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Introductie
Je kunt de stof onder de knie krijgen door het bestuderen van de opgegeven literatuur. Maar de workshop gaat een stapje verder. Het interpreteren van uitslagen binnen de context van een klinische casus heeft een hogere moeilijkheidsgraad. Daarbij is het niet alleen van belang dat u goed op de hoogte bent hoe de test wordt uitgevoerd en wat het betekent als de uitslag buiten de referentiewaarde valt, maar ook dat u de uitslag weet te plaatsen binnen de overige bevindingen (anamnese, lichamelijk onderzoek, en eventueel aanvullend onderzoek). Dit is iets wat u niet in korte tijd onder de knie krijgt: het vergt oefening. 
En dat is precies wat we in deze workshop gaan doen. 
Drie onderwerpen komen aan bod: 

· Anemie, 
· leukocytenafwijkingen, 

· hemorragische diathese.

De workshop bestaat uit:
· de workshoptekst, 
· zelfstudieoefeningen inclusief antwoorden

· casuïstieken met interpretaties.
Hoe kunt u de workshop gebruiken?
· Als u alleen werkt: Lees de workshoptekst, prikkel uzelf met de oefeningen en casuïstieken, gebruik de aanbevolen literatuur als u er niet uitkomt. 
· Wanneer u met een collega student werkt: kies binnen een van de onderwerpen een oefenvraag of een casuïstiek uit en maak ze door samen erover te discussiëren. Gebruik een rustig moment later om uw kennis hiaten alsnog aan te vullen

· Gebruik de workshop als aanvulling op de aanbevolen literatuur. 
· Als naslagwerk als u zelf in de kliniek uitslagen van patiënten gaat interpreteren.
Leerdoelen waar de workshop zich op richt: 
· De student kan bij een hond of kat het probleem anemie onderkennen op basis van de bevindingen in anamnese en lichamelijk onderzoek.

· De student kan de differentiële diagnose van anemie vanuit de hoofdlijnen tot in detail opstellen.

· De student heeft kennis heeft van de klinische verschijnselen, etiologie, pathogenese, diagnostiek en behandeling van de aandoeningen in deze differentiële diagnose. 

· De student kan een diagnostisch plan op stellen op basis van deze differentiële diagnose (bestaande uit vragen in anamnese, gericht lichamelijk onderzoek, en specifieke diagnostische testen) om tot een (waarschijnlijkheids)diagnose te komen. 

· De student kan uitleggen hoe de volgende diagnostische testen uitgevoerd worden en kan de uitslagen kan interpreteren: Ht, leukocytengetal, differentiatie, erytrocytparameters (MCV, MCH, MCHC, CHr), reticulocyten percentage, osmotische resistentie, Coombs’ test.

· De student is in staat de bevindingen in een bloeduitstrijkje zelfstandig te beoordelen in relatie tot een klinische casus (rode bloedbeeld, witte bloedbeeld, thrombocyten(aggregaten), parasieten).

· De student kan bij een hond of kat op basis van de bevindingen in anamnese en lichamelijk onderzoek het probleem hemorragische diathese onderkennen.

· De student kan de gevolgen van hemorragische diathese uitleggen en vaststellen bij een patiënt (anemie, shock).

· De student kan de differentiële diagnose van hemorragische diathese vanuit de hoofdlijnen tot in detail opstellen.

· De student kent de klinische verschijnselen, etiologie, pathogenese, diagnostiek en behandeling in hoofdlijnen van de ziekten in deze differentiële diagnose. 

· De student kan een diagnostisch plan (gebaseerd op zowel specifieke vragen in anamnese, gericht lichamelijk onderzoek en aanvullende (laboratorium) diagnostiek) maken op basis van deze differentiële diagnose om tot een (waarschijnlijkheids)diagnose te komen. 

· De student kent de volgende diagnostische testen, kan uitleggen hoe ze uitgevoerd worden en de uitslagen interpreteren: Capillaire bloedingstijd (BMBT = buccal mucosal bleeding time), PT, APTT, fibrinogeen, D-dimeren, thrombocyten, VWD ELISA, VWD genetische test.
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Workshop Hematologisch bloed onderzoek 
ANEMIE
Heeft de patiënt anemie? Interpretatie van de Ht?
Oefening 001.
Of de Ht uitslag een reëel beeld geeft van de rode cel massa in de patiënt wordt bepaald door:

· Hydratietoestand

· Acuut bloedverlies

· Evt in combinatie
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Oefening 002.
Van invloed op de uitslag van de Ht bepaling van de Ht zijn: 

· Afdraaisnelheid / duur, kwaliteitscontrole centrifuge

· De tijdsduur die het microcapillair heeft “gelegen” totdat de Ht werd afgelezen

Wat is de DDx in hoofdlijnen van anemie:
· ……….

· ……….

· ……….

Welke van deze 3 hoofdlijnen is met simpel laboratorium onderzoek uit te sluiten?

Welk onderzoek?

Oefening 003.
Is onvoldoende aanmaak van de rode bloedcellen de oorzaak van de anemie? 

Allereerst is het belangrijk om de fysiologische aanmaak van de rode bloedcel in het beenmerg weer in uw hoofd te hebben: 
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Reticulocyten zijn een goede maat voor de productie van erytrocyten in het beenmerg. De geproduceerde reticulocyten rijpen enkele dagen uit in het beenmerg en worden vervolgens naar de bloedbaan uitgestoten. Daar rijpen ze nog ongeveer 24 uur uit en dan zijn de RNA restanten verdwenen en is de uitrijping tot erytrocyt compleet. 
De bepaling van reticulocyten kan handmatig of met de automatische hematologie analyser gebeuren. Het principe is bij beide methodes gelijk. 

Hoe wordt een reticulocytentelling ook al weer uitgevoerd? 

Lees onderstaande procedure nog eens door.
(Practicum 004 Blok Bloed en Bloedvormende organen)

Het uitvoeren van een reticulocyten telling

· Plaats een druppel BCB(1%BCB in 96% alcohol) op een voorwerpglaasje gedaan.

· Leg hier een ander voorwerpglaasje bovenop

· Trek vervolgens de glaasjes in een horizontale lijn voorzichtig van elkaar.

· Wacht ong. 30 sec tot de alcohol verdampt is en er een dun filmpje kleurstof achterblijft.

· Breng een klein druppeltje bloed op het voorgekleurde glaasje.

· Plaats hier een dekglaasje overheen.

· Druk het dekglaasje aan met de nagel van een vinger.

· Laat het preparaat enkele minuten liggen om de kleurstof zijn werk te laten doen.

· Kijk met de 40x in het preparaat waar de cellen liggen.

· Het preparaat wordt vervolgens met 100x olie-immersie objectief bekeken.

· Kijk of u de reticulocyten kunt herkenen. De cel heeft dezelfde kleur als rode bloedcellen en bevat binnenin blauwe spikkels.

· Let op dat u ze niet verwart met witte bloedcellen. Witte bloedcellen kleuren geheel lichtblauw en hebben grotere blauwe structuren (kern) in de cel.

· Tel het aantal reticulocyten per 1000 rode bloedcellen (Fig.12).
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· Tel in een kwart van een gezichtsveld het aantal rode bloedcellen.

· Vermenigvuldig dit aantal met 4 voor het aantal rode bloedcellen in het héle gezichtsveld.

· We tellen nu in dit zelfde héle gezichtsveld het aantal reticulocyten.

· Herhaal bovenstaande manier van tellen voor een aantal gezichtsvelden, totdat we 1000 rode bloedcellen geteld hebben.

Reken voorbeeld:

Als uw patiënt 40 reticulocyten heeft geteld van de 1000 erytrocyten, dan is het reticulocyten percentage 4%.

Referentie waarden reticulocyten:  

Hond < 2%

Kat    <1%

Hoe wordt het gevonden reticulocyten percentage (= de uitslag van bovenstaande procedure, of de uitslag op uw laboratorium formulier) geïnterpreteerd?
Kijk er de volgende literatuur op na:
9. Guillermo Couto, C. Chapter 83: Anemia. In: Nelson, R. W., Guillermo Couto, C., eds. Small animal internal medicine, 4th ed. St. Louis, Missouri, USA: Mosby Elsevier Inc. 2009. p. 1209 - 1223.

10. Piek, C.J. The interpretation of automated haematology analyser data in practice. The European Journal of Companion Animal Practice, 2010, vol. 21, 177 – 185. Link naar PDF file van dit artikel.
Is reticulocyten percentage voldoende hoog om anemie ten gevolge van onvoldoende productie in het beenmerg uit te sluiten? 
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Stel het linkse rode blokje geeft de status quo productie van reticulocyten weer. Anders gezegd geeft het absolute aantal reticulocyten dat het beenmerg produceert om een Ht van 0.40 l/l ( = “normaal”) op peil te houden. 

Daarnaast is de situatie weergegeven dat de Ht plots daalt door bv hemolyse. De aanmaak is dan nog niet verhoogd. Door het feit dat de reticulocyten niet absoluut worden gemeten, maar als percentage, is het gevolg een schijnbare stijging van het percentage. 

Dus een reticulocyten percentage moet voordat het geïnterpreteerd wordt gerelateerd worden aan de mate van daling van de Ht.

Volg nu de volgende rekenvoorbeelden:
Voorbeeld aanpak van reticulocyten percentage berekening:
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Zie voor uitgebreidere uitleg van het begrip maturatie tijd: 

Piek, C.J. The interpretation of automated haematology analyser data in practice. The European Journal of Companion Animal Practice, 2010, vol. 21, 177 – 185.
Link naar PDF file van dit artikel.
Maturatie tijd neemt toe als Ht daalt:
Ht = 0.45 l/l -> 1 dag

Ht = 0.35 l/l -> 1.5 dag

Ht = 0.25 l/l -> 2 dagen

Ht = 0.15 l/l -> 3.5 dagen
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Wat is de DDx in hoofdlijnen van anemie?

· …..

· ….

· …..

Welke groep van oorzaken in de DDx van anemie kunt u uitsluiten als u een overtuigende stijging vindt van de aanmaak van de erytrocyten?

Oefening 004.
Hoe zien de aanwijzingen voor een verhoogde aanmaak in het rode bloedbeeld eruit?
· Reticulocyten percentage overtuigend verhoogd

· Polychrome macrocyten

· MCV verhoogd?
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Zie voor verdere bespreking:

Piek, C.J. The interpretation of automated haematology analyser data in practice. The European Journal of Companion Animal Practice, 2010, vol. 21, 177 – 185. Link naar PDF file van dit artikel.
Tijd om te proberen of u met deze theoretische achtergrond informatie in de praktijk aan het werk kan: 
Oefening 005.
Oefening 006.
Hemolytische anemie? 
Op basis van anamnese en lichamelijk onderzoek kunt u een sterke verdenking hebben op hemolyse als oorzaak van de anemie. Om die verdenking te onderbouwen kunt u de osmotische resistentie van de erytrocyten bepalen. 

Oefening 007.
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De bovenstaande figuur laat de verdunningsreeks zien die we in het UVDL gebruiken om een osmotische resistentie reeks temaken. In de spoeddiensten en als u werkzaam bent op de IVA of IZA zult u van onderstaand In-huis protocol voor het bepalen van de osmotische resistentie gebruik maken.
OSMOTIC FRAGILITY

LABORATORY PROTOCOL
RATIONALE

Erytrocytes loose sodium in a hypotonic salt solution and osmotic diuresis leads to equilibration of the salt concentration inside and outside the cells. This is possible until a certain concentration. Further lowering of the concentration will lead to lysis of the erythrocytes. In normal dog erythrocytes the minimal concentration of NaCl that doesn’t lead to lysis is about 0,55 %.

The erythrocytes of dogs with immune mediated haemolytic anaemia show lysis, in about 85% of cases, at a higher NaCl concentration. One of the explanations for this phenomenon is that cells such as spherocytes that are seen in immune mediated haemolysis have an increased volume / surface ratio compared to healthy erythrocytes. Another explanation is complement-mediated damage of the erythrocyte membrane.

Increased osmotic fragility in dogs is in most cases caused by immune mediated haemolysis. The osmotic red cell fragility test is performed by comparing the amount of haemolysis of the erythrocytes of a healthy dog and a dog suspected of immune mediated haemolysis in a 0,55 % NACl solution.

Erythrocytes of a healthy cat compared to a healthy dog show lysis at a higher salt concentration.

MATERIALS

- 
4 clean number empty reaction tubes

- 
5 ml syringe

- 
Pasteur’s pipette

METHOD

1. 
Add 0,9% NaCl, (tap) water and  (heparin of EDTA) blood in 4 numbered reaction tubes:

	Tube nr
	0,9% NaCl
	H2O
	BLOOD NORMAL DOG
	BLOOD PATIENT

	1
	5 ml
	--
	5 drops
	--

	2
	5 ml
	--
	--
	5 drops

	3
	3 ml
	2 ml
	5 drops
	--

	4
	3 ml
	2 ml
	--
	5 drops


CAT:

	Tube nr.
	0,9% NaCl
	H2O
	BLOOD NORMAL CAT
	BLOOD PATIENT

	1
	5,5 ml
	--
	5 drops
	--

	2
	5,5 ml
	--
	--
	5 drops

	3
	4 ml
	1,5 ml
	5 drops
	--

	4
	4 ml
	1,5 ml
	--
	5 drops


2. 
Mix tubes on vortex.

3. 
Incubate for  5 minutes on room temperature.
4. 
Centrifugate for 5 minutes.

5. 
Result:

Tube  1 and 3 should be clear. Erythrocytes should be intact on bottoms of tube.

Tube 2 can be slightly haemolysed if plasma of patient was already haemolytic.

Tube 4 will show more haemolysis than tube 2 if osmotic fragility is increased.

Interpretatie osmotische resistentie?

Is de osmotische resistentie test specifiek voor immuungemedieerde hemolyse zoals de inhoud van het bovenstaande protocol suggereert?
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De osmotische resistentie test van de erytrocyten is potentieel afwijkend bij alle oorzaken van anemie door hemolyse (zie DDx voor de kat hierboven)

(Bovenstaande DDx is voor de kat. Wat is het verschil met de DDx voor hemolyse bij de hond?)

Oefening 008.
Als geconcludeerd is dat hemolyse de meest waarschijnlijke oorzaak is van anemie dan is de volgende vraag in de diagnostiek:
Is er sprake van immuungemedieerde hemolyse?

· Sferocyten?

· Coombs’ test positief?

· Autoagglutinatie?

We lopen de verschillende testen langs: 

Oefening 009.
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Beschrijf in uw eigen woorden hoe het ontstaan van sferocyten in zijn werk gaat. Wijs op bovenstaand bloeduitstrijkje de sferocyten aan en leg uit wat de kenmerken zijn waarop u baseert dat het sferocyten zijn. Gebruik er de plaatjes bij. 
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Hierboven ziet u een buisje bloed met macroscopisch agglutinerende cellen. Leg in uw eigen woorden uit hoe dit komt:

a) als het zgn agglutinatie betreft door zgn koude agglutininen, en 
b) als het agglutinatie betreft door zgn. warme agglutinerende (en hemolyserende) antilichamen.
leukocytenafwijkingen

Oefening 010.
Leukocyten differentiatie: (WC 06 Blok Bloed en Bloedvormende organen)
Neutrofielen = neutrofiele polymorfkernige granulocyten = “pmk’s”
Staafkernigen

leukocytenafwijkingen Lymfocyten

Monocyten

Eosinofielen

Basofielen

Juvenielen: in gezonde toestand niet in het perifere bloed aanwezig
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Leukocytose betekent niet automatisch ontsteking!

DDx van leukocytose:
· Fysiologisch? 

· Adrenaline Wat gebeurt er oiv adrenaline?
· Glucocorticoiden Wat gebeurt er oiv glucocorticoiden?
· Inflammatoir?

· Linksverschuiving

· Eosinofilie

· Lymfocytose

· Myeloide respons?

· Verschillende differentiatie stadia

· Leukemie?

· Juvenielen

· Herkomst (lymfoid, myeloid, erythroid, megakaryocytair)
Neutrofilie? Onderstaand flowschema geeft een stappenplan om de DDx van een neutrofilie uit te werken.
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Oefening 011.
Hoe ontstaat ook al weer een linksverschuiving? Lees het verhaal van Bram en Freek. En WC 06 van Blok Bloed en Bloedvormende organen.
Verhaal van Bram en Freek.
Oefening 011a.
DDx Leukopenie?

· Onvoldoende aanmaak
· Bi- of pancytopenie

· Verbruik

· Linksverschuiving

· Parasitair (Anaplasma phagocytophilia)

· Afbraak

Oefening 012.
DDx Thrombocytose?

· Reactief

· IJzergebrek

· Essentiële thrombocytose 

Oefening 013.
Oefening 014.
Thrombocytopenie?

· Artefact

· Verminderde aanmaak

· Bi-, pancytopenie

· Sequestratie

· Hemangio(sarco)men

· Verbruik

· DIS

· Thrombose

· Verlies

· Afbraak
· < 15 * 109 /L

Oefening 015.
Hemorragische diathese
Bij problemen met het oefenmateriaal kunt u het nakijken in de Syllabus Bloed en Bloedvormende organen. En het WC 05 Hemorragische Diathese uit ditzelfde blok.

Oefening 016
Welke vragen stelt u? 

Welk lichamelijk onderzoek is relevant? 
· Anamnese

· …

· …

· ..

· .. etc

· Lichamelijk onderzoek

· ..

· ..

Wat is verschil tussen primaire en secundaire hemostase?
Wat is de DDx van een hemorragische diathese?

Vul onderstaand DDx schema verder in.


Differentiële diagnose hemorragische diathese:

	A. Stoornis in primaire hemostase 

-> Petechien? Ecchymosen?
	

	1. 
	Thrombocyten getal

	2..
	BMBT

	3. Vaatwandafwijkingen: congenitaal of verkregen.
	BMBT

	4. Ziekte van Von Willebrand (vWD).


	Concentratie von Willebrand factor

	B. Stoornis in secundaire hemostase 

-> suggulaties, hematomen, hemothorax/abdomen?
	Screening:

PT, APTT, fibrinogeen

	1. Congenitale stollingsfactordeficiënties. 
	Individuele stolfactoren

	2..
	

	3. 
	II, VII, IX, X

	C. Combinatie van stoornissen in de primaire en secundaire hemostase 

-> suggulaties, hematomen, hemothorax/abdomen?
	

	1. Verbruikscoagulopathie (diffuse intravasale stolling = DIS)


	PT, APTT, fibrinogeen, trombocyten, (D-dimeren)


BMBT = buccal mucosal bleeding time = capillaire bloedingstijd.

Wat is het testprincipe van de PT en APTT?

[image: image20.emf]Secundary hemostasis

How to determine PT, APTT en 

fibrinogen?

PT

citrate plasma + Ca + activator intrinsic

coagulation

APTT

citrate plasma + Ca + tissue factor

time until development of fibrin clot is 

measured

Patient

Control


Welke onderdelen van het stollingspad onderzoekt u met de PT en APTT bepaling? Leg dit uit aan de hand van een schematisch overzicht van de stollingscascade.


[image: image21.emf]Coagulation cascade
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Vul de volgende tabel in: Geef steeds de hoofdgroepen in de differentiële diagnose van een hemorragische diathese. Geef aan hoe bij de desbetreffende aandoening de hemostase testen zullen afwijken van de gezonde situatie (gedaald, gestegen/verlengd, gelijk gebleven).

	Differentiële diagnose van hemorragische diathese 
	Trombocyten

(*10 9/l)
	PT

(sekonde)
	APTT

(sekonde)
	Fibrinogeen (g/l)
	Buccal Mucosal Bleeding

Time (= capillaire bloedingstijd)



	Stoornis in primaire hemostase
	
	
	
	
	

	1 …..
	
	
	
	
	

	2 …..
	
	
	
	
	

	3 …..
	
	
	
	
	

	4 …..
	
	
	
	
	

	Stoornis in secundaire hemostase
	
	
	
	
	

	1 …..
	
	
	
	
	

	2 …..
	
	
	
	
	

	3 …..
	
	
	
	
	

	Combinatie van primair/secundair hemostase probleem
	
	
	
	
	

	1 …..

(2 en evt thrombus)
	
	
	
	
	


(Tip: Bent u onzeker of u het goed gedaan hebt. U heeft tijdens de bachelor fase deze opdracht al gemaakt als voorbereiding op WC 05 Hemorragische diathese. Net als de onderstaande opdracht.)

De volgende 5 patiënten hebben allemaal een hemorragische diathese. Wat is uw waarschijnlijkheidsdiagnose op basis van hun laboratorium uitslagen? Maak hierbij gebruik van de tabel die u hierboven gemaakt hebt.

	
	Trombo-cyten

(*10 9/l)
	PT

(sekonde)
	APTT

(sekonde)
	Fibrino
geen 
(g/l)
	Waarschijnlijkheidsdiagnose?
	Klinische verschijnselen

	1
	= *
	(
	(
	=
	
	

	2
	(
	=
	=
	=
	
	

	3
	(
	(
	(
	(
	
	

	4
	=
	=
	(
	=
	
	

	5
	=
	=
	=
	=
	
	


* (, (, =, betekenen respectievelijk toegenomen, afgenomen, en in referentiegebied gebleven.
Oefening 017.
Oefening 018.
Oefening 020.
Een veelvoorkomende oorzaak voor een hemorragische diathese in de eerstelijnspraktijk is de volgende: 

Oefening 021.
De aanpak zoals we die op de UKG toepassen vindt u in onderstaande artikelen. 

J.H. Robben et al. Anticoagulant rodenticide poisoning in dogs in the Netherlands.  Tijdschrift voor Diergeneeskunde 1997, 122, (17) 466 - 71
J.H. Robben et al. Plasma superwarfarin levels and vitamin K1 treatment in dogs with anticoagulant rodenticide poisoning; Veterinary Quarterly, 1998, 20 (1) 24 – 7.
Bekijk de onderstaande onderzoeksresultaten van Sheafor et al. en leer eruit wat de: 

· De meest voorkomende klinische presentatie is

· Stollingsuitslagen zijn die u kunt verwachten bij een hond die u verdenkt van een vitamine K antagonist intoxicatie.

· (OSPT = PT; APTT = aPTT)

· ACT = Activated clotting time is een stollingstest die we in de UKG niet gebruiken. Een speciale ACT buis die een stollingsactivator bevat wordt direct gevuld met vol bloed. De buis wordt op lichaamstemperatuur (waterbad) gehouden. Uiteraard nadat de buis goed gemixed is door meerdere malen te zwenken. Na 40 -50 seconden wordt de buis elke 10 – 15 seconden uit het waterbad gehaald en gecontroleerd op het ontstaan van een stolsel. De ACT is veel minder gevoelig dan de PT en de APTT. Hij is dus in een later stadium pas afwijkend bij honden met een rodenticide intoxicatie dan de PT en APTT. Tevens kan door de test opzet geen idee gevormd worden waar de afwijking in de stollingscascade zich bevinden. 
Ruimte voor aantekeningen.
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