologiskt och kliniskt mer viktig nar stora trombocyter (makrotrombocyter) hittades hos
hundrasen Cavalier King Charles Spaniel. Katter kan ocksa ha makrotrombocyter, och darfor
skulle PCT kunna utgOra ett béattre test av trombocytstatus. PCT mats direkt av
hematologiinstrumentet QBC VetAutoread (IDEXX) och indirekt av hematologiinstrumentet
Advia 2120 (Siemens).

Syfte

Syftet med denna studie var att forbattra trombocytrakningen hos katter, bade sett till val av
antikoagulans i blodprovror och val av analysmetod. Fyra olika trombocytrakningsmetoder
jamfordes for att utvardera vilken metod som &r bast i olika situationer. Antikoagulans
(EDTA utan annan tillsats (EDTA), EDTA med tillsats av prostaglandin E1 (PGE), EDTA
med tillsats av iloprost (ILP)) undersokes avseende vilket/vilken kombination som medfor
lagst forekomst av trombocytaggregat och hogst trombocytrdkning. Hypotesen var att tillsats
av iloprost i EDTA-r6r i kombination med PCT eller optisk PLT skulle forbattra méjligheten
till beddmning av katters sanna trombocytstatus. Omfattningen av trombocytaggregat pa
blodutstryk och i manuell raknekammare bedémdes och jamférdes mot minskningar i PLT,
med malsattning att avgéra hur manga aggregat som kan accepteras for att laboratoriepersonal
ska kunna svara ut ett instruments trombocytrékning.

Metoder

Blod fran 35 katter togs i EDTA-rér. Nar tillracklig blodvolym erhélls blandades blodet sa
fort som mojligt med de trombocytaktiveringshdammande substanserna prostaglandin E1
respektive iloprost. Trombocyterna rdknades med manuell rdknekammare, Advia 2120 och
med QBC VetAutoread. Plateletkrit presenterades direkt med QBC VetAutoread (redovisat i
PLT) och indirekt med Advia. Férekomst av trombocytaggregat, sett till méngd och storlek,
kontrollerades med manuell raknekammare och pa blodutstryk.
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Resultat

Tillsats av iloprost forbattrade blodprovskvalitéten bast. Det pavisades fler blodprover med
manga och stora trombocytaggregat med EDTA utan annan tillsats, &n i blodprover med
tillsats av iloprost eller prostaglandin E1. ILP hade l&gst forekomst av trombocytaggregat.
Trombocytrakningen paverkades negativt forst vid omfattande aggregatbildning (av oss
klassificerad som grad 3 och 4). Resultat fran optisk flodescytometri visade att 8 av 34 katters
blodprov fick tydligt hégre trombocytrakning med iloprosttillsats &n med EDTA utan annan
tillsats. |1 samtliga dessa 8 fall hade EDTA-blodet hdg férekomst av trombocytaggregat (grad
4).

Med iloprosttillsats var korrelationen (r*) i PLT mellan Advia och manuell raknekammare
valdigt hog, 0,92 (n = 33). Motsvarande korrelation (r?) med EDTA-blod utan annan tillsats
var 0,85. Nar det forelag omfattande trombocytaggregering redovisade manuell
raknekammare hogre PLT an Advia. Korrelationen () mellan Advia PCT ILP och Advia
PLT ILP var lagre an forvantat. QBC PLT visade pa lagst precision och korrelerade daligt till
bade Advia PLT och Advia PCT.

Slutsatser

Tillsats av iloprost till EDTA hade storre aktiveringshammande effekt pa trombocyter an bade
EDTA med tillsats av prostaglandin E1 och EDTA utan annan tillsats. Kombinationen EDTA
och iloprost beddms utgdra det bésta sattet for att minska risken for felaktig diagnostisering
av trombocytopeni. Tillsats av iloprost a&r mycket billigare &n tillsats av prostaglandin E1, och
det ar betydligt mer latthanterligt.

Med vart graderingssystem for trombocytaggregering kan laboratorierna avgora nar en
trombocytrakning kan svaras ut, trots forekomst av trombocytaggregat (grad 1 och 2). Tydligt
negativ paverkan pa PLT sags endast i samband med omfattande aggregering. Vid god
blodprovskvalitét fungerade Advia PLT bra. Vid tydlig trombocytaggregering é&r
rekommendationen att ta om blodprovet med tillsats av iloprost. Manuell trombocytrakning i
raknekammare tycktes paverkas mindre av trombocytaggregat an rakning med automatiska
hematologiinstrument.

Lag korrelation mellan Advia PLT och Advia PCT orsakades sannolikt av att MPV kan
variera mycket inom denna djurart. Advia PCT bor ge en battre bild av Kattens
trombocytstatus och det fysiologiska tillstandet, men fler studier kravs innan man kan
faststélla vilken metod som kliniskt &r mest betydelsefull. I framtiden kan blodprovrortillsats
med iloprost i kombination med PLT och/eller PCT fran optiska instrument (som Advia)
komma att utgéra det basta alternativet for bedémning av trombocytstatus hos katt. QBC
VetAutoread fungerade, enligt resultaten i denna studie, och i motsats till nyttan hos Cavalier
King Charles Spaniel, inte bra for bedémning av trombocyter hos katt.



SUMMARY
Background

The platelets of the cat have traits that cause both automatic and manual methods to report
falsely low platelet countings (psudothrombocytopenia). The platelet count can be
misleadingly low because feline platelets often are much larger than platelets among other
species, and because the platelets of the cat are easily activated in vitro to form aggregates.
The largest platelets are missed by automatical hematology instruments, especially impedance
types, and platelet aggregates means the platelets are not evenly distributed in the sample.
When true thrombocytopenia is present, lifethreatening bleedings can develop. Therefore it is
important to differ cats with true thrombocytopenia from cats with false thrombocytopenia.

Formation of platelet aggregates have been successfully prevented with prostaglandin E1.
However prostaglandin E1 is very instabile in room temperature, and incorrect handling of
prostaglandin E1 can neutralize its effect. Recently a study recommended use of the analogue
iloprost. Iloprost is temperature stabile, easier to handle and less likely to lose its effect. The
relative volume of platelets in blood (plateletcrit in %) was more physiological and clinically
important when large platelets (macrothrombocytes) were found in Cavalier King Charles
Spaniel dogs. Cats also have macrothrombocytes, therefore plateletcrit may be a better test of
platelet status. Plateletcrit is measured directly by the QBC VetAutoread (IDEXX) and
indirectly by the Advia 2120 (Siemens).

Objectives

The goal of this study was to improve platelet counting among cats by comparing types of
anticoagulation in blood collection tubes and different analytic methods. Four different
methods for platelet counting were compared to see which gave the highest and most
consistent results. The anticoagulation types (EDTA without other additive (EDTA), EDTA
with additive of prostaglandin E1 (PGE), EDTA with additive of iloprost (ILP)) were
evaluated to give the least formation of platelet aggregates and the highest platelet counts.
The hypothesis was that an addition with iloprost in EDTA collection tubes, in combination
with plateletcrit or optical platelet counting, would contribute to a higher, and more likely
true, platelet count. The severity of platelet aggregation on a blood smear or in the manual
birker chamber was classified and compared to reduction in PLT with a goal of determining
how many aggregates could be acceptable and permit a laboratory to report the instrument’s
PLT.

Methods

Blood from 35 cats was first collected into tubes containing EDTA. When sufficient blood
was available it was divided into three parts and as quickly as possible mixed with iloprost
respective prostaglandin E1. The platelets were counted with a manual birker chamber, Advia
2120 and QBC VetAutoread. The plateletcrit was reported indirectly by the Advia, and
directly by the QBC VetAutoread (though reported as PLT). The presence of platelet
aggregates, with attention to both number and size, was determined with the blrker chamber
and on blood films.



Results

Addition of iloprost improved the blood sample quality best. There were more blood samples
with many and large platelet aggregates with EDTA without another additive, than in blood
samples with an additive with iloprost or prostaglandin E1. ILP blood had the fewest samples
with aggregates. The platelet counting was overtly negatively affected only when there was
extensive aggregate formation (grades 3 and 4 of our classification system). The results from
the optical flow cytometry showed that 8 of 34 cat blood samples had clearly higher platelet
counts with additive with iloprost than with EDTA with no additive. In all 8 cases, the EDTA
blood had extensive aggregate formation (grades 4 of our classification system).

Comparing samples with addition of iloprost as the best samples, the correlation (%) of PLT
between Advia and the manual method was very good at 0,92 (n = 33). The correlation (%)
was 0,85 with EDTA without another additive. When there was extensive platelet
aggregation, the manual biirker chamber reported higher PLT than Advia. The correlation (%)
between Advia PCT and Advia PLT was lower than expected. QBC PLT showed the greatest
imprecision and the correlation to both Advia PLT and Advia PCT was low.

Conclusions

EDTA with additive of iloprost had a superior effect in inhibiting platelet activation than both
EDTA with additive of prostaglandin E1 and EDTA without other additive. An additive of
iloprost is considered to be the best alternative to reduce the risk of false diagnoses of
thrombocytopenia. Addition of iloprost is much cheaper than prostaglandin E1, and it is much
easier to handle.

Our aggregation grading system should be useful for deciding when a laboratory may report a
PLT despited mild aggregation (grades 1 and 2). Prominent decreases in PLT was only seen
in connection with extensive platelet aggregation. With blood samples of good quality, the
Advia PLT worked well. When extensive platelet aggregation occurs our recommendation is
to resample the patient using ILP. Manual PLT appeared less affected by severe platelet
aggregation than instrument PLT.

Advia PLT and PCT gave different indications of platelet amount in the same samples. This
was indicated by low correlation between Advia PLT and Advia PCT. The difference is likely
influenced by great varies in MPV within this species. The Advia PCT may better reflect the
feline platelet mass and physiologic response, but further work is needed to determine which
method may be clinically most important. The optimal feline counting system for the future
may be addition of iloprost in blood collection tubes in combination with PLT and/or PCT
with optical methods (laser based flow cytometers like Advia). The QBC VetAutoread did,
according to the results in this study, and in contrast to the use for Cavalier King Charles
Spaniel dogs, not work well for evaluation of platelets among cats.



INLEDNING

Nuvarande metoder for trombocytrdkning av kattblod som tas i EDTA-rér ger ofta
missvisande lagt resultat (pseudotrombocytopeni). Pseudotrombocytopenin beror bland annat
pa att katt-trombocyter in vitro ar lattaktiverade vilket Okar risken for aggregatbildning.
Trombocytaggregat har pavisats i éver 50% av tagna blodprover (Norman et al., 2001a;
Zelmanovic & Hetherington, 1998). Aggregat riskerar att registreras som leukocyter (Norman
et al., 2001b), alternativt att inte registreras alls (Powell & Torrance, 2012). Kattens mean
platelet volume (MPV) kan dessutom variera mycket (Weiser & Kociba, 1984; Zelmanovic &
Hetherington, = 1998).  Varierande cellstorlek g6r att somliga automatiska
hematologiinstrument registrerar stora trombocyter som erytrocyter (Weiser, 1983; Welles et
al., 1994; Norman et al., 2001a). Ibland ar trombocyterna sa stora att instrumenten inte
upptécker dem. Tasker et al. (1999, 2001) angav manuell hemacytometer som gold standard.
Med manuell och optisk rakning kan man upptacka stora trombocyter (Lilliehdok & Tvedten,
2009), men i och med att det blir omgjligt att identifiera individuella trombocyter paverkas
aven optisk och manuell metod negativt av aggregat (Norman et al., 2001a; Tasker et al.,
2001).

Sann trombocytopeni med varden < 200 x 10°/L tycks vara ovanligt hos katter. Med manuell
bedémning av EDTA-blod har prevalensen uppskattats fran 1,2% (Jordan et al., 1993) till
3,1% (Norman et al., 2001a). | och med att kraftig trombocytopeni kan orsaka livsfarliga
blodningar ar det viktigt att uppticka sant laga varden. Med dagens tillgangliga
hematologianalyser riskerar trombocytsvaret att negligeras med antagande att métantalet
sannolikt &r falskt lagt. Svar om lag trombocytrakning kan dven resultera i att veterinaren
finner det indikerat med ytterligare undersékningar, ndgot som kan vara kostsamt for bade
djurdgare och forsékringsbolag.

Fa& men stora trombocyter, makrotrombocytopeni, har pavisats hos hundraserna Norfolk
terrier (Gelain et al., 2010) och Cavalier King Charles Spaniel (CKCS) (Pedersen et al., 2001;
Cowan et al., 2004). Trots lagt trombocytantal har hundarna en normal plateletkrit (PCT)
(Bertalozzo et al., 2007; Tvedten et al., 2008; Gelain et al., 2010). PCT visar den totala
massan trombocyter i blodet. For en vélfungerande hemostas ar det viktigare att ha normal
trombocytmassa an ett normalt trombocytantal (Powell & Torrance, 2012). PCT foreslas vara
den bésta metoden for att beddma kliniskt relevant trombocytopeni hos CKCS (Bertalozzo et
al., 2007; Tvedten et al., 2008).

Syftet med denna studie var att forbattra trombocytrakningen (PLT) hos katt. En viktig del var
att understéka om PCT hos Katt, liksom hos CKCS, ger en battre bild av trombocytstatus an
PLT. PCT bedémdes bade med Advia 2120 (Siemens) och med QBC VetAutoread (IDEXX).
En annan malsattning var att jamfora olika trombocytrakningsmetoder for att faststéalla vilken
som ar mest trovardig beroende pa situation. Tidigare studier har visat att automatiska
hematologiinstrument som klassificerar celler med hansyn till bade storlek och komplexicitet
(optisk flodescytometri), som Advia 2120, & mycket battre pa att detektera stora trombocyter
an automatiska hematologiinstrument som Klassificerar celler efter enbart cellstorlek
(impedans) (Tvedten et al., 2008; Lilliehook & Tvedten, 2009; Tvedten & Johansson, 2010).
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Stora trombocyter, och &ven trombocytaggregat, kunde &dven upptadckas med manuell
raknekammare och pa blodutstryk. |1 och med att korrekt trombocytrakning bara kan goras pa
kattblod utan aggregat (Norman et al., 2001a), tillsatte vi trombocytaktiveringsh&mmande
medel, prostaglandin E1 respektive iloprost, till EDTA-rér. Antikoagulans/antikoagulans med
tillsats som jamfordes var darmed EDTA utan annan tillsats (EDTA), EDTA med tillsats av
prostaglandin E1 (PGE), respektive EDTA med tillsats av iloprost (ILP).

Effekten av ILP och PGE utvérderades med hypotesen att de prover som hade dessa tillsatser
skulle resultera i hogre PLT och/eller hogre PCT & EDTA. De olika analysmetoderna
jamfordes med hypotesen att den metod som gav hogst PLT eller hogst PCT &r den metod
som narmast aterspeglar djurets verkliga trombocytstatus. | och med att automatiska
hematologiinstrument som Advia 2120 kan ha svart att rdkna stérre trombocyter hos Katt,
antogs att QBC med PCT é&r en béttre metod. Vid analys med Advia 2120 berdknas PCT
indirekt utifran instrumentets direkta formaga att upptacka trombocyter (storleksgréans 60 fl).
Vid QBC ér forhallandet tvartom, med PCT som anges direkt och trombocytantalet indirekt.

LITTERATUROVERSIKT
Trombocyter

Trombocyter har en viktig roll i hemostasen. Cellerna ar anukledra och bildas i benmérgen
genom avknoppning fran megakaryocyter. Megakaryocyter harstammar fran stamceller som
regleras av peptidhormonet trombopoietin (TPO). TPO bildas i levern.

Hemostasen

Hemostasen delas traditionellt in i primdar och sekunddr hemostas samt fibrinolys.
Trombocyterna har en mycket viktig roll i den primdra hemostasen vid bildning av en
sartackande, men labil, plugg.

Priméara hemostasen

Vid karlskada blottas subendotelialt kollagen, och glatta muskelceller i karlvaggen stimuleras
till vasokonstriktion. Blottning av kollagen stimulerar adhesion av trombocyter.
Vasokonstriktion minskar blodflodet till omradet, vilket framjar bade trombocytaggregering
och trombocytadhesion. Intakta endotelceller intill ké&rlskadan frisdtter ett enzym som
omvandlar arachidonsyra till prostaglandinmetaboliten prostacyklin (Sjaastad et al., 2003).
Prostacyklin bidrar till att motverka aggregering och begransar darigenom trombocytpluggens
storlek sa att den inte stracker sig for langt i karlet.

Sekundara hemostasen

Sekundara hemostasen innebér stabilisering av trombocytpluggen till ett olosligt koagel. Ett
koagel bildas med hjalp av koagulationsfaktorerna och deras slutprodukt, ett natverk av fibrin.



Hemostasdefekter och blddningssymtom

Blodningsrubbningar kan ha sitt ursprung i den priméra eller i den sekundédra hemostasen.
Den vanligaste orsaken vid rubbning i den primara hemostasen &r trombocytopeni (Nelson &
Couto, 2009). Karldefekter eller nedsatt trombocytfunktion orsakar séllan spontana
blédningar hos katt.

Blodningar som beror pa avvikelser i den primara hemostasen yttrar sig annorlunda jamfort
med blédningar som beror pa avvikelser i den sekunddra hemostasen (Nelson & Couto,
2009). Vid defekter i den primdra hemostasen kan djuret uppvisa symtom som blédningar i
och frdn hud och slemhinnor, exempelvis petechier, eccymoser, nasblod, hematuri,
hematochezia och melena. Man kan &ven se férlangd blodningstid direkt efter
blodprovstagning. Detta att jamfora med kliniska symtom vid defekter i den sekundéra
hemostasen varvid det &r vanligare med hematom, blddningar in i leder, muskler och
kroppshalor samt forsenad blodning efter blodprovstagning. | en studie av Kohn et al. (2006)
hade sju av 42 katter (17%) med trombocytopeni spontana blodningar. Dessa katter hade
signifikant lagre trombocytantal (< 57 x 10%L) &n de katter med trombocytopeni som inte
hade spontana blddningar. Jordan et al. (1993) fann spontana blédningar hos nio av 41 katter
(22%) med trombocytopeni. Ofta hade dessa Katter en trombocytrakning pa < 30 x 10%/L.

Trombocytopeni

Det &r vanligt att automatiska hematologiinstrument vid analys av kattblod varnar om
trombocytopeni. | manga fall ar larmen dock falska (pseudotrombocytopeni) och beror pa en
kombination av aggregatbildning samt matinstrumentets oférmaga att sarskilja trombocyter
fran erytrocyter. | en studie om hundrasen CKCS fann Tvedten et al. (2008) att
hematologisvar som larmar om trombocytopeni kan variera mellan 0-66% beroende pa
méatmetod.

Sann trombocytopeni

Gransen for trombocytopeni hos katt definierades i tva studier som < 200 x 10° trombocyter
per liter blod (Jordan et al., 1993; Norman et al., 2001a). Resultaten baserades i bada
studierna pa manuell rakning i raknekammare eller pa blodutstryk. Enligt den ena studien
hade 1,2% av 3300 katter trombocytopeni (Jordan et al., 1993), medan prevalensen i den
andra studien bedomdes till 3,1% bland 256 katter (Norman et al., 2001a).

Trombocytopeni kan bero pa minskad produktion i benmargen, 6kad forbrukning eller 6kad
nedbrytning (Nelson & Couto, 2009). Sjukdomar associerade med trombocytopeni hos katt &r
bland annat infektioner, neoplasier och immunmedierade tillstand (Jordan et al., 1993).
Individer med infektionsassocierad trombocytopeni tycks i regel vara yngre &n de katter vars
trombocytopeni kan relateras till tumorer. Infektionssjukdomarna orsakas bland annat av
felint leukemivirus (FeLV), felint coronavirus (FCoV), felint immunbristvirus (FIV) och
felint panleukopenivirus (FPLV). ldentifierade neoplasier dr bland annat leukemi och
hemangiosarkom. Norman et al. (2001a) fann, utdver sambandet till neoplasier och
infektionssjukdomar, &ven katter vars trombocytopeni kunde relateras till kemoterapi.



Disseminated intravascular coagulation, DIC, har konstaterats hos 12% av katter med laga
trombocytvérden (Jordan et al., 1993).

Tecken pa sekundar immunmedierad trombocytopeni har aterfunnits hos trombocytopeniska
katter med antikroppar riktade mot sina trombocyter (Kohn et al., 2006). Hos somliga av
dessa katter pavisades samtidig infektionssjukdom eller neoplasi. Infektionssjukdomar
orsakades bland annat av virus som FIV, FeLV eller FCoV, nybildningar utgjordes av
lymfom eller leukemi.

Pseudotrombocytopeni

Svarigheter med trombocytrakning har rapporterats forekomma med flera olika méatmetoder. |
ett flertal studier har man jamfort metoderna sinsemellan i forsok att utvérdera vilken som
presenterar en trombocytrakning ndrmast det sanna antalet.

Bland flertalet av vara husdjur &r trombocyterna markant mindre an erytrocyter, med ett
volymforhallande pa 1:10 (Sjaastad et al., 2003). Enligt blodutstryk kan dock storleken pa
kattens trombocyter variera mycket (Weiser & Kociba, 1984). | en studie sdg man pa fyra av
sex blodutstryk (66,7%) signifikant overlappande cellstorlek mellan trombocyter och
erytrocyter (Zelmanovic & Hetherington, 1998). Har fann man &ven, med flédescytometri
omfattandes 48 katter, att mean platelet volume (MPV) var signifikant hogre for aggregerade
trombocyter (18,3 £ 2,6 fl) jamfort med MPV for icke aggregerade trombocyter (14,2 = 1,3 fl)
(P < 0,0001). Aven Norman et al. (2001b) har demonstrerat att oaggregerade trombocyter har
lagre MPV. Prevalensen aggregat i kattblodprov har rapporterats vara > 50% (Norman et al.,
2001a) och 67% (Zelmanovic & Hetherington, 1998). Varierande trombocytstorlek och
forekomst av aggregat gor det svart for automatiska hematologiinstrument att typbestamma
och rékna cellerna. Impedansmatning, som delar in celler efter bara cellstorlek, tycks till
exempel ge mindre tillforlitlig trombocytrakning &n optisk métning (Tvedten et al., 2008;
Lilliehook & Tvedten, 2009; Tvedten & Johansson, 2010).

Ytterligare faktorer som har féreslagits paverka trombocytrakningen ar provtagningssatt, typ
av antikoagulans i provtagningsroret, tillsats av trombocytaktiveringshammande medel, och
forvaringstid innan analys. Forvaringstid tycks inte ha negativ paverkan pa
trombocytrakningen. Weiser & Kociba (1984) fann att trombocytrakningen i blod taget med
EDTA-ror sjonk under fyra timmars forvaring, men sambandet var inte signifikant. Nar man i
en annan studie jamforde resultaten pa skickade blodprov tagna i EDTA-rér med prover som
hade analyserats under provdagen, fann man ingen korrelation mellan forvaringstid och
sjunkande trombocytrakning (Norman et al., 2001a). Betraffande provtagningssatt tyder nyare
forskning pa att det inte har nagon paverkan pa aggregering och trombocytrakning (Riond et
al., 2012b).

Makrotrombocytopeni hos Cavalier King Charles Spaniel

En hog andel CKCS har fa men stora trombocyter (Pedersen et al., 2002; Cowan et al., 2004),
ett tillstand kallat makrotrombocytopeni (Pedersen et al., 2002). Trombocytantalet har hos
CKCS med makrotrombocyter pavisats vara signifikant lagre an hos CKCS med normalstora
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trombocyter (Cowan et al., 2004). For att hemostasen ska fungera bra ar det dock viktigare
med en normal total trombocytmassa (PCT) an ett visst trombocytantal (Powell & Torrance,
2012), och tillstandet med makrotrombocytopeni ska inte vara relaterat till Okad
blédningsbenédgenhet (Pedersen et al., 2002; Cowan et al., 2004; Bertalozzo et al., 2007).

Med manuell hemacytometer har prevalensen trombocytopeni (< 100 x 10%L) hos CKCS
pavisats vara mellan 51% (Cowan et al., 2004) och 56% (Pedersen et al., 2002). Strax over
30% har makrotrombocyter (Cowan et al., 2004; Bertalozzo et al., 2007). | en studie om
CKCS och makrotrombocyter jamférde man trombocytrékningen vid mikroskopundersékning
med de tre hematologiinstrumenten impedans, lasercellsmédtning och QBC VetAutoread
(Bertalozzo et al., 2007). QBC, som anger trombocytantal efter blodprovets PCT, gav
signifikant hogre PLT &n 6vriga metoder. Skillnaden i de olika metodernas férmaga att rakna
trombocyter framgick tydligast nédr man jamférde impedans med QBC (Tabell 1).

Tabell 1. Jamforelse av trombocytrakningsresultat hos CKCS, sett till val av hematologiinstrument
(efter Bertalozzo et al., 2007)

Hematologimetod Trombocytrakning, median (x10%/L)  Andel (%) CKCS med PLT < 100 x 10%/L

Impedans 136 34,1
QBC 292 58

Tvedten et al. (2008) bekraftade att QBC dar battre an impedans vid beddémning av
trombocytstatus hos CKCS. Enligt ett impedansinstrument hade 44% av deltagande CKCS ett
trombocytantal pd < 10 x 10%/L, medan ingen av hundarna hade trombocytopeni enligt QBC.
For att identifiera CKCS med sann trombocytopeni kan trombocytrakning som baseras pa
PCT vara den basta analysmetoden (Bertalozzo et al., 2007; Tvedten et al., 2008), for trots lag
PLT kan CKCS ha normal PCT (Bertalozzo et al., 2007). Nyligen visade man att &ven Advia
2120 kan gora en relativt séker PCT-beddmning hos CKCS (Tvedten et al., 2012). For CKCS
med de allra storsta trombocyterna hande det dock att instrumentet redovisade en sannolikt
falskt lag PCT.

Automatisk och manuell trombocytrakning

Enligt studier har &ven trombocytrakning pa kattblod varierat beroende pa méatmetod.
Matmetoder som har studerats ar bland annat automatiska hematologinstrument som
impedans, optisk flédescytometri och QBC, och manuella metoder som raknekammare och
blodutstryk.

Impedansmaétning

I en av studierna om olika trombocytrakningsmetoder hos CKCS analyserade man deltagande
hundars blodprover med impedansmatning, optisk méatning, QBC och manuell rékning,
varefter resultaten jamfordes (Tvedten et al., 2008). Av de sex metoder som anvéndes gav de
tvd impedansinstrumenten (Sysmex XT-2000iV och CELL-DYN 3500) de l4agsta
trombocytriakningarna. Aven Gelain et al. (2010) dokumenterade att impedansanalys av
makrotrombocyter kan ge falskt ldg trombocytrakning, sannolikt pd grund av att stora
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trombocyter kan missbeddmas som erytrocyter. Makrotrombocyterna identifierades i detta fall
inom en grupp Norfolk terriers.

Vid analys av kattblod har liknande resultat erhallits. | en retrospektiv studie med blod fran
359 Kkatter hade 71%, enligt impedansmatning, trombocytopeni med < 200 x 10%L (Norman
et al., 2001a). Vid jamforelse pa blodutstryk fann man i stéllet en trombocytopeniprevalens pa
3,1%. Pseudotrombocytopeni forelag saledes hos 68,2%. Att impedansinstrument ofta ger
falskt lag trombocytrakning antogs bero pa en kombination av trombocytaggregat och
cellindelning baserad pa enbart cellstorlek. Tasker et al. (2001) fann att impedansrakning av
trombocyter i EDTA-blod hade hdg sensitivitet men lag specificitet for detektion av
trombocytopeni. Manga av studiens katter fick ett resultat forenligt med trombocytopeni, trots
ett normalt trombocytantal.

Optisk flodescytometri

Optisk flodescytometri sorterar, till skillnad fran impedansinstrument, inte bara celler efter
storlek. Den ser aven till cellens refraktdra index (Figur 1). Genom detta ska trombocyter
skiljas fran erytrocyter i hogre utstrackning. Att fler stora trombocyter inkluderas i rakningen
vid optisk flodescytometri &n vid impedansmaétning har bekréftats i flera studier (Tvedten et
al., 2008; Lilliehook & Tvedten, 2009; Tvedten & Johansson, 2010). Med det optiska
hematologiinstrumentet Advia 2120 kan man indirekt dven fa ut PCT, baserat pa PLT och
MPV. Trombocyter upp till storleken 60 fl ska registreras.

PLT SCATTER =7 /:

Figur 1. Cytogram fran det optiska flodescytometriinstrumentet Advia 2120. Varje bla prick motsvarar
en trombocyt. Okande cellstorlek redovisas pa den vertikala axeln, medan 6kande cellkomplexicitet
redovisas pa den horisontella axeln.

Quantitative Buffy Coat

Quantitative buffy coat (QBC) VetAutoread d&r ett hematologiinstrument vars
trombocytrakning baseras pa blodprovets relativa trombocytvolym, plateletkrit (PCT). PCT
anges i %. QBC svarar dock ut i PLT x 10%/L, utifrén sambandet PCT = PLT x MPV, dar
MPV har standardiserats for varje djurslag. Matning av trombocytmassan sker efter
centrifugering av blod i hematokritrér. Centrifugeringen gor att celler av olika densitet
hamnar i olika lager (Figur 2). Blodcellerna fargas in med acridinorange och fluorescerar
sedan olika.
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Figur 2. Centrifugerade QBC hematokritror fran tre olika katter. Langst till vanster aterfinns
erytrocyter (morkrott och rott omrade). Darefter foljer buffy coat med leukocyter (orange omrade) och
trombocyter (gult omrade innan ljusrosa plastflotér). Bredden av trombocytlagret anvands till att
bedéma PCT och sedan PLT. Till hdger om plastflotéren syns plasman.

Oversattningen fran plateletkrit till trombocytantal blir dock endast korrekt om trombocyterna
hos den enskilda individen &r av samma storlek som djurslagets standardiserade medelstorlek
(Tvedten et al., 2008). CKCS med makrotrombocyter har med QBC fatt en normal
trombocytrakning (Bertalozzo et al., 2007; Tvedten et al., 2008), och Bertalozzo et al. (2007)
menar att trombocytrakningen hos sadana hundar sannolikt ar falskt hdg. | studien om
Norfolk terriers med makrotrombocyter blev QBC-instrumentets trombocytrakning
signifikant hogre an bade mikroskopisk undersokning och impedans (Gelain et al., 2010).

Hos katt har QBC VetAutoreads specificitet och sentitivitet for detektion av trombocytopeni
beddmts vara 97,4% respektive 44,4% (Tasker et al., 2001). Detta tolkades innebdra att katter
med normalt trombocytantal ofta identifieras, medan katter med sann trombocytopeni i stéllet
riskeras att missas.

Manuell rakning

Manuell bedémning av trombocyter kan ske med manuell réknekammare (Figur 3) och med
blodutstryk. Med bada metoderna kan man uppskatta antalet trombocyter, beddoma dess
morfologi som storlek och tecken pa aktivitet, samt notera eventuell forekomst av
trombocytaggregat. Pa blodutstryk aterfinns trombocytaggregat huvudsakligen i fransen.

Blodutstryk har foreslagits vara en snabb och enkel metod for trombocytrakning (Tasker et
al., 1999), och hos katt har manuell metod &ven angetts som gold standard (Tasker et al.,
1999; Tasker et al., 2001). FoOr att identifiera katter med sann trombocytopeni
rekommenderade Norman et al. (2001a) blodutstryk framfor impedans. Vid jamférelse med
optisk rakning pa prover utan trombocytaggregat har dock rakning pa blodutstryk samre
precision (Tvedten, H., pers. medd., 2012). En nackdel med manuell rdknekammare &r att
trombocytaggregat kan missas om de ar ojamnt spridda i blodprovet (Lillieh6ok & Tvedten,
2009).
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Figur 3. Fotografi av ett synfalt fran en manuell raknekammare. | forstoringen till vanster syns en stor
cell med granulerad karna (leukocyt). Runt leukocyten ser man celler med ljus ytterkant och mérkare
centrum (erytrocyter). De tre ljusa cellerna med homogent cytoplasmainnehall motsvarar tre
trombocyter av varierande storlek (se pilar).

Antikoagulans och trombocytaktiveringshammande medel
EDTA

EDTA é&r det antikoagulans som &r mest anvant. Koagulering férhindras genom att Ca** binds
upp (Jones, B., 2010). Ca** behovs for koagulationsfaktorerna i den sekundara hemostasen.

Prostaglandin E1

Prostaglandin E1 &r en varmekanslig metabolit av arachidonsyra. Vid tillsats av prostaglandin
E1 i antikoagulans trisodiumcitrat 3,8%, blev katt-trombocyter omedelbart och persisterande
motstandskraftiga for aktivering av agonisterna ADP och kollagen (Welles et al., 1994).
Aggregering forhindrades och trombocytrakningen forbattrades. Aven Tvedten & Johansson
(2010) fann att antikoagulanstillsats med prostaglandin E1 forbattrar trombocytrdkningen hos
katter i kliniska situationer. | denna studie anvdndes kombinationen prostaglandin E1 och
EDTA. Trombocytrakning pa blod taget i EDTA med tillsats av prostaglandin E1 blev hogre
bade vid analys med optisk cytometri och med impedans, jamfort med néar bara EDTA hade
anvants. Allra hogst trombocytantal erh6lls genom antikoagulans EDTA med tillsats av
prostaglandin E1 och analys med optisk rékning, vilket ddrmed foreslogs vara gold standard
for att vid misstanke bekrafta sann trombocytopeni hos katt.

lloprost

Iloprosttrometamol verkar, liksom som den endogena substansen prostacyklin, hammande pa
trombocytaggregering (Fass, 2012). Pa kongressen “International Society for Animal Clinical
Pathology” i1 Ljubljana, Slovenien, juli 2012, presenterades en studie i vilken man hade
provtagit katter med vanliga EDTA-rér samt med EDTA-ror med tillsats av iloprost (Riond et
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al., 2012a). Blodet analyserades med bade automatisk och manuell rakning. Man fann att
iloprost tillsammans med EDTA &r mycket effektivt mot aggregatbildning i kattblod. I blod
som hade samlats i EDTA-ror utan iloprost var férekomsten pseudotrombocytopeni 50%. Allt
blod som hade samlats i EDTA-ror med iloprost fick trombocytvarden inom normalt
referensintervall.

MATERIAL OCH METODER
Studiepopulation och blodprover

Ett venost blodprov togs fran 33 sjuka och 10 friska katter, huvudsakligen fran vena
cephalica, i enstaka fall fran vena jugularis. Kanylstorlek och provtagningssatt var inte
standardiserat. Blodflodet bedomdes vid samtliga tillfallen av en och samma person, och
klassificerades som “nagot mindre bra an énskvart”, “bra”, "battre an bra” eller "mycket bra”.
Prover dar blodflodet in i provroret var mycket langsamt anvéandes inte i studien, och antalet
blodprover som analyserades for studien blev 35 stycken. P4 grund av tissue factors
medverkan i koagulationen forsokte man undvika att samla de forsta dropparna efter
kanylstick. Malsattningen var att fa minst 2,5 ml blod per individ. | enstaka fall erhélls endast
runt 1,5 ml.

De sjuka katterna provtogs endast i samband med sjukdomsutredning pa
Universitetsdjursjukhuset, SLU. Friska katter fick deltaga under forutsattning att de vid
blodprovtagningstillfallet inte hade ndgon kénd sjukdom med allméanpaverkan och inte stod
pa NSAID- eller kortisonbehandling. En fullstandig hematologi gjordes ur vilken man hade
mojlighet att fanga upp eventuella tecken pa pagaende sjukdom. Projektet var godként av
djurforsoksetiska ndmnden och medverkan skedde efter frivillig anmalan av katternas dgare.

Antikoagulans och trombocytaktiveringshammande medel

EDTA ar den typ av antikoagulans som &r vanligast for hematologisk profil. Med anledning
av detta valdes, i stallet for CTAD eller citrate, EDTA &ven for dessa analyser. | borjan av
studien Iat man blodet rinna ned i ett med iloprost 2-4uL (llomedin 20ug/ml) forpreparerat
0,5ml EDTA-r6r (ILP) samt ett opreparerat 2ml EDTA-rér (EDTA). EDTA-r6ret med tillsats
av iloprost fylldes med blod innan réret med EDTA utan annan tillsats. De tva blodprovsroren
vickades varsamt 10-20 ganger sa att blodet skulle blandas med EDTA utan annan tillsats
respektive med EDTA med tillsats av iloprost. | fall nadr en blodvolym om minst 1,4ml
uppskattades ha erhallits i roret med EDTA utan annan tillsats, pipetterade man efter vickning
6ver minst 0,6ml blod till ett eppendorfror forpreparerat med prostaglandin E1-etanolldsning
(100pug i 20puL etanol) och vaggade detta (PGE) 10-20 ganger.

Pa grund av att prostaglandin E1 inaktiveras av varme forvarades forpreparerade
prostaglandin E1-ror i frys (-18°C) tills information om néra forestaende blodprovstagning.
Under perioden mellan uttagning fran frys och blodprovstagning transporterades roret med
prostaglandin E1 i en frigolitlada med kylklampar. Réret med prostaglandin E1 togs fram for
tining inom en minut efter blodprovstagning och inom samma tidsram fordes delar av blodet
fran EDTA utan annan tillsats dver till réret med prostaglandin E1 (PGE).
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Efter blodinsamling fran sju katter Overgick man vid provtagning till att lata hela
blodprovsvolymen rinna ned i ett opreparerat 2-3 ml EDTA-ror (EDTA). EDTA vaggades 10-
20 ganger. Darefter fordelades blodet, inom tre minuter fran provtagning, mellan EDTA samt
ett kryo- eller eppendorfror forpreparerat med 2uL iloprost, respektive ett eppendorfror
forpreparerat med prostaglandin E1. Réren med iloprost och prostaglandin E1 vaggades
varsamt 10-20 ganger vardera sa att blodet blandades med tillsatserna.

EDTA-ror med tillsats av iloprost respektive kryordr och eppendorf med iloprost forvarades
under hela studieperioden i rumstemperatur. Nypreparering av rér med iloprosttillsats 2uL
skedde kontinuerligt.

Analyser

Samtliga blodprover avsags att analyseras med Advia 2120 (Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, IL, USA), QBC VetAutoread (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) och
manuell rdknekammare (Hecht, Sondheim, Tyskland) inom tre timmar. Blodutstryk gjordes
inom tva timmar. Provhanteringen var inte blindad. Manuell raknekammare och Advia 2120
utfordes av biomedicinska analytiker (BMA). Statistik berdknades med Microsoft Excel 2008.

Manuell raknekammare

Blodet spéddes med leucoplate (Sobioda, Montbonnet, France), spadning 1:20,
blod:spadningsvatska. Provspadningen fick std i 20 minuter for erytrocytlysering. Darefter
fordes en droppe av provspadningen over till raknekammaren, som i sin tur fick sta i en fuktig
kammare i 20 minuter fér sedimentering av trombocyterna. Efter sedimentering beddmdes
trombocyterna i ett ljusmikroskop med 40x forstoring. Totalantalet trombocyter réknades i 16
CD-rutor, och antalet trombocytaggregat réknades i hela klacken.

Blodutstryk

Blodutstryken fargades med Giemsa. Beddmning av blodprovskvalitéten gjordes genom
kontroll och rdkning av eventuella trombocytaggregat i fransen och i fem stycken
monolayeromraden.

Fransarna beddmdes med forstoring 4x och 10x. Aggregat som bestod av 5-20 trombocyter

definierades som sma till mellanstora. Aggregat som bestod av > 50 trombocyter definierades
som stora. Blodprovskvalitén i fransen klassificerades sedan enligt tabellen nedan (Tabell 2).
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Tabell 2. Klassificering av blodprovskvalitét sett till antal trombocytaggregat i blodutstrykets frans

Trombocytaggregat Klassificering
Avsaknad av synliga aggregat 0
< 5 sma till mellanstora aggregat 1
> 5 sma till mellanstora eller 1-2 stora aggregat 2
3-10 stora aggregat 3
> 10 stora aggregat 4

Fem stycken monolayerfélt per blodutstryk beddémdes med forstoring 100x med
immersionsolja. Aggregat som bestod av 3-5 trombocyter definierades som sma. Aggregat
som bestod av > 5 trombocyter definierades som stora. Blodprovskvalitén klassificerades
sedan enligt tabell 3. Slutlig bedémning av monolayer erhélls genom att berdkna genomsnittet
trombcytaggregat i dessa fem monolayerfélt.

Tabell 3. Klassificering av blodprovskvalitét sett till genomsnittet trombocytaggregat fran fem
monolayerfalt

Trombocytaggregat Klassificering
Avsaknad av aggregat 0
< 2 sma aggregat 1
2-5 sma eller < 2 stora aggregat 2
2-5 stora aggregat 3
> 5 stora aggregat 4

Nar resultat fran Advia och manuell raknekammare indikerade eventuell trombocytopeni
kontrollraknades antalet trombocyter i tio stycken falt fran monolayer, férstoring 100x med
immersionsolja. Genomsnittet trombocyter multiplicerades med faktor 15 for att fa
ungefarligt antal (x10°) trombocyter per liter blod (Webb et al., 2004).

RESULTAT

Sammanlagt provtogs 43 katter, varav 35 blodprov analyserades for studien. Exkluderade
prover valdes bort pa grund av mycket langsamt blodfléde eller alldeles for liten blodvolym i
provroret. | de fall man bara fick ut omkring 1,5 ml blod fordelades blodet mellan tva av tre
antikoagulantia. Advia och blodutstryk gjordes pa samtliga prover. Pa grund av begransad
tillgang till BMA fick man pa en katts blod bortprioritera manuell raknekammare. Vid analys
med QBC gick ett hematokritror med ILP sonder och i ett annat fall erholls, pa grund av
tekniska fel, inget varde alls pa PGE. QBC-resultaten kunde ofta flagga for att
trombocytrakningen inte var korrekt, i dessa fall kérdes proven om tills dess att instrumentet
visade att slutlig trombocytrakning var faststalld (“="). QBC-resultat utan faststalld PLT
anvandes inte vid de statistiska berdkningarna. For Oversikt av antal erhallna
blodprovsresultat, se tabell 4.
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Tabell 4. Sammanstélining av analyserade prover (antal)

Metod
Antikoagulans Advia Blodutstryk Réaknekammare QBC QBC “=”
EDTA 34 34 33 34 30
EDTA + PGE 32 32 31 31 27
EDTA +ILP 35 35 34 34 32

Antikoagulans inverkan pa trombocytaggregering

Enligt blodutstryken hade EDTA-blod utan annan tillsats (EDTA) hogre forekomst av manga
och stora trombocytaggregat an bade EDTA-blod med tillsats av prostaglandin E1 (PGE) och
EDTA-blod med tillsats av iloprost (ILP) (Figur 4a). EDTA hade &ven flest blodprover med
aggregatklassificering 2 i monolayeromradet och var har den enda med ett blodprov som hade
aggregatklassificering 3 (Figur 4b). Léagst forekomst av aggregatklassificering 4 i fransen och
hogst frekvens av aggregatklassificering O i monolayer hade ILP. Inget antikoagulans
lyckades forhindra trombocytaggregering helt och hallet.

Antikoagulans och trombocytaggregat
18
16
14
>
S 12
2,
T 10
= 8 BEDTA
i
5 6 OILP
A mm B PGE
2 -
0 -4
0 1 2 3 4
Aggregatklassificering (blodutstrykens frans)

Figur 4a. Forekomst av trombocytaggregat pa blodutstrykens frans hos katter dar samtliga tre
antikoagulans anvandes. N = 31.
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Figur 4b. Forekomst av trombocytaggregat i blodutstrykens monolayeromrade hos katter dar samtliga
tre antikoagulans anvandes. N = 31.

Advia trombocytrakning och Advia plateletkrit

Trombocytrakning med Advia visade att atta katters blodprov redovisade tydligt lagre
trombocytrakning (PLT) ndar EDTA anvandes jamfort med ILP (Figur 5a). Differensen
mellan PLT ILP och PLT EDTA var i dessa fall mellan 68-315 x 10%L. Skillnad mellan PLT
ILP och PLT EDTA anvéndes som ett satt att méata storleken av trombocytrakningsfel orsakat
av aggregat. | tva fall hade PGE markant lagre PLT &n ILP, 71 x 10%L respektive 267 x
10°%/L. | det senare fallet var orsaken sannolikt att prostaglandinroret hade varmeinaktiverats
under felhantering. | figur 5b presenteras blodprovens PCT i samma ordning som figur 5a och
man kan se att PCT inte alltid foljer PLT. Hos sex katter var PCT EDTA tydligt lagre &n PCT
ILP. I ett fall var PCT PGE tydligt lagre an PCT ILP.
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Figur 5a. Trombocytrékningsresultat fran Advia. Samtliga prover redovisas. N EDTA = 34, n PGE =
32, n ILP = 35. Katterna &r arrangerade fran lagsta till hogsta PLT ILP.

Advia plateletkrit

)
S
= —EDTA
<
PGE

0 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 T T T T T T 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Katt

Figur 5b. Plateletkritresultat fran Advia. Samma prover som i Figur 5a redovisas, i stigande ordning
fran lagsta till hogsta Advia PLT ILP.

Korrelationskoefficienten (r) mellan PCT ILP och PLT ILP var 0,75, korrelationen (r?) 0,57
(Figur 6).
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Sambandet PCT och PLT (ILP)
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Figur 6. Graden av linjart samband mellan Advia PCT och Advia PLT. N = 35.

Nar skillnaden i trombocytrakning med ILP jamfort med EDTA var tydlig (> 60 x 10%/L),
hade EDTA-blodet enligt blodutstrykens frans manga och stora aggregat (Figur 7). | de fall
PLT EDTA var hogre an PLT ILP (negativt varde pa y-axeln), var skillnaden i
trombocytrakning inte lika stor och det fanns heller inget fall som kunde relateras till att ILP-
blodet hade hogsta aggregatklassificering (samband ej redovisat i diagramform).

Aggregatforekomst och skillnad i PLT
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Figur 7. Sambandet mellan stor skillnad i PLT ILP och PLT EDTA och hdg aggregatklassificering
enligt blodutstrykets frans pa EDTA-blod. N = 34.
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Figur 8a och 8b visar tva peroxidas leukocytcytogram fran Advia 2120. Analyserna ar gjorda
pa en och samma katts blod, provtaget vid ett tillfalle men med olika antikoagulans. Prickarna
med olika farger motsvarar instrumentets registreringar av olika celltyper, varav de svarta
prickarna utgdendes fran det nedre vanstra hornet representerar trombocyter och
trombocytaggregat. De svarta prickarna hogre upp pa y-axeln ar aggregat.

—

Figur 8a (vanster) och figur 8b (hdger). Peroxidascytogram fran Advia 2120 som aterger skillnad i
méangden trombocytaggregat. Blodet som har analyserats &r taget fran en och samma katt vid ett
tillfalle men med olika antikoagulans. Cellstorlek ar pa y-axeln och peroxidasfarg pa x-axeln. Figur
8a (vanster) visar resultatet fran blod taget med EDTA utan annan tillsats. | detta prov finns det stora
mangder trombocytaggregat (svarta prickar innanfér en gul oval markering). Figur 8b (hdger) visar
resultatet fran blod med tillsats av iloprost. Mangden aggregat var betydligt farre.

Manuell raknekammare och trombocytrakning

PLT med manuell réknekammare redovisade mindre variation i trombocytrédkningsresultat
mellan olika antikoagulans &n trombocytrékningen med Advia eller QBC (Figur 9). Fyra
prover visade pa tydligt lagre PLT med EDTA &n ILP (differens 81-250 x 10%/L).
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Manuell raknekammare trombocytriakning
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Figur 9. PLT med manuell raknekammare. N EDTA = 33, n PGE = 31, n ILP = 34. Pa en av de 35
katternas blodprov gjordes ingen manuell rakning pa nagon av substanserna. Katterna arrangerade
efter 1&gsta till hogsta Advia PLT ILP.

QBC VetAutoread och trombocytrakning

QBC VetAutoread flaggade ofta. Ibland var det dven tekniska problem med instrumentet.
Dessa faktorer medforde att ett och samma blodprov ofta fick koras flera ganger, med
malsattning att instrumentet skulle visa att det hade faststéllt blodprovets trombocytvérde
(*="). Antalet katter som man erhéll slutgiltig QBC PLT hos varierade per antikoagulans
(Figur 10, Tabell 4).
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Figur 10. PLT med QBC VetAutoread. Endast katter med slutgiltig PLT (““="") redovisas. Katterna ar
arrangerade fran lagsta till hogsta Advia PLT ILP.

Slutgiltig trombocytrakning (“=") pa samtliga tre antikoagulans nar instrumentet inte flaggade
(*---7, “#” eller *“>”) eller hade tekniska fel, erhdlls i 22 av 35 fall. For dvriga 13 katter
saknades antingen en slutgiltig trombocytrakning, eller sa rackte inte blodet till bade EDTA,
PGE och ILP. PLT-rékningen varierade mer mellan de olika substanserna vid analys av QBC
an med Advia och manuell raknekammare (Figur 11a). Skillnad i trombocytrakning mellan
ILP och EDTA kunde inte forklaras med att EDTA-blodet hade ¢kat antal trombocytaggregat
(Figur 11b).
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Figur 11a presenterar trombocytrékningen hos 22 av 35 katter dar slutgiltig trombocytrakning med
alla tre antikoagulans erhélls. Katterna ar ordnade fran lagsta till hogsta PLT ILP.
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Figur 11b visar forhallandet mellan skillnad i trombocytrakning mellan ILP och EDTA och
blodprovskvalitén hos EDTA enligt blodutstrykets frans. Endast katter med slutgiltig
trombocytrakning med ILP och EDTA redovisas. N = 28.

Metodjamforelse

Jamforelse av trombocytrakning (PLT) pa EDTA-blod med tillsats av iloprost med QBC,

Advia och manuell raknekammare visade pa hogst korrelationkoefficient mellan Advia och

manuell rdknekammare (0,97) (Figur 12). Graden av linjart samband mellan QBC och Advia
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var 0,82, och mellan QBC och manuell raknekammare 0,80. QBC PLT var ofta hogre an PLT
med Advia och manuell rdknekammare.

PLT ILP med tre olika metoder
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Figur 12. ILP-blod analyserat med QBC, Advia och manuell raknekammare. Endast de QBC-resultat
nér instrumentet har gett en slutgiltig (““="") trombocytrakning redovisas. | ett fall genomfordes inte
manuell réknekammare. N = 31.

Korrelationskoefficienten (r) mellan manuell rdknekammare och Advia vid trombocytrakning
med EDTA-blod var 0,92 (Figur 13a). Antalet katter som redovisas &r 33 av 35. Vid ett
tillfalle genomfordes inte manuell raknekammare. For en annan katt kunde EDTA, pa grund
av otillracklig blodvolym i provroret, inte analyseras Over huvud taget. 1 20 av 33 fall
presenterade Advia PLT (A) hogre &n PLT med manuell raknekammare (M) (negativ M-A)
(Figur 13b). | resterande fall presenterade manuell rdknekammare hdgre PLT &n Advia
(positiv M-A). | samtliga fall d& manuell raknekammare redovisade > 50 x 10°/L hégre 4n
Advia hade blodet aggregatklassificering 4. Variansvidden hogsta negativa M-A till hoégsta
positiva M-A var 241.
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Trombocytrikning med manuell raknekammare och Advia
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Figur 13a. Grad av éverensstammelse vid trombocytrakning pa EDTA-blod mellan manuell
raknekammare och Advia. N = 33.
PLT M-A och trombocytaggregat (EDTA)
200

w
=
= 150
[_'
: 3
g 100 o
g <
5% 50 ’
g % <
% o’
= 0 8
E 0,5 15 7 2,5 3 3,5 4,5
g
E
5
=

-100

Aggregatklassificering blodutstrykets frans

Figur 13b. Sambandet mellan hogre PLT vid rakning pa EDTA-blod med manuell raknekammare och

forekomst av trombocytaggregat. M = manuell réknekammare, A = Advia. N = 33.

Korrelationskoefficienten (r) mellan manuell rdknekammare och Advia vid trombocytrakning
med ILP-blod var 0,96 (Figur 14a). Antalet katter som redovisas &r 34 av 35. Vid ett tillfalle
genomfordes inte manuell rdknekammare. |1 24 av 34 fall presenterade Advia PLT (A) hogre
an PLT med manuell raknekammare (M) (negativ M-A) (Figur 14b). I nio fall presenterade
réknekammare hogre PLT an Advia (positiv. M-A) och i ett fall

manuell
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trombocytrakningen lika hog (y = 0). Variansvidden hdgsta negativa M-A till hdgsta positiva
M-A var 153. Spridningen i M-A var lagre for ILP an for EDTA (Figur 14b och 13b). Med
ILP forekom dven farre prover med trombocytaggregat klassificering 4.

Trombocytrikning med manuell raknekammare och Advia
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Figur 14a. Grad av 6verensstammelse vid trombocytrakning pa ILP-blod mellan manuell
raknekammare och Advia. N = 34.
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Figur 14b. Sambandet mellan hogre PLT vid rakning pa ILP-blod med manuell raknekammare och
forekomst av trombocytaggregat. M = manuell raknekammare, A = Advia.
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QBC mater PCT direkt, men rapporterar ut i PLT. For att kunna redovisa Advia PCT i samma
figur som QBC PLT och Advia PLT har Advia PCT multiplicerats med en faktor 657. Faktor
657 bestamdes utifran medelvardet pa Advia PLT ILP/medelvardet pd Advia PCT ILP (n =
32). Korrelationskoefficienten mellan bade Advia PCT x 657 och QBC PLT “=" samt Advia
PLT och QBC PLT *“=" var endast 0,81 (Figur 15). Sambandet Advia PCT Advia PLT var
ocksa lagt (jamfor Figur 6).
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Figur 15. Sambandet mellan Advia PLT ILP, Advia PCT x 657 ILP och QBC PLT ILP. N = 32.

Korrelationskoefficienten (r) mellan EDTA, PGE och ILP fran Advia, manuell raknekammare
och QBC visar att QBC resulterade i storst skillnad i PLT mellan de olika substanserna,
medan manuell raknekammare presenterade minst skillnad (Tabell 5a). Korrelationen var
hdgst och hade minst variation i prover med ILP eller PGE som hade analyserats med Advia
eller manuell rdknekammare. Antalet katter som redovisas per metod varierar. Hos fyra av de
35 katterna rackte inte blodet till samtliga substanser. Katten vars rér med prostaglandin E1
hade felforvarats har exkluderats for att inte medftra negativ bias. | ett fall hade man inte
mojlighet att genomfora manuell réknekammare. QBC-resultaten ar de fall dar samtliga
antikoagulans anvandes och gav ett slutgiltigt “=" trombocytvérde. | tabell 5b redovisas
samma katters standardavvikelse med de olika substanserna och metoderna.
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Tabell 5a. Graden av linjart samband mellan EDTA, PGE och ILP inom tre olika rakningsmetoder

Korrelationskoefficient (r)

Variabler Advia Manuell raknekammare QBC
EDTA och PGE 0,78 0,87 0,71
EDTA och ILP 0,76 0,87 0,74
PGE och ILP 0,99 0,98 0,85
Antal (n) 30 29 22

Tabell 5b. Standardavvikelse hos EDTA, PGE och ILP med tre olika metoder

Standardavvikelse (SD)

Antikoagulans Advia Manuell raknekammare QBC
EDTA 135 116 106
PGE 123 110 138
ILP 121 109 128
Antal (n) 30 29 22

Medelvarde, median och standardavvikelse for de katter dér en slutgiltig trombocytrakning
erholls for samtliga substanser och samtliga metoder redovisas i tabell 6 (n = 21).
Genomsnittlig PLT var liknande for Advia och manuell réknekammare (316-342). HOgsta
genomsnittliga trombocytrakning med Advia erhélls med ILP. Advia PGE PLT hade dock ett
snarlikt medelvérde. Med Advia PCT och QBC PLT medférde PGE de hogsta genomsnittliga
resultaten. QBC PLT PGE redovisade hogst PLT av samtliga antikoagulans och
trombocytrakningsmetoder. Genomsnittligt resultat fran manuell raknekammare tydde pa att
olika antikoagulans inte medfor nagon egentlig skillnad i PLT (316-321). Lagst genomsnittlig
standardavvikelse aterfanns med manuell raknekammare.

Tabell 6. Medelvarde (medel), median (Md), standardavvikelse (SD) for Advia PCT, Advia PLT,
manuell raknekammare PLT, QBC PLT med EDTA, PGE och ILP. PLT x 10%/L. PCT anges i %. N =
21

EDTA PGE ILP
Metod Medel Md SD Medel Md SD Medel Md SD
Advia PCT 0,47 044 0,16 0,55 053 0,15 053 049 0,15
Advia PLT 318 300 123 341 305 122 342 309 122
Réknekammare 320 291 114 316 288 104 321 301 97
QBC 351 332 109 391 391 139 381 371 131

Antal katter med sann trombocytopeni

Fyra av de 35 katterna hade troligtvis sann, men lindrig, trombocytopeni. Antalet katter med
PLT <200 x 10%/L och < 150 x 10%/L var fler med Advia EDTA &n med Advia ILP och Advia
PGE (Figur 16a, Figur 16b). Med Advia hade PGE ett fall mer med PLT < 200 x 10%/L &n ILP
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(Figur 16a). Detta berodde sannolikt pa att PGE hade felforvarats och att det fanns aggregat i
provet. Manuell raknekammare PGE redovisade tre fler fall med PLT < 200 x 10%/L &n
manuell raknekammare EDTA. Motsvarande antal fall for manuell raknekammare ILP var ett.
De katter som redovisas i figur 16a och 16b ar de katter dar samtliga tre antikoagulans har
anvants (n = 30).

PLT <200x10°/L
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Antikoagulans

Figur 16a. Antalet katter med en trombocytrakning < 200 x 10%L, sett till tre olika antikoagulans och
tva olika rakningsmetoder. N = 30.
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Figur 16b. Antalet katter med en trombocytrakning < 150 x 10%/L, sett till tre olika antikoagulans och
tva olika rakningsmetoder. N = 30.
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Fyra av samtliga provtagna katter (n =35) hade PLT < 200 x 10%/L med b&de Advia och
manuell raknekammare. Trombocytrakning i monolayer visade att tva av de fyra katterna
dven hade PLT < 200 x 10%/L med rakning pd blodutstryk (Figur 17). Ingen av de fyra
katterna hade enligt blodutstrykets frans aggregatklassificering 4. Hos tre av katterna lyckades
iloprost lite, men an dock nagot, héja PLT. Hos den fjarde katten (nummer 1) visade PLT
EDTA hogre an PLT ILP, men denna katt hade aggregatklassificering 0. Tva av de fyra
katterna (katt 2 och katt 4) hade enligt samtliga tre metoder trombocytopeni. Katt 1 och katt 3
hade daremot enligt blodutstryken PLT strax 6ver 200 x 10%/L. Med Advia raknas dock fler
celler och precisionen bor vara hogre. Blodet fran bade katt 1 och katt 3 var av god
analyskvalitét, och 1ag optisk trombocytrakning bor darfor inte ha orsakats av
trombocytaggregat. Advia kan dock ge falskt 1ag trombocytrakning om trombocyterna ar > 60
fl stora. Lindrig trombocytopeni kunde darfor inte uteslutas hos katt 1 och katt 3.
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Figur 17. Trombocytrékning i monolayer hos fyra katter vars PLT ILP var < 200 x 10%L med bade
Advia och manuell raknekammare.

DISKUSSION

Inom Kklinisk diagnostik har det hos katter alltid varit ett stort problem att fa en sann
trombocytrakning (TPK, PLT). Viktig ny information presenteras i var studie. En latt och
billig metod for att undvika trombocytaggregat &r att anvénda iloprost som tillsats i
blodprovroret. Tolkningen ar att den metod som gav hogre PCT och hdgre PLT &r den metod
som fungerar béast mot pseudotrombocytopeni. Tillsats av iloprost, 40-80 ng, till blod taget
med EDTA-ror minskade bildningen av trombocytaggregat och hodjde PLT och PCT.
Genomsnittlig PLT i blod med tillsats av iloprost analyserat med Advia var 328 x 10%/L (n =
34). Motsvarande siffra for EDTA var 291 x 10%/L. Detta innebar att iloprost i genomsnitt
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hojde trombocytrakningen med 37 x 10%/L. | enstaka fall hojdes trombocytrakningen med upp
till 315 x 10%L. Man kunde pavisa ett tydligt samband mellan stor skillnad i PLT och att
EDTA-blod utan annan tillsats hade manga och stora trombocytaggregat. Vid jamférelse av
ILP och PGE sags liten skillnad. ILP hade en genomsnittlig trombocytrakning med 330 x
10°%/L och PGE 328 x 10%/L (n =31). Om man inkluderar det PGE-prov som sannolikt hade
inaktiverats, skulle genomsnittlig PLT PGE i stallet ha varit 321 x 10%/L och PLT ILP 332 x
10°/L (n = 32). Sett till Advia PCT var trenden ungefar densamma som med Advia PLT.
Genomsnittlig PCT EDTA var 0,45 medan den for ILP var 0,52 och for PGE 0,53 (n = 30).

Denna studie stodjer de resultat som nyligen presenterades pa kongressen “International
Society for Animal Clinical Pathology” i Ljubljana, juli 2012. Riond et al. (2012a) fann att
iloprost 20 ng och 200 ng hade mycket god effekt mot trombocytaggregering. Har aspirerade
man blod fran vena jugularis och forde Gver det till EDTA-ror forpreparerade med iloprost.
Genomsnittlig trombocytrakning i blod éverfort till EDTA-ror utan annan tillsats var 105 x
10°%/L, medan den fér EDTA med iloprosttillsats var 213 x 10%/L (n = 20). Med EDTA hade
50% av katterna pseudotrombocytopeni (definition fér trombocytopeni dock ej angiven).

Med en definition p& trombocytopeni som < 200 x 10%/L skulle 29% (tio av 34) av katterna i
var studie ha haft trombocytopeni, sett till Advia-resultat pa EDTA utan annan tillsats.
Baserat pa resultaten fran optisk flodescytometri, manuell raknekammare och manuell
rakning i monolayer pa blod med iloprosttillsats hade sannolikt fyra av dessa 34 katter (12%)
sann, men lindrig, trombocytopeni. Detta medfér att andelen katter med
pseudotrombocytopeni var 18% (sex av 34), enligt optisk rakning gjord pa EDTA utan annan
tillsats. Darmed var andelen blodprover av dalig kvalittt och med tydlig
pseudotrombocytopeni i var studie mycket lagre &n i studien av Riond et al. (2012a).
Skillnaden skulle eventuellt kunna bero pa att vi var valdigt noggranna vid
blodprovtagningen, forsokte undvika tissue factor samt vaggade réren omedelbart och manga
ganger for att blodet skulle blandas ordentligt med antikoagulans och
trombocytaktiveringshammande medel. Motsvarande siffra for pseudotrombocytopeni, pa
blod taget i EDTA utan annan tillsats, var i Tvedten & Johanssons studie (2010) 20%. Antalet
katter var har dock farre (n = 10) och ett annat optiskt instrument anvéndes (Sysmex XT
2000iV).

Tvedten & Johansson (2010) visade att PGE effektivt motverkar trombocytaggregering och
héjer trombocytrdkningen. De redovisade en genomsnittlig differens i optisk PLT PGE —
optisk PLT EDTA som var 141 x 10%/L storre &n motsvarande differens i var studie. | bada
forsoken samlades blodet forst i EDTA for att sedan foras Over till ror med prostaglandin E1.
Prepareringen med prostaglandin E1 var beredd pa samma satt. En tankbar faktor som i var
studie kan ha paverkat trombocytrakningen negativt, &r att tre antikoagulans anvéandes i stallet
for tva. Sannolikt gick det langre tid fran det att blodproven togs till dess att blodet blandades
med iloprost och prostaglandin E1. Ett flertal av de vérmelabila prepareringarna med
prostaglandin E1 hade dven transporterats ut till kliniken i omgangar innan de slutligen
anvandes, vilket gor att substansen riskerar att ha inaktiverats helt eller delvis. For framtida
forskning och underléttad resultatbeddmning rekommenderas standardiserad kanylstorlek,
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standardiserade blodprovror samt att en provrorsvagga och frys finns tillgdnglig i
provtagningsrummet. P4 medgivan till forsoksdeltagande bor djuragare d&ven ombes ange hur
lang tid som har forflutit sedan deras katt eventuellt har NSAID-behandlats. Preanalysatoriska
felkéllor medférandes pseudotrombocytopeni in vitro skulle eventuellt &ven kunna férebyggas
genom att forpreparera EDTA-r6r med iloprost. llomedin ar dock ett potent lakemedel och det
kan darfor vara viktigt att se till att permanentkanyler inte kommer i kontakt med substansen i
provtagningsroren och via denna vag rakar 6verforas till djuret.

Nar en tydlig skillnad i Advia PLT ILP och Advia PLT EDTA aterfanns, kunde man
samtidigt se att det pA EDTA-blodutstrykens frans var manga och stora trombocytaggregat.
Fransen aterspeglade omfattningen av trombocytaggregat battre an monolayer. Mindre
mangder aggregat (aggregatklassificering 1 och 2) tycktes inte ha nagon betydande negativ
inverkan pa trombocytrakningen. Daremot kunde man se en tydlig minskning av PLT vid
aggregatklassificering 4. Vid omfattande trombocytaggregering (grad 4) bor darfor inget
trombocytvérde svaras ut, medan det vid aggregatklassificering 1 eller 2 kan betraktas som
liten risk for klinisk missbeddmning om trombocytrédkningsresultatet rapporteras. Sambandet
till aggregatklassificering 3 var mindre tydligt. Studiens definition av aggregatklassificering
tycks ha fungerat bra for att upptdcka trombocytrakningsfel hos optiska instrument, och
systemet for aggregatklassificering kan darmed fa praktisk betydelse for laboratoriepersonal.

Inget medel mot hemostas lyckades fullstandigt forhindra trombocytaktivering och
aggregering, och man bor darfor fortsatta forsoka hitta en annu béattre metod. Om katten
uppvisar symtom pa trombocytopeni eller har en sjukdom som kan forknippas med laga
trombocytvarden kan med fordel ett nytt blodprov med iloprosttillsats tas, oavsett om
aggregatklassificeringen ar 1 eller 4. Hos katter déar flera metoder var Gverens om att
trombocytopeni verkligen forelag, kunde man dnda se att iloprost kan ha bidragit till en liten
héjning 1 PLT. Att en av de fyra katterna med eventuell trombocytopeni hade lite hogre PLT
EDTA dn PLT ILP kan bero pa att det forelag avsaknad av synliga trombocytaggregat. Vid
ingen eller minimal aggregatbildning kan inte iloprost hoja PLT. Man bor dock komma ihag
att det alltid blir lite skillnad i trombocytrakningsresultat mellan olika metoder.

Vilken trombocytrakningsmetod som &r bast beror pa blodprovets kvalitét. Nar det forekom
manga och stora trombocytaggregat i blodet medférde manuell raknekammare tydligt hogre
PLT &n Advia PLT. Manuell PLT var darfor sannolikt battre nér det fanns aggregat. Orsaken
till att PLT blev hogre med manuell raknekammare &r inte klarlagd, men kan bero pa att man
vid denna metod spéder ut blodprovet med mer vatska som eventuellt 16ser upp somliga av
trombocytaggregaten. Vi anvande huvudsakligen en BMA som &r valdigt erfaren och duktig
pa att rakna trombocyter manuellt. Ingen metod ar dock optimal for diagnos nar provet ar
daligt. Vid god blodprovskvalitét tycks Advia PLT och trombocytrakning med manuell
raknekammare vara ungefar jambérdiga (r* = 0,92). Advia har har fordelen att det &r ett
automatiskt instrument, medan manuell raknekammare ar mer tidskravande och kréver hogre
kompetens. Advia analyserar dessutom tiotusentals trombocyter i jamforelse till manuell
rdknekammare i vilken man bara réknar tiotals till hundratals trombocyter. Advia PLT har
harigenom tydligt battre forutsattningar for bedomning av det sanna trombocytantalet. Detta
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kan tyckas motsagelsefullt da den genomsnittliga standardavvikelsen var lagre vid
trombocytrakning med manuell réknekammare d&n med Advia PLT. En fordel med manuell
raknekammare &r att man kan rakna mycket stora trombocyter. Hos Advia 2120 gar gransen
vid 60 fl. Med manuell raknekammare kan man ibland dven uppskatta antalet trombocyter i
aggregat, men man kan inte med sdkerhet rakna samtliga. Ibland &r trombocyterna inte jamnt
spridda i blodprovroret eller i rdaknekammaren, och manuell rakning kan aven forsvaras av
damm, sma partiklar och skador i raknekammarens glashélje. Automatiska instrument riskerar
att felregistrera trombocytaggregat som leukocyter, alternativt registreras aggregaten inte alls
(Powell & Torrance, 2012).

Advia PCT féljde inte samma mdnster som Advia PLT. Korrelationen () Advia PCT ILP
och Advia PLT ILP var endast 0,57. Den laga korrelationen indikerar att MPV sannolikt har
stor inverkan, enligt sambandet PCT = PLT x MPV. Hos vissa katter fann man mycket hdg
PCT medan PLT var forhallandevis lag (till exempel en katt med PCT ILP 0,71 och PLT ILP
258). 1 och med att Advia presenterar PCT baserat pa bade PLT och MPV, bor Advia PCT ge
en battre bild av sann trombocytstatus &n Advia PLT. Ett normalt referensintervall for kattens
PCT bor darfor upprattas. En nackdel med Advia &r dock att man riskerar att missa de storsta
trombocyterna och undervérdera PLT och PCT. Vid férekomst av trombocyter > 60 fl kan
darfor bade Advia PLT och Advia PCT vara falskt laga.

QBC PLT visade pé stor skillnad mellan EDTA, PGE och ILP. Korrelationen (r?) mellan
QBC PLT ILP och QBC PLT PGE var 0,72, medan korrelationen (r*) mellan Advia PLT ILP
och Advia PLT PGE var 0,98 (n = 22). Enligt Advia var trombocytrakningen fran blodprover
med ILP och PGE mycket lika. Forutsatt att detta stammer, kan den laga korrelationen mellan
QBC PLT ILP och QBC PLT PGE tala for att QBC har dalig férmaga fér bedémning av
trombocytstatus hos katt. Korrelationen (r?) mellan QBC PLT EDTA och QBC PLT ILP var
0,55, medan den mellan Advia PLT EDTA och Advia PLT ILP var 0,56. Hos Advia kan
korrelationen aterspegla att ILP medférde bra prover medan EDTA resulterade i samre
blodprovskvalitét. Daremot kunde skillnad i QBC PLT ILP och QBC PLT EDTA inte
relateras till olika blodprovskvalitét och den laga korrelationen hos QBC var sannolikt darfor
inte orsakad av trombocytaggregat.

| borjan var var hypotes att QBC kunde utgora gold standard for PCT, men de flesta resultaten
talade for att QBC hos katt ar en for oséker metod. Om de varierande resultaten i PLT inte
orsakades av lag precision, skulle det innebara att MPV/PCT i blod fran en och samma
individ har varierat mycket mellan proverna med de olika substanserna. Att trombocytmassan
fran en och samma individs blodprovror skulle variera sa mycket &r inte sannolikt. Samtidigt
ingar flera manuella steg vid analys med QBC, varvid felkallor bland annat skulle kunna ha
utgjorts av vickning av blodprovsrér innan uppsug i hematokritror, och att hematokritrér kan
ha haft intorkat blod pa utsidan vilket forsvarade avlasningen. Vickning av blodprovroren
skedde i denna studie manuellt, men skulle till kommande studier kunna forbattras med en
automatisk vagga. Med installd vagghastighet skulle trombocytférdelningen mellan olika
blodprovror eventuellt kunna bli mer jamn. Att korrelationen (r) QBC PLT och Advia PCT x
657 endast var 0,66 kan aterspegla bade det faktum att QBC baserar sin PCT pa PLT
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multiplicerat med ett standardiserat vérde for djurslagets MPV samt att Advia kan ha missat
trombocyter > 60 fl. Andelen trombocyter > 60 fl var sannolikt dock inte sa stor att den kan
ha orsakat denna laga korrelation. Hos CKCS dverensstamde Advia PCT relativt bra med
QBC PLT (Tvedten et al.,, 2012). Hos de CKCS vars Advia PLT redovisade lagst
trombocytrakning var dock skillnaden mellan QBC PLT och Advia PCT storre &n hos CKCS
vars Advia PLT rapporterades vara hogre. Sannolikt orsakades detta av makrotrombocyter sa
stora att Advia inte kunde registrera dem.

En annan teori till den laga korrelationen mellan QBC PLT och Advia PLT i var studie vore
om centrifugeringsprocessen som syftar till att dela in celler efter olika densitet (p) inte &r
fullt tillampbar pa kattens trombocyter. Aggregerade trombocyter gav, enligt tidigare
forskningsresultat fran optisk cellraknare, signifikant hogre MPV an oaggregerade
trombocyter (18,3 £ 2,6 fl respektive 14,2 + 1,3 fl) (Zelmanovic & Hetherington, 1998). Vid
aktivering av trombocyter frisatts granulae, ndgot som kan tankas minska massan (m). Enligt
formeln for densitet, p = m/V, bor densiteten for aggregerade trombocyter kunna minska.
Skillnad i densitet kan aven tankas forekomma mellan oaggregerade trombocyter, da pavisad
volymvidd ar minst 14,2 fl (Weiser & Kociba, 1984) till 60 fl (Zelmanovic & Hetherington,
1998). Om eventuell densitetminskning inverkar pd  QBC-instrumentets
centrifugeringsindelning &r inte kant, men om cellindelningen skulle paverkas vore det mest
sannolikt att trombocyterna hamnar i plasmalagret. Baserat pa resultaten fran var studie kan vi
annu inte rekommendera QBC PLT for katt.

Med QBC EDTA hade tva av de 22 katterna med slutgiltig trombocytréakning PLT < 200 x
10°%/L. Enligt Advia resulterade tre av dessa 22 katters EDTA-blod i PLT < 200 x 10%L. For
ILP och PGE var antalet katter med trombocytopeni lika manga med QBC och Advia. Enligt
en studie dar man pa CKCS jamforde trombocytrakning med optisk rakning (Sysmex XT
2000-iV) med trombocytrakning med QBC, hade 14 av 27 (52%) PLT fo6renligt med
trombocytopeni enligt optisk rékning (Tvedten et al., 2008). Sett till QBC PLT hade daremot
ingen av hundarna trombocytopeni. | en studie dar man pa katters EDTA-blod jamforde QBC
PLT med PLT fran manuell raknekammare var PLT fran manuell raknekammare i genomsnitt
cirka 87 x 10°/L hogre 4n resultaten fran QBC (Tasker et al., 2001). I var studie resulterade i
stillet QBC i hogre genomsnittlig PLT an manuell rdknekammare, sett till samtliga
antikoagulans. Om det QBC-instrument som anvandes i studien av Tasker et al. (2001) hade
samma installningar for MPV som QBC-instrumentet i var studie ar dock oként. | och med att
QBC PLT beraknas med ett standardiserat varde pa MPV, ar det heller inte osannolikt att
redovisad PLT i var studie var falskt hog. Korrelationskoefficienten (r) i studien av Tasker et
al. (2001) mellan manuell raknekammare PLT och QBC PLT var 0,54, i motsats till 0,44 i
denna studie (n = 29). Korrelationskoefficienten var darmed lag i bada studierna.

Sammanfattningsvis var genomsnittlig PLT ILP inte sa mycket hogre an genomsnittlig PLT
EDTA (n = 21), men i flera fall dar omfattande aggregering foreldg lyckades man dock med
tillsats av iloprost markant hoja trombocytrdkningen. Liten 6kning i PLT kunde &ven ses i
nagra fall med sann trombocytopeni. ILP hade dven storre effekt mot aggregatbildning &n
PGE, och i och med att ILP &r temperaturstabilt har det &ven den stora fordelen att det &r mer
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latthanterligt &n PGE. Substansen &r dessutom mycket billigare. En preparering med 40 ng
iloprost per provror skulle endast medfora en extra kostnad a 53 ore, i jamforelse med
prostaglandin E1 100ug vilket kostar 50 kronor. lloprost bér anvandas Kliniskt vid
blodprovstagning av Kkatter.

Trombocytrakningen paverkades negativt framst vid omfattande trombocytaggregering. Vid
god blodprovskvalitét & Advia en mer praktisk och precis metod an manuell rdknekammare.
Vid omfattande trombocytaggregering gav manuell rékning hogre PLT &n automatisk rakning
med optisk flodescytometri. Advia PCT &r, enligt teorin, sannolikt mer fysiologiskt rétt an
Advia PLT. Om man kan bevisa att Advia PCT béttre aterspeglar kattens trombocytstatus,
och forutsatt att kattblod inte har en sa hdg andel makrotrombocyter att Advia PCT blir falskt
lagt, kan Advia PCT komma att fa stor klinisk betydelse. Ett normalt referensintervall for
kattens PCT bor upprattats. QBC PLT visade, trots avsaknad pa samband till olika
blodprovskvalitét, tydligt varierande PLT mellan EDTA, PGE och ILP. QBC-analyserna var
dessutom tidskravande. Nyttan av QBC hos katt kan darfor, i jamforelse till nyttan av QBC
hos hundrasen CKCS, ifragasattas.
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