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Kurshefte Blodkurset Modul 1 termin 2. Side 2

Praktiske opplysninger om kurset og kursheftet.

NB: Du ma ha lest gjennom kursheftet for du meter pé kurset.

Detaljert timeplan for kursdagene finner du pa Mine studier. Der er det ogsé linker til egne
instruksjons-sider og annet materiell.

Det er tre kursdager for hver student. Dag 1 og dag 2 arbeider dere pa kurssalen i grupper pa 4
studenter. Dag 3 er digital med gruppearbeid; dere deles inn 1 grupper basert pd LSB grupper.
Kursdag 1 og 2 mé du f& underskrift i din egen fremmetebok.

Digitalt kurs dag 3 registrerer vi alle som er palogget: Skriv navnet ditt nar du logger deg pa. Vi
tar flere stikkprever underveis 1 kurset for & se at du fortsatt er palogget og deltar i gruppearbeidet.

Pé kurssalen legger vi fram korte beskrivelser av de aktivitetene du skal ga gjennom og et
flytskjema for arbeidet den aktuelle dagen.

Dag 1 Pa kurssal. 4 timer.
Mal: Trene pa bruk av utstyr og teknikk for venepunksjon og kapillaerpunksjon.
Analyse av erytrocytter (rede blodceller).

Praktisk gjennomfoering: Dere arbeider i grupper pa 4

-Utfere minst en venepunksjon pé prevearm under supervisjon.

-Utfore kapillerpunksjon pa medstudent: alle skal ta blod som skal brukes for &:

-Male hemoglobin (Hb) og EVF (=hematokrit)

-Beregne konsentrasjon av erytrocytter ut fra oppgitt telletall for erytrocytter og beregne MCV
-Bruke blod som er satt fram: farge, lage blodutstryk og telle retikulocytter i mikroskop

Innlevering: Bruk utdelt papirskjema som kladd: Til slutt legger hver enkelt svarene inn 1 eget
nettskjema. Husk & fa underskrift for frammete i din egen bok.

Dag 2 Pa kurssal. 4,5 timer.
Mal: Venepunksjon av medstudent. Analyse av leukocytter (hvite blodceller). Pavise fysiologisk
leukocytose og endring i koagulasjon av blod (APTT) etter 5 min sykling med hoy intensitet.

Praktisk gjennomfering: Dere arbeider 1 grupper pa 4.

-En student pé hver gruppe sykler 5 minutter med hgy intensitet.

-For og rett etter sykling: Venepunksjon (Ta ett citratrer og ett EDTA reor). Telle puls.
-EDTA ror: Méle hemoglobin (Hb). For og etter sykling.

-EDTA ror: Lage og mikroskopere blodutstryk (kun fra blod fra for sykling).

-EDTA ror: Levere begge ror, fra for og etter sykling, til maskinell telling av leukocytter med
differensialtelling.

-Citratrer: Méle APTT for og etter sykling.

Innlevering: Ett papirskjema per gruppe. Skriv navn pa alle i gruppen pa skjema. Skjema leveres ved avslutning av
kursdag 2. Husk & {4 underskrift for frammete i din egen bok.

Dag 3 Digitalt kurs. 4,5 timer
Kasuistikker som lgses i grupper (breakout-rooms). Ingen innlevering.
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Lzaeringsmal for kurset

-Kunne forklare fremgangsmaéten for kapilleer og vengs blodprevetaking

-Kunne gjore rede for enkle hematologiske undersgkelser, med vanlige feilkilder og krav til
noyaktig utforelse

Ferdigheter

-Utfere kapiller og venes blodprevetaking med adekvate tiltak for beskyttelse mot blodsmitte
-Lage et blodutstryk for undersekelse i mikroskop

-Utfere og tolke noen enkle laboratoriepraver med relasjon til hematopoiese og hemostase

Hvorfor skal vi leere dette?

Undersekelser av pasienter innebarer ofte at det blir tatt og analysert blodprever. Disse tas vanligvis fra en vene i
albuen: vengs blodprave, eller fra et stikk i fingeren: kapiller prove. Pravene kan analyseres pa legekontoret eller
sendes til et laboratorium. Det er viktig at disse provene tas pa riktig méte, i riktig preverer og at prevene behandles
riktig for analyse. For a tolke prevesvarene er det ngdvendig & kjenne til feilkilder som oppstar ved forberedelse av
pasient, teknikk ved prevetaking og bruk av riktig prevebeholder.

Analyser: méleprinsipp og utforelse av analysene gir forstaelse for fysiologiske prosesser og hvordan vi kan far
innsikt i pasientens helsetilstand.
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Laboratoriearbeid: Forebygging av blodsmitte

I lopet av kurset vil dere komme i kontakt med blod, som kan inneholde smittestoffer:
Hepatittvirus (Hepatitt B og hepatitt C; virus som kan gi leverbetennelse)

HIV (Hiv er et virus som medferer svekkelse av immunforsvaret slik at kroppen er mer mottakelig
for infeksjoner og sykdom. Aids er diagnosen som brukes ved langtkommet hivinfeksjon med
komplikasjoner).

Blod skal alltid behandles som om det er smittefarlig.

Benkepapiret er definert som «urent omrade.
Blod og utstyr som kommer 1 kontakt med blod skal handteres pa benkepapiret.
Legg ikke ting som skal tas med ut fra kurssalen pd benkepapiret, som kurshefte, veiledninger etc.

Ikke spis eller drikk pé kurssalen.

Arbeid rolig og konsentrert nar du handterer kanyler, blod, spisse gjenstander, glassutstyr etc.
Bruk laboratoriefrakk. (Blod pa kler fjernes best med kaldt vann).

Vask huden med 70 % etanol for dere stikker.

Bruk hansker. Unnga blodsel.

Unnga stikkskader. De kanylene vi setter 1 kanyleholderen er spiss i begge ender!
Spreytespisser, glass- og alt stikkende eller blodig avfall kastes straks i gule avfallskontainere.

Hansker: Var oppmerksom pé at hanskene kan bli forurenset under bruk. Bytt derfor hansker ofte,
og bytt straks hvis du seler blod pé hanskene. Var spesielt observant hvis du har sir pd fingrene.
Gjenstander som telefoner, derhandtak og annet utstyr skal ikke bereres med hanskene.

Hygienisk handvask er et av de viktigste smitteforebyggende tiltak ved laboratoriearbeid.
Hansker kan vare utette og handvask er derfor viktig selv om man har brukt hansker.

Foreta derfor alltid hdndvask/eller bruk handsprit etter avsluttet prosedyre, ogsé nar du har brukt
hansker.

Ved sol pa benk eller sentrifuger: Fukt omrddet med 5 % kloramin 1 time og vask med 70 % sprit.

Rutiner dersom noen stikker seg pa kanyler eller annet med blodinnhold:
UiO stikkskade stikkskadekonvolutt.pdf (uio.no)

4.1 Strakstiltak/fgrstehjelp etter stikkskade

1 2 3

Stikkskade med spontan
blgdning

La det blg til det stopper
spontant

Skyll med rikelig vann i
10 min.

Desinfiser med Klorhexidinsprit 5
mg/ml

Stikkskade uten spontan
blgdning

Ikke provoser fram blgdning ved
3 klemme

Skyll med rikelig vann i
10 min.

Desinfiser med Klorhexidinsprit 5
mg/ml

Blodsprut pa gyne eller
slimhinner

Skyll med rikelig vann i
10 min.

Blodsgl i sar

Skyll med rikelig vann i
10 min

Desinfiser med Klorhexidinsprit 5
mg/ml



https://www.med.uio.no/imb/om/hms/laboratoriearbeid/stikkskadekonvolutt.pdf
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Venepunksjon

For at dere skal lykkes med venepunksjon, mé dere kjenne alt utstyret dere skal bruke. Dere ma
derfor gve og teste bruken av utstyret for dere utforer venepunksjon.

Dag 1: Dere skal forst gjore dere kjent med utstyret pa egen plass. Det er lagt ut veiledning som
dere skal folge. Deretter skal dere utfere minst en venepunksjon pa prevearm under veiledning og

f4 denne godkjent.

Dag 2: Dere skal utfore venepunksjon pé hverandre. Venepunksjon skal da utferes ved en av
stasjonene som er satt opp for dette, under observasjon av en av kurslederne.

En venepunksjon av en pasient skal gjennomfoeres etter en helt standardisert prosedyre.
Se gjennom en instruksjonsvideo som brukes i utdannelse av bioingenierer.

https://www.youtube.com/watch?v=LOclErLHxYw&t=94s

Det er individuelle forskjeller pa anatomisk plassering av venene. For & finne en vene for
venepunksjon ma du gjere en veneprioritering pd pasienten og planlegge hvor og hvordan du
skal stikke kanylen slik at den kommer inn i venen.

Vanligste varianter i veneanatomi :
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https://www.youtube.com/watch?v=LOclErLHxYw&t=94s

Hvordan velge punksjonssted = veneprioritering.
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Vanligvis velger man i prioritert rekkefolge:

For & undersegke hvilken vene som er best &
bruke, setter du pa et staseband og kjenner pa
venene 1 albueboyen med pekefingeren.
Stasebandet stopper blodstrem oppover i venen
(tilbake til hjertet), slik at venene i armen
nedenfor blir utspilt og dermed lettere a kjenne
og bedre & stikke i.

Kjenn at venen lar seg trykke sammen. Bruk
fingeren og synet og lag deg et tredimensjonalt
bilde av hvor, under hudoverflaten, venen
ligger og hvilken vei den giar. Bestem deg for
hvor du vil stikke inn kanylen og i hvilken
retning du vil fore den, slik at kanylespissen
kommer inn i venen. Tenk deg at du forer
kanylespissen inn 1 et tynt rer som ligger under
hudoverflaten.

Du ma holde kanyleholderen (vakutainerholderen) slik at du har et stedig grep og slik at du ikke
stenger for 4pningen der du skal fore inn prevererene nar du har kommet inn i venen.

DET ER BARE EN GOD MATE A HOLDE KANYLEHOLDEREN.
TREN PA DETTE GREPET. Pekefinger og langfinger under, tommelen oppA.

To fingre st@gdig mot underlaget og tommelen over
vakutainerholderen, gir et godt grep.
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For du gjer din ferste venepunksjon ma du eve pé 4 sette proverer inn i kanyleholderen nar
kanylen er plassert i venen. Det gjelder & holde kanylen som ligger inne i venen helt i ro mens du
fyller de nedvendige prevererene. Dere skal bruke ror, kanyle, kanyleholder og ove dere pé dette
for dere gar til provearmen.

Sette roret inn 1 kanyleholderen:

Hold pekefinger og langfinger bak de to vingene nederst pa kanyleholderen. Trykk
tommelfingeren mot bunnen av reret og press imot med fingrene, slik at du trykker reret inn 1
kanyleholderen. Den spisse enden av kanylen inni kanyleholderen vil perforere korken i reret. Da
kan blodet stromme fra hullet i kanylen som ligger inni venen og gjennom hullet som nd er inni
roret. I roret er det undertrykk, slik at blodet suges inn 1 provereret og det fyller seg.

Trekke rgret ut av kanyleholderen:
1

|

|

Nar du skal trekke ut rgret som er fylt, holder du mot enden av kanyleholderen nar du trekker ut,
slik at kanylespissen som fortsatt ligger inni venen ikke rgrer pa seg.
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Sann holder du hendene og pasientens arm nar du skal stikke inn kanylen.

Venstre hand griper om
underarmen. Venstre tommel
strekker huden nedenfor venen slik
at venen ikke ruller bort nar du
stikker i den.

Hgyre hand: Du holder
kanyleholder med tommel pa
oversiden og to fingre pa
undersiden. Stgtt fingrene mot
pasientens arm.

Stikk kanylen inn i venen i samme
retning som venen gar, med en
vinkel pa 20-30 grader. Hullet
foran pa kanylen skal peke opp.

Her er en video som i detalj forteller om hvordan du skal stikke kanylen inn i blodaren:

https://youtu.be/wxu BzBwjzc

Dere far utdelt kanyler som har et lite vindu rett for kanylen gar inn i kanyleholderen (kalles
Visio). Dette vinduet fylles med blod straks du er inne i venen. Det er til stor hjelp. Nér du ser at
det kommer blod i vinduet, er du akkurat kommet inn i venen: du forer da kanylen noen millimeter
lenger oppover i venens retning slik at den blir liggende fritt inni venen.


https://youtu.be/wxu_BzBwjzc
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Se at nélen er skéret skjevt helt foran. Det er en
spiss pa nalen som skal vare ned mot huden og et hull i nilen
som skal peke opp.

For du har tatt av beskyttelseshetten, ser du en
sort prikk pa kanten av hetten. Denne prikken angir hva som
er opp, altsd hvor hullet i sproytespissen er under hetten.

Du tar av beskyttelseshetten rett for du stikker,
altsa nar alt er klart og du holder néleholderen i posisjon.

For & hindre stikkskader:

Det siste du gjer for du stikker, er a ta av beskyttelseshetten.
Det forste du gjer nér du tar ut kanylen, er & sette
beskyttelses-skjoldet over nalen.

Beskyttelseshette

Sort prikk som viser opp

Beskvttelses-skiold

Néleholder med beskyttelseshette, den er tatt av til venstre. Straks du har tatt ut nilen etter
venepunksjonen skal du med etthandsgrepet sette pa skjoldet. Skjoldet dekker da over nélen og
beskytter mot stikkskader.
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Tenk deg at du stikker inn 1 et
blodfylt «rer», og du skal bare
stikke gjennom den fremre
veggen og inn 1 venen («rorety»).
Skyv deretter kanylen noen
millimeter oppover i1 venen. Du
ma da vinkle kanylen slik at den
gér 1 venens retning. Se
ultralydbildet til venstre.

Her ser du hvordan kanylen har gatt gjennom fremre vegg av venen, og na ma den vinkles enda
mer i retningen langs veneveggen og skyves litt lenger oppover i venen. Da ligger hullet i kanylen
godt inni venen.

Nar kanylen ligger inne i venen, skal pregvergret stikkes inn i den andre enden av kanylen, inni
kanyleholderen. Da kan blodet stramme gjennom kanylen og ned i prgvergret. | pravergret er det
et undertrykk (vakuum-rer) slik at blodet suges inn i raret.

Video som i detalj forteller om hvordan du skal stikke kanylen inn i blodaren:
https://youtu.be/wxu BzBwijzc

Vakuumrgr: Starrelsen pa undertrykket i raret er tilpasset gnsket fylning av raret, slik at nar det
slutter & stramme blod inn i rgret skal det veere riktig fylt. Det er et merke (en sort strek eller en
sort trekant) pa etiketten pa rgret som viser hvor mye blod som skal veere i rgret nar det er fylt.

For rer som inneholder veeske med antikoagulans (citratrar, bla kork, og senkningsrer, sort kork
f.eks) er det spesielt viktig med riktig fylning av raret, slik at fortynning av blodet er som
forventet. For rgr som inneholder tilsetning som pulver (EDTA-rar for eksempel), er det ikke sa
kritisk med ngyaktig volum, men fortsatt ber det veere samsvar mellom tilsetning og blodvolum
slik at konsentrasjonen av tilsetningen er korrekt. Pravergr er merket med holdbarhetsdato og etter
denne kan det f.eks. veere for lite undertrykk og raret blir ikke skikkelig fylt. Pravergr skal ikke
brukes til pasientpraver etter holdbarhetsdato.

Et tips:

Noen ganger slutter blodet a stramme inn i prevergret nesten med en gang du setter det pa. Det
kan vaere fordi kanyle-apningen inne blodaren har sugd seg fast i veneveggen. Se figuren
nedenfor. Nar du setter pravergret, som har undertrykk, inn i bakre spiss pa kanylen, kan apningen
pa kanylens spiss inni venen suge seg fast i veneveggen.

Da hjelper det & rotere kanylen rundt kanylens akse, slik at kanylespissen slipper veneveggen.

.l""t..c'(l".."~...J." V
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https://youtu.be/wxu_BzBwjzc
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Nar prgvergret er fylt med blod:

Straks du har tatt rgret ut, ma du med en gang blande blodet med tilsetningene i raret.

Du skal vende raret rolig 180 grader flere ganger. De fleste laboratorier angir at du skal vende
rgret 5-10 ganger.

Naér alle rerene er fylt, kan du trekke ut kanylen og presse en tupfer eller en bomullsdott mot
innstikkstedet (hullet i huden og blodaren). Press i noen minutter, si det ikke bler. Be evt.
pasienten om & presse pa dotten noen min. for du setter pa plaster.

Straks kanylen er ute skal du bruke etthandsgrep og presse beskyttelses-skjoldet over kanylen sa
spissen beskyttes. Bruk tommelen eller pekefingeren. Se hvordan du bruker skjoldet med

etthandsgrep slik at kanylens spiss raskt dekkes etter venepunksjonen pa denne videoen:

https://www.youtube.com/watch?v=07RKI192Xss



https://www.youtube.com/watch?v=o7RKI1g2Xss
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Kapillaerpunksjon
Slik skal en kapillerpunksjon av en pasient gjennomfares:
https://www.youtube.com/watch?v=UM3-fYNmtKs

Pa slutten av videoen vises hvordan man samler opp et stgrre blodvolum. Pa dette kurset skal dere
bare fylle 2 kapillarrar til 2 male EVF og 1 kyvette for Hb maling.

Hva er kapilleerpunksjon:

Nar du skjeerer inn i huden med lansetten kommer det en blgdning fra de minste blodkarene i
huden. Det kan ogsa komme litt vaeske fra vevet, mest i starten.

Vanligvis tarkes de farste 1-2 drapene bort, da blgr det bedre og lengre. Blodet som kommer ut vil
stamme fra de minste venulene, arteriolene og kapilleerene. Huvis fingeren er varm og med god
gjiennombladning vil blodet likne mye pa arterieblod.

1.0 mm

1.6 mm =

Pain receptor Vascular bed

Lansetten stikkes inn pa siden av langfinger eller ringfinger, merket med grant. Ta av ringer.

7
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https://www.youtube.com/watch?v=UM3-fYNmtKs
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Her er en beskrivelse av kapillaer-punksjon, trinn for trinn. Husk at du skal bruke hansker.

1. Pass pé at pasienten sitter bekvemt. Har 2. Bruk enten langfinger eller ringfinger
pasienten kalde hender, ber de varmes i (uten ring) for prevetaking. Vask
varmt vann. For at blodet skal kunne sirkulere provetakingsstedet med desinfeksjons-
uhindret, ber en ikke stikke i en finger med middel og la det tarke.

ring. Ved & se til at alle finger er utstrakte,
uten 4 vere anspente, unngar man ugnskede
staseeffekter.

3. Stryk lett med tommelen fra siste fingerledd og 4. Her har tommelen blitt streket lett opp mot
opp mot fingertuppen. Dette stimulerer fingertuppen. Stikk pé siden av fingertuppen, der
blodtilferselen opp mot prevetakingsstedet. er blodtilferselen best og smertefalelsen minst.

5. Terk av de to, tre forste bloddrapene. Dette 6. Pass pé at bloddrapen er stor nok til 4 fylle
stimulerer blodtilferselen. Om nedvendig, press kyvetten eller glassraret helt. Sett spissen mot
igjen med tommelen til ny bloddrape kommer frem. midten av bloddréapen.

Unnga & “melke” fingeren.

Side 13



Kurshefte Blodkurset Modul 1 termin 2.

Side 14

Naér du skal fylle kapillarrer er det viktig & ikke fa luft inn i reret. Dette er spesielt viktig nér du tar prove til syre-
base/blodgass undersekelse. Vi skal bare fylle en kyvette til hemoglobinmaling og to kapillerrer til EVF maéling.
Stikk kyvette og kapillerrer inn i bloddrapen s& det kommer minst mulig luft til.

1. Bring the capillary tube to the finger ar heel and collect a
drop of blood without touching the patient’s skin.
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2. If a second drop is necessary, maintain the position of the
capillary tube to the finger or heel at an angle to prevent any
air bubbles from entering. Touch the drop of blood with the
end of the capillary tube to avoid the two drops of blood
being separated by an air gap.

3. To finish filling the tube, slowly lower the capillary tube.

m

Improper Technique
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Bringing the tip of the capillary tube to the finger or heel at
an upward angle may introduce air bubbles into the capillary
specimen.

Hold den enden som du fyller med blod
lavest, slik at det ikke kommer luft inn i
kapiller-roret.

Sett kapilleret inn i bloddrapen, ikke berer
huden.

Hvis du ma vente pa at det kommer en ny
drape, hold fortsatt reret med den tomme
siden opp.

Helt pé slutten av fyllingen kan du senke
roret

Ikke gjor dette:

Hvis du holder kapillar-reret nedover
utenfor bloddrdpen vil det komme inn luft
i kapilleer-roret.
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Blodkurs Dag 1 Pa kurssal

Kursdagen skal gi dere kunnskap om de rede blodcellenes fysiologi. Metodene dere skal

utfore er:

- Kapillarpunksjon: blodprevetaking fra fingertupp pa hverandre.

- En bloddrépe fra kapillerpunksjon tas til kyvette til méling av hemoglobin (Hb) pa et lite
pasientnaert instrument, HemoCue.

- Bloddrépe fra kapillerpunksjon fylles 1 kapillerrer, gjor dette to ganger. Disse to
kapillerrerene brukes til parallellmaling av EVF (Erytrocytt Volum Fraksjon =
hematokrit).

- Beregning av MCV: bruk utlevert tall for antall-konsentrasjon av erytrocytter for & regne
ut konsentrasjon av rade blodlegemer 1 blodet. Bruk gjennomsnitt av de to malte EVF.

- Finn blod som er satt fram: Bland en drape blod og en drépe fargevaske og lag et

blodutstryk som brukes til 4 telle retikulocytter (umodne erytrocytter) i mikroskop.

- Ove med utstyr for venepunksjon og utfere venepunksjon péd prevearm
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Hvorfor male hemoglobin (Hb)

Sla opp informasjon om Hb: Nasjonal brukerhandbok i Medisinsk biokjemi (brukerhandboken.no)

Maling av hemoglobin er en av de aller vanligste blodprevene som blir tatt av pasienter. Hb er
konsentrasjonen av proteinet hemoglobin som finnes inne i de rade blodlegemene. Det er de rade
blodcellene som frakter oksygen fra lungene til alt vev i1 blodet, og hovedmengden av oksygen
finnes 1 blodet bundet til hemoglobin. Jo heyere konsentrasjon vi har av dette proteinet, jo bedre
kapasitet har vi til 4 frakte oksygen til vevet. Dette er spesielt viktig ndr det skal utferes et kraftig
fysisk arbeid. Derfor vil en hay verdi av hemoglobin vise at personen har hoy kapasitet for & frakte
oksygen. Det er mulig & bruke dopingmidler for & gke hemoglobin, det kan vere & ta inn kunstig
erytropoetin (EPO) som stimulerer til nydannelse av rede blodlegemer, eller & tappe ut eget blod
som settes tilbake like for konkurranse (bloddoping). For a kontrollere dette, er det satt en gvre
grense for hvor hay hemoglobinkonsentrasjon en idrettsutever kan ha. For & folge utviklingen av
hemoglobinnivéet kan det settes krav om at idrettsutevere skal legge fram et blodsertifikat, en
jevnlig méling av hemoglobin for & se at det ikke er mistenkelige endringer over tid.

For & produsere hemoglobin trenger kroppen blant annet jern, og ved jernmangel kan man utvikle
for lavt hemoglobin-niva, dette kalles jernmangelanemi. Anemi er et for lavt niva av hemoglobin.

Hb-maling med HemoCue
Dere bruker bloddrépe fra kapillerpunksjon, Hver student skal bli tatt preve av slik at alle far
prover med eget blod og kan male pé dette. La kyvetten fylles fullstendig med én gang. Etterfyll
aldri en kyvette! (For & unngé luftbobler.)

Bildet viser en bloddrape som
er satt av pa et glatt papir, og
blodet trekkes opp 1 kyvetten.
Slik gjer dere pa dag 2 for &
male Hb pd blod fra EDTA rer
som er tatt for og etter sykling.

-

—~ e

Pa dag 1 skal dere trekke
bloddrapen direkte fra
kapillerpunksjon i fingeren og
inn 1 kyvetten.

Terk evt av overskudd av blod pé utsiden av kyvetten med

papir. Pass pa at ikke noe blod suges ut av kyvetten.

Vent 40-45 sekunder for 4 la reagensene 1 kyvetten virke. Du kan se mot lyset at sirkelen inne i
kyvetten klarner opp. Dette skjer fordi det inni kyvetten er et stoff som hemolyserer (odelegger
membranen) de rode blodlegemene. Da fordeler hemoglobinet seg i hele vaskeflaten, og vi méler
hemoglobinkonsentrasjonen 1 blod.


https://www.brukerhandboken.no/index.php?action=showtopic&book=biokjemi&topic=8faf79d3d2f866108c01
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Sett mikrokyvetten inn i
fotometeret.

Vent til dere ser 3 streker 1 display (
- - - ) og lukk kyvetteskuffen.
Proven skal analyseres innen

10 minutter etter at kyvetten er fylt.
Resultatet kan avleses etter 15-45
sekunder

Legg merke til hvilke enheter
instrumentet er innstilt pa. 1 Norge
bruker vi enheten g/dl (= g/100 ml)
for hemoglobinkonsentrasjonen

Referanseniva: (kan variere noe mellom laboratoriene)

> 18 ar, Kvinner 11,7 - 15,3

> 18 ar, Menn 13,4 - 17,0



Kurshefte Blodkurset Modul 1 termin 2. Side 18

Hvorfor male EVF

Sla opp informasjon om EVF: Nasjonal brukerhandbok i Medisinsk biokjemi (brukerhandboken.no)

EVF (Erytrocytt Volum Fraksjon) angir fraksjonen av blodvolumet som bestar av blodlegemer.
Det uttrykker mye av det samme som Hb, fordi jo heyere andel av blodvolumet som utgjores av
de rade blodlegemene, jo mer har vi av det proteinet som finnes i blodcellene: Hemoglobin. Men
det er ikke helt entydig sammenheng, fordi konsentrasjonen av hemoglobin i erytrocyttene kan
variere. EVF brukes 1 f. eks. USA mer som vi bruker Hb.

Male erytrocytt volum fraksjon (EVF = Hematokrit)
Blod bestér av plasma og blodceller; erytrocytter, leukocytter og blodplater.
Vi fyller et tynt kapillerrer som er tilsatt litt heparin med blod, og sentrifugerer dette kraftig. Da
vil blodcellene legge seg nederst og plasma gverst. Vi méler hvor stor andel av totalvolumet som
bestér av de rede blodcellene. Dette er erytrocytt volum fraksjon, EVF. Volumet av de
tettpakkede rede blodceller méles da i forhold til det totale volumet av blodcellene pluss plasma.
Sterrelsen pa EVF sier omtrent det samme som hemoglobin-konsentrasjonen hos et friskt

menneske.

Kapilleerrer til méling av EVF

To ferdig hepariniserte kapilleerrer (hematokritrer) fylles ca. 3/4 fulle med blod fra fingertupp. De
tettes med spesialvoks i den enden som er fri for blod (sé kittet ikke blir blodtilblandet; det mé da
kasseres).



https://www.brukerhandboken.no/index.php?action=showtopic&book=biokjemi&topic=afe5be6c0197d987049a
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Rearene sentrifugeres i 5 min med 10.000 r.p.m. (runder per minutt) i serskilt sentrifuge. Den
enden som har kitt skal vende utover i ringen. Det er viktig a sette pa begge lokkene. Ver sikker

pa at det innerste lokket sitter godt.

Pa kurset skal dere bruke en spesialskive for mdling av EVF, den regner ut prosent basert péd
lengden av blodseylen og hele lengden av blodseyle pluss plasma.

Bruksanvisning ligger fremme ved maleskivene.

Erytrocyttvolumfraksjon

For sentrifugering Etter sentrifugering

~— |uft
-4— Vaskemenisk

~%— Plasma

Malemetoden for erytrocyttvolumfraksjon illustrerer at blodet bestar av ca. 40 % blodlegemer og ca. 60 %

blodplasma.

Referanseverdier: Menn 0.40-0.50. Kvinner 0.35-0.46.

Hvorfor beregner vi mengde/andel av erytrocyttene som er RETIKULOCYTTER?

Husk at retikulocyttene er stadiet for disse cellene blir til modne erytrocytter. Retikulocyttene er
de helt ferske rade blodlegemene som kommer ut fra beinmargen. De sirkulerer som
retikulocytter kun 1-2 dager for de blir modne erytrocytter. Andelen av retikulocytter gir oss
informasjon om det er normal, gkt eller for lav produksjon av erytrocytter i blodmargen. Dette kan
vare svart verdifull informasjon om tilstanden 1 beinmargen, for eksempel om en beinmarg som
er transplantert er begynt & fungere. Svart lav andel (ingen retikulocytter) kan vise at beinmargen
ikke fungerer, og dette kan veare en grunn til at pasienten har anemi (lav Hb).
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Telling av retikulocytter i mikroskop.
Retikulocytter er unge, rade blodceller som nylig er kommet over i blodsirkulasjonen fra
produksjonsstedet i beinmargen. De har ennd ikke kvittet seg med hele sitt proteinsyntese-apparat
(RNA). Ved farging vil RNA vises som punkter og nettverk (retikkel) i disse rade blodcellene.
Retikulocyttene skal telles i mikroskop.

Telling av retikulocytter kan brukes til & avgjere om en anemi skyldes benmargssvikt eller
blgdning/hemolyse.

Beinmargsvikt: Ingen retikulocytter.

Bladning/hemolyse med frisk beinmarg: Mange retikulocytter fordi det mobiliseres fra beinmarg
slik at det kommer mange retikulocytter ut.

Utfarelse:
Hver student lager flere utstryk av fremsatt blod og teller retikulocytter i de(t) beste av dem.
Farging:

Like mengder fargeveeske (briljantkresylblatt) og kapiller- eller veneblod blandes i et reagensrer.
La sta ca. 10 min. Bland, med lett knipsing mot glasset eller med pasteurpipette.

Pa kurset kan dere lage blodutstryk selv med et objektglass og et utstryksglass, se nedenfor.
For & gjgre arbeidet med blodutstryk enklere, har vi tilgjengelig et instrument som lager utstryket:

Dere legger en liten drape blod pa utstryksglasset, det kan lages to utstryk samtidig. Trykk ned
hendelen rolig og bestemt. Ta opp utstryket og luftterre det ved a vifte kraftig.
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Manuelt laget utstryk:

En liten bloddrape fra blandingen plasseres ved hjelp av f.eks. en pasteurpipette et par cm fra
enden (eller rett ved skriveflaten) av et helt rent objektglass (1).

Sett utstryksglasset med kanten ned mot objektglasset litt nsermere midten enn bloddrapen.
Utstryksglasset trekkes inntil bloddrapen, og da vil blodet trekke seg ut langs kanten pa
utstryksglasset (2).

Deretter fgres utstryksglasset jevnt, raskt og lett fra bloddrapen slik at blodet fordeler seg pa
objektglasset (3).

Bloddrape

Stottes of
hméer?den j ///////-» y §§'P /

Ved riktig drapesterrelse skal blodet ende i en tunge” et par cm fra enden av objektglasset.
Vift straks utstryket tart, med hurtige bevegelser.

Det planslipte utstryksglasset skal vaskes og legges i en flaske med 5 % kloramin; det skal brukes
om igjen!

Tell retikulocytter i mikroskop ved 100x forstarrelse, bruk immersjonsolje.
NB: spar far bruk dersom dere ikke kjenner til bruken av immersjonsolje.
Oljen tarkes etterpa forsiktig av linsen med blgtt linsepapir fuktet med rensevaeske!

) (B

Erytrocytt Retikulocytter

Far dere tar pa immersjonsolje, ma dere bruke noen minutter pa a finne et godt omrade av
preparatet a telle i.

Start med a fokusére pa 10x objektiv, finn et omrade hvor erytrocyttene ligger jevnt spredd,
«skulder til skulder», i hvert fall ikke i doble lag.

Ga videre til 40 x, og fokuser pa ny.

Deretter tar dere objektivet vekk fra preparatet, skrur til 100 x-objektivet og legger pa en liten
drape immersjonsolje.

NB! Aldri la 40x eller 10x objektivene komme i kontakt med oljen.
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Retikulocytter skal inneholde minst 2 distinkt bla korn eller trader.

Det finnes ofte krystalliknende artefakter i erytrocyttene, som da kan likne retikulocytter.
Artefakt-inklusjonene - men ikke ekte retikkel - forandrer farge fra lyst til mgrkt ved bruk av
fininnstillings-(mikrometer-) skruen.

Retikulocytt-prosenten telles manuelt som andel retikulocytter av totalt antall celler, multiplisert
med 100. Siden det ofte er relativt fa retikulocytter, er det gjerne ngdvendig a telle mange synsfelt
for a fa et rimelig ngyaktig resultat.

For a forenkle tellingen, kan du telle retikulocytter i hvert tilstatende synsfelt, mens du bare teller
totalantall erytrocytter i noen fa av feltene. Da antar du at totalantallet erytrocytter er det samme i
de andre feltene.

Eksempel: Du teller retikulocytter i 6 synsfelt og totalt antall (erytrocytter + retikulocytter) i 2 av
disse 6 synsfeltene. Regn ut gjennomsnitt av totaltall i disse to synsfeltene og bruk dette til & ansla
totalt antall rgde celler som 6 ganger dette gjennomsnittet. Legg sammen antall retikulocytter som
du fant i de 6 feltene, og del disse to tallene pa hverandre: antall retikulocytter/totalt antall rgde
celler For a fa tallet i % multipliserer du med 100.

. antall retikulocytter
Retikulocytt% = x100%
totalt antall erytrocytter

Referanseverdi for voksne: 0.5-1.5 % av alle erytrocytter.

Typiske sykdomstilstander som kan gke retikulocyttprosenten, er blgdningsanemier eller
hemolytisk anemi. Sa lenge produksjonsstedet i benmargen har normal funksjon, og det er nok
byggestener tilgjengelig (blant annet nok jern), vil blgdningsanemier eller vedvarende gdeleggelse
av erytrocyttene (hemolyse) fore til gkt erytropoiese.

Ved benmargsvikt vil erytropoiesen veare nedsatt. Nyresvikt vil ogsa gi lav retikulocyttprosent,
fordi det ikke skjer tilstrekkelig stimulering av erytropoiesen.

Retikulocyttmengden i blodet brukes gjerne som et mal pa produksjonshastigheten av
erytrocytter i benmargen. Retikulocyttmengden, men ikke prosenten, er litt hgyere hos menn,
ettersom mannlige kjgnnshormoner stimulerer EPO-produksjonen.

Retikulocytter: nydannede RBC

¢ Nydannede RBC som nylig er kommet over i blodet fra
benmargen. Ref.: 0.5-1.5% av RBC

* l|kke kvittet seg med hele sitt proteinsynteseapparat (RNA)

* RNA kondenseres til retikkel og punkter ved vitalfarging.
Retikkelet farges av basiske bla farger.

* Retikulocyttene sirkulerer i blodet i ca 1 degn fer cellene

er modne RBC.
/
Erytrocytt ;

Retikulocytter
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Maskinell telling av erytrocytter (=regde blodceller)
Pa kurset utforte vi tidligere elektronisk telling av celler med flowcytometri. Na vil vi bare
forklare hvordan dette ble gjort, og dere fér i stedet oppgitt et typisk telletall fra en slik telling.
Dere bruker det oppgitte telletallet til & beregne konsentrasjonen av rede blodlegemer i fullblod.

Praktisk utforelse:

For & telle erytrocytter, ma blodpreven forst fortynnes. Dette ble gjort ved & male opp 20 mikroL
blod (i et lite kapillaer-ror) og dette ble fortynnet i et lite mélebeger med oppmalt 10 mL vaske
(tilsvarer 10 000 mikroL): N4 er det fortynnet 20:10000 (det vil si 1:500 altsd 500 ganger)

Denne fortynningen ble blandet godt, og det ble tatt ut 20 mikroL av blandingen. Denne ble igjen
fortynnet i 10 mL vaeske Igjen er fortynning 20:10000 (det vil si 1:500 altsd 500 ganger)

En fortynning 20/10000 fortynnet 20/10000 vil si at det forst er fortynnet 500 ganger, sa igjen

fortynnet 500 ganger og resultatet er at den opprinnelige blodpreven nd er fortynnet 250 000
ganger (500*500=250 000).

Den fortynnede prove ble talt i et instrument, Coulter, som benytter en teknikk som heter
flowcytometri med impedansmaling. Dere skal bruke i den videre beregningen at det telles i den
fortynnede prgven 1750 antall rade blodlegemer i et volum pa 100 mikrolL.

Tips:

1 pul =1 mikroL = 1/1000 mL =1
milliontedels L=1x 10° L.

1 mL = 1000 mikroL = 1 tusendels
liter=1x 10> L.

1L =1000 mL =1 000 000 pL.

Dere skal altsa regne om fra en konsentrasjon pa 1750/100 mikroL til antall per liter. Og ved 4 ta
hensyn til fortynningen blir til det til sist konsentrasjonen av erytrocytter i blodpreven

Eksempel: dersom apparatet teller 2000 celler pr 100ul (dvs. 20 celler/ul) og fortynningen er

250 000 ganger ( dvs. 5 000 000 celler/puL blod), og dere skal regne om fra pL til L, blir resultatet
5x10'% celler/L.)

Referanseverdi erytrocytter:

Menn: 4.25-5.71 x 1012/L . Kvinner: 3.94-5.16 x 1012

/L.
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Utregning av MCV
EVF angir hvor stor andel av blodvolumet som bestar av erytrocytter.
Naé skal du bruke gjennomsnittet av de to parallellene av EVF:
For eksempel: hvis EVF er 40 % altsa en andel pé 0,4:
Det betyr at i en liter blod vil 40 % vaere erytrocytter.

Volumet av erytrocyttene i en liter blod er 1 dette eksempelet 0,4 L

Dere har fétt oppgitt telletall for erytrocyttkonsentrasjonen i en fortynnet preve og har beregnet
antall erytrocytter i en liter blod.

Da tar vi volumet av erytrocyttene i 1 L blod: 0,4 L og deler pé antall erytrocytter i 1 L blod:
Dermed har vi beregnet gjennomsnittlig volum av hver erytrocytt: MCV=Mean Corpuscular
Volume

MCV= mean corpuscular volume= Volumet av en red blodcelle.

Det er et meget lavt tall. Vi i bruker enheten fl=femtoliter = 107> L

MCYV (mean cell volume), giennomsnittlig erytrocyttvolum:
(normalt 82 - 112 fL, femtoliter = 10"°L):
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Notatskjema for kladd, fores inn i nettskjema
Navn: Prgvedato

Kladd, skal fares inn i nettskjema, link er
https://nettskjema.no/a/282303#/page/1

Maling av Hemoglobin, Hb: En prave av eget kapillzrblod:

g/dl (= g/100 ml)

Maling av EVF, dobbeltpraver av eget kapilleerblod oppgis i %

Prove 1: %

Prave 2: %

Beregning av erytrocyttkonsentrasjon basert pa elektronisk telling av erytrocytter. Se beskrivelsen Maskinell telling av
erytrocytter pa side 23. Oppgitt verdi av telletall etter fortynning er 1750/100 mikroL.

Utregning:

Oppaitt verdi av telletall etter fortynning er 1750/100 mikroL. Preven var fortynnet 250 000 ganger.

Dere m4 regne om til antall erytrocytter per liter (L). Siden tallet blir veldig hayt, oppgis dette i 1012 /L

Husk:

1 mikroL = 1/1000 mL = 1 milliontedels L =1 x 10 L.

1 mL = 1000 mikroL = 1 tusendels L =1x 107 L.

1L =1000 mL =1 000 000 puL.

RBC = Red Bloodcell Concentration = erytrocyttkonsentrasjonen Oppgis per L.

Beregnet verdi erytrocyttkonsentrasjon

Beregnet MCV (mean cell volume), gjennomsnittlig erytrocyttvolum

Resultat av retikulocytt-tellingene i mikroskop, bruk 2 desimaler

Egen verdi: %
De andre 3 pa laget fikk:

1 %

2 %

3 %



https://nettskjema.no/a/282303#/page/1
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Blodkurs Dag 2 Pa kurssal

Konsentrasjonen av leukocytter i blod kan veere gkt (= leukocytose) ved infeksjoner blant annet.

Konsentrasjon av de ulike typene leukocytter beregnes ved a gjgre en differensialtelling: Da
bestemmer man hvor mange lymfocytter, neutrofile granulocytter, eosinofile granulocytter,
monocytter og basofile granulocytter som sees per 100 leukocytter.

Det er viktig a kjenne til den fysiologiske leukocytose, som er gkt konsentrasjon av leukocytter
pa grunn av fysisk aktivitet far pravetaking. Fysisk aktivitet kan ogsa pavirke hemostasen, dette
skal vi undersgke ved en koagulasjonstest, APTT far og etter et kraftig fysisk arbeid sykle (5
minutter).

Pass pa at dere velger den pa laget med best vener til det fysiske arbeidet. Dere skal ta blodpragve
og telle puls ferst i hvilesituasjon og pa nytt like etter 5 minutters kraftig sykling.

* Citratrgr l
— Tilsatt Na-citrat som antikoagulans
* Citrat-plasma til koagulasjonsanalyser

* EDTA-rgr
— Tilsatt EDTA som antikogulans .
— Fullblod til hematologiske analyser F

— Kan sentrifugeres umiddelbart
* Plasma til kjiemiske analyser
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Ved kraftig fysisk aktivitet vil vi gke blodstremshastigheten og celler 1 blodet som vanligvis er randstilte, det vil si at
de ligger rolig ved areveggen der stremningshastigheten er lav, vil mobiliseres til det sirkulerende blodvolumet.
Vi finner derfor mer leukocytter i blodet nér vi tar en blodpreve like etter fysisk aktivitet som 5 min. sykling.

Naytrofile granulocytter finnes i ulike «pool»

benmarg: reserve
etter granulopoiese kan modne
ngytrofile granulocytter holdes i
benmargen i 5-6 dager

,\\

blod: fri sirkulasjon blod: randstilte/marginerte
omtrent 50% av granulocyttene i ==l | resten er randstilte — festet til
blodbanen er i fri sirkulasjon D o blodkarveggen i milt, lever, benmarg

og muligens lunge

vev //

infeksjon/betennelse fgrer til raskt
rekruttering av ngtrofil granulocytter

Hentet fra forelesningen til Michael Daws

Nar man utferer et langvarig fysisk arbeid, vil det etter hvert skje en mobilisering av blodceller fra beinmarg. Det vil
fore til at antall leukocytter gker. Fordi noe av gkningen bestar av umodne celler, altsa stavkjernete som enna ikke er

blitt til segmentkjernete granulocytter. Dette vil vi kunne pavise med en differensialtelling av blodet flere timer etter
langvarig fysisk aktivitet.
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Maskinell telling av leukocytter med differentialtelling

HemoCue WBC DIFF er et system for in vitro-diagnostikk som brukes til kvantitativ bestemmelse
av konsentrasjonen av leukocytter (White Blood Cells, WBC) i kapilleert eller vengst blod.

Som ved maling av hemoglobin bruker vi spesialkyvetter. Kyvettene til WBC DIFF inneholder et
hemolyserende middel som lgser opp de rade blodcellene og et fargestoff, metylenblatt, som
farger de hvite blodcellene. Et kamera i instrumentet tar 37 bilder av kyvetten, pa forskjellige
steder, og cellene blir telt med bildeanalyse og klassifisert i hver subgruppering.

Dere leverer de to EDTA rarene, tatt far og etter 5 minutter sykling, til instruktgr som utfarer
undersgkelsen i dette instrumentet. Husk at disse rarene ma vere godt merket med navn og
far/etter.

HemoCue WBC DIFF oppgir béde totalt antall leukocytter i 10%/L og en 5-punkts
differensialtelling: ngytrofile granulocytter, lymfocytter, monocytter, eosinofile granulocytter og
basofile granoulocytter. Dere far oppgitt verdiene nar deres prgve er analysert. Ta med utskrift fra
Instrumentet (bade 10%L og %). Det kjares en prave fra far og etter sykling pr lag.

Referanseverdier for leukocyttkonsentrasjonen er hos voksne ca. 3,5 - 10,0 x 10%/L.

Barn har gjerne noe hgyere totalverdier og flere lymfocytter enn voksne. Lavest konsentrasjon
finnes gjerne om morgenen; etter hardt muskelarbeid heves nivaet.

Emosjoner kan ogsa fare til gkt leukocytkonsentrasjon, med liknende mekanisme som
kroppsarbeidet (gkt adrenalin og hjertets minuttvolum). Maltider pavirker trolig ikke
leukocyttnivaet.
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Pa kurset kan dere lage blodutstryk selv med et objektglass og et utstryksglass, se nedenfor.
For & gjere arbeidet med blodutstryk enklere, har vi tilgjengelig et instrument som lager utstryket:

Dere legger en liten drape blod pa utstryksglasset, det kan lages to utstryk samtidig. Trykk ned
hendelen rolig og bestemt. Ta opp utstryket og luftterre det ved a vifte kraftig.
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Manuelt lage og vurdere blodutstryk
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Blodutstryk og differensialtelling - 3 Utfgrelse

Utstryksglass. Bruk den
korte siden

Objektglass

https://www.youtube.com/watch?v=6L.SB407A7vc&list=PLarScrkubNgTp18A5BIiHluOfHkUQqsY 8K &index=3

(35) Blodutstryk og differensialtelling - 4 Vurdering og differensialtelling - YouTube



https://www.youtube.com/watch?v=6LSB4O7A7vc&list=PLarScrkubNgTp18A5BIiHluOfHkUQqsY8K&index=3
https://www.youtube.com/watch?v=ijpGI_oWlqI
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Utstryket skal lages som pa dag 1 for retikukocytt-telling, men vi lager na utstryket for farging. Bland
blodet i EDTA-rgret (med blod tappet far sykling) godt far uttak, og sett av en liten bloddrape neert
skriveflaten av objektglasset.

)
Bloddrape /\/\
//

ORUggy n%j

1

Straks etter utstrykningen luftterkes preparatet hurtig ved energisk vifting. Lag flere utstryk fra vakumraret
med EDTA-blod tatt for trening, og velg ut de tre beste til farging.

Farging av blodutstryk til differensialtelling:

1. Fargelasningene finnes i separate fargebeger, pa fargestasjonen.

2. Dypp blodutstryket 5 ganger a 1 sekund i fiksérbadet og la resterende fiksérvaske suges av,
dvs. trykk enden av objektglasset mot et handklepapir.

3. Dypp objektglasset i radt fargebad, 5 ganger & 1 sekund. La overskudd av fargelgsning
suges av.

4, Dypp objektglasset i blatt fargebad, 5 ganger a 1 sekund. La resterende fargelgsning suges
av.

5.  Preparatet skylles sa forsiktig i en skal med vann. (Vannet ma vare rent. Bytt det ofte.)

6. Preparatet viftes tart.

Objektglassene kan farges enkeltvis eller mange samtidig, i holder. Fikservaesken som bestar av metanol,
ma byttes oftere enn fargevaskene. Fargevaeskene byttes ved utfelling, eller dersom fargen gir avvik fra
normal fargetone. Den rgde og bla fargeintensiteten pa utstrykene kan varieres ved a variere antall dypp i
de respektive bad. Bruk imidlertid aldri faerre dypp enn 3 i noe bad. Utstryket undersgkes i mikroskop,
med oljeimmersjonslinse (100x forstarrelse).

NB! Oljen fjernes fra linsen med rensevaske nar dere er ferdige.
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Vurdering og differensialtelling av leukocytter

neytrofile segmentkjernede

neytrofile stavkjernede\n :

eosinofile

Blodplater RBC 7

basofile

Neutrophil Eosinophil Basophil

o

 o... 80 “2°0

1-3 Peripheral blood smear (Wright stained) with six leukocytes: band neutrophil (upper left),
eosinophil (upper right), basophil (lower right), monocyte (lower left), lymphocyte (middle lef),
and segmented neutrophil (middle right). A single platelet is noted to the right of the band
neutrophil. The remaining cells in the field are red blood cells.
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Ngvtrofil granulocytt Ly ytt Monocytter Eosinofile Basofil
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Tell 100 WBC

Husk! Det planslipte glasset vaskes og legges i en flaske med 5 % kloramin; det skal brukes om
igjen!

Tradisjonelt skjer tellingen fra side til side pa tvers av preparatet, fordi cellene angivelig ikke fordeler seg
likt i utstryket, slik at monocytter og granulocytter konsentreres noe ut mot kantene og i "halen". Det er litt
starre tetthet av hvite blodceller langs sidekantene, slik at mikroskoperingen gar raskere her, og cellene er
dessuten gjerne bedre strukket ut her, sa det er lettere a se forskjellen pa de ulike mononuklezre cellene.

Granulocytter  Lymfocytter
Monocyiter /

==, o
EELIE
e

hepangadelen
for tvkk

|
sE—L s

Optimal del
Helst bgr man ogsa ha med en kategori for gdelagte og uklassifiserbare leukocytter under
differensialtelling.

Notér ogsa erytrocyttenes utseende og se etter om det er omtrent normalantall blodplater til stede (ca. én
blodplate pr. 20 rgde blodceller).

Inspisér de rades utseende inne i utstryket, 1-2 cm fra enden av det, fordi de vil ha kunstig god
fargemetning og mangler den sentrale oppklaring i enden av preparatet og ytterst i sidekantene.
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Hver student skriver inn ett sett verdier pa rapportskjemaet i tabellen for differensialtelling. Sammenlign
med referanseverdiene.

Referanseverdier for leukocytt-typene ( WBC x % ved differensialtellingen):

Relative verdier Absolutte
i % verdier x10° /L

Segmentkjernede 45 - 60 1.6-6.0
granulocytter
Stavkjernede 5.10 02-1.0
granulocytter
Lymfocytter 20 -45 0,7-45
Monocytter 2-8 0,1-0,8
Eosinofile 1-6 0,0-0,6

Basofile <2 <0,2
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Maleprinsipp APTT klot

En motor-drevet magnet (1) plassert under en kyvette ﬁS) i
malekammeret gjer at stalkulen (2) roterer i en bane langs
kanten av bunnen pa k%/_vettoen (Fig. %{) En sensor (3)
overvaker bevegelsen til stalkulen. oterln(r:;q[n(zr)arger

et (4).

dessuten for god blanding av prevemateria

Fig. 1 APTT

Nar koagulasjonen starter, vil viskositeten i
Emven endres, 0g 1E_)a\/_lrke bevegelsen til
ulen. Dannelse av fibrinnettverket vil fare
til at stalkulen stanser.

Koagulasjonstiden i sekunder vil vises i display.

Fig. 2 APTT

Utfarelse av testen:

La APTT-reagens og kalsiumlgsning forvarmes i 37°C.
Skift til ny pipettespiss mellom alle reagensene.

e Tilsett 1 (pass pa at det er bare 1) stalkule vha dispenserpenn til en tom kyvette.

o Tilsett 100uL. APTT-reagens og 100uL platefritt citratplasma (fra sentrifugert prave) til
kyvetten og sett den i et varmekammer i apparatet i 3 minutter. Apparatet holder 37°C.
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Til APTT brukes blodplatefritt
citratplasma, dvs. etter sentrifugering skal
dere bare bruke det gule plasmaet.

Unnga a bevege for mye pa reret. Unnga a
stikke pipettespissen ned i laget med celler.

e Etter 3-5 minutter: flytt kyvetten med preven til provekammeret. Mal opp 100uL
kalsiumlgsning.

Varmekammer ' ' ‘\\
[T @
D
Prgvekammer

| -
! %’“&amno

Thrombotrack
SoLo

e Trykk Reset, deretter Start pa apparatet. Thrombotrack starter nedtelling fra 3 til 1, og
lager en pipelyd nar kalsiumlgsningen skal tilsettes i kyvetten.

o Observer det som skjer i kyvetten. Apparatet stopper selv.

e Notér tiden i sekunder.

Enkeltprove. 1 fra Far aktivitet, og 1 fra Etter aktivitet.
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Notatskjema dag 2 for hver enkelt student

Navn: Dato: Skal ikke leveres inn

Alle bruker blod fra rer med EDTA blod (lilla kork) fra syklist for sykling:

Hver enkelt student pa 4-mannslaget skal selv lage blodutstryk, farge dette og utfore
differensialtelling av leukocytter 1 mikroskop. Finn et godt omrade med 10-

objektivet. Ga videre fra synsfelt til synsfelt med 100 * objektivet med
immersjonsolje og identifiserer de ulike typene av leukocytter inntil du har funnet 1
alt minst 100 leukocytter. Sett strek 1 tabellen nedenfor for hver celle du

identifiserer og regn sammen antallet 1 linjen under.

Den nederste raden 1 tabellen kan du forst fylle ut etter at gruppen har fatt

resultatene fra maskinell telling av leukocytter med differensialtelling se kursheftet.
Bruk konsentrasjonen av leukocytter (for sykling) til & beregne konsentrasjon av

hver enkelt celletype ut fra prosent av denne celletypen.

Her kan dere bruke app, lastes ned pé din egen telefon:
https://apps.apple.com/tr/app/diff-counter/id1439521172

eller lage en strek for hver celle i skjema nedenfor:

Enhet 10°/L

NB: fores over
i samletabell
innlevering

Type celle Segmentkjernete | Stavkjernete | Lymfocytter | Monocytter | Eosinofile Basofile | Totalt antall
noytrofile neytrofile granulocytter granulo- leukocytter
granulocytter granulocytter cytter

Sett en Ikke sett

strek for streker her

men tell
hver enkelt

sammen
celle du totalt antall
identi- nedenfor
fiserer

Antall celler

% av totalt

antall

leukocytter

Konsentrasjon Sett inn

Regnes ut etter at konsentrasjon

dere har fatt av leukocytter

resultat fra fra maskinell
maskinell telling telling enhet
10°/L



https://apps.apple.com/tr/app/diff-counter/id1439521172
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Koagulasjonstest, APTT
Hemostase er en fellesbetegnelse for de prosesser som forhindrer eller stanser blgdninger.
Skjematisk kan de hemostatiske prosesser deles i tre:

1.  Vasokonstriksjon av skadede og narliggende blodarer.
2. Dannelse av blodplateplugg.
3. Plasmakoagulasjon (fibrindannelse).

Disse tre typer prosesser vil gjensidig understgtte og influere hverandre. VVasokonstriksjon og
dannelse av blodplateplugg kalles den primare hemostase, og fibrindannelsen kalles den
sekundzere.

Koagulasjonskaskaden:

Interme system

Zymogen

[
Eksteme system @ Froease

TF Tissue factor
PL Phospholipids
PK Prekallikrein

K Kallikrein
HMWE HMW Kininogen

e
Fellesloype m -

Fibrinogen Fibrin
v Xilla
Fibrinnettverk

HMW — High Molecular Weight

Under plasmakoagulasjonen er det et internt og et eksternt system. Det eksterne systemet trigges av vevsfaktorer
(vevstromboplastin, VII og Ca?") som frigjeres under en vevsskade. Det interne systemet aktiveres av kontakt mellom
faktor XII og kollagen-fibre (eller fremmed flate).

Begge systemene kan aktivere, alene eller i kombinasjon, plasma faktor X, som sammen med andre faktorer
omdanner protrombin (FII) til trombin, som i sin tur omdanner fibrinogen (F I) til fibrin. Systemene har dermed en
felleslaype fra X -> Xa.

Béde det eksterne og det interne system er nedvendige for normal hemostase.
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APTT-testen dere skal bruke, er fglsom for koagulasjonsfaktormangler i det indre
koagulasjonssystem og felles reaksjonsvei, men det er farst og fremst mangel pa FVII1 og FIX
(som mangler i henholdsvis hemofili A og B), som forlenger APTT-tiden, bortsett fra personer
som far K-vitamin-antagonister, siden Warfarin (Marevan®) reduserer faktorene I, VII, IX og X.

Praven er ufglsom for defekt faktor VIl og XIIl. APTT kan ogsa brukes som metode for maling av
heparineffekt, siden heparin aktiviserer anti-trombin. Prgvematerialet til testen er citratplasma fra
den som har syklet og et APTT-reagens med ellaginsyre og fosfolipider fra dyrehjerne.
Kalsiumioner tilsettes for & starte reaksjonen.

Testprinsipp:

APTT-testen er basert pa aktivering av plasmaet vha en kontaktaktivator (ellaginsyre — negativt
ladet) i neerveer av fosfolipider, som en erstatning for aktiverte blodplater.
Den er en sakalt «Clot-test».

Etter blanding og inkubering ved rett temperatur tilsettes et overskudd av kalsiumioner.
Koaguleringstiden som oppnés, vil bestemmes av mengden koagulasjonsfaktorer som er til stede i

plasmaprgven.

Pa denne maten vil nedsatt konsentrasjon eller funksjon av noen av de involverte faktorene,
(sjeldnere spesifikke eller uspesifikke hemmere i prgven), gi en gkning av koagulasjonstiden.

Referanseomradet for APTT er satt etter maling pa friske, ustressede, personer som har vart i ro
minst 20 minutter fgr blodprgvetaking. Det er kjent at APTT reduseres umiddelbart etter hardt
fysisk arbeid, men at verdien normaliseres ganske raskt etter anstrengelsen.

Vengst blod tappes i vacutainerrgr tilsatt 3,2 % natriumcitrat. Bland blod og antikoagulant
forsiktig ved hjelp av vending av rgret, minst 5 ganger. Merk rgrene med navn (og E eller F), og
sett dem i stativ fremme pa kateteret. Vi sentrifugerer de korkede rgrene ved romtemperatur i
minst 10 minutter ved 3000 rcf. Praver der det endelige forholdet mellom Na-citrat og prave ikke
er korrekt (dvs. ikke nok blod), eller hemolyse (radt plasma) vil gi feil pravesvar.

Referanseomriade: Avhengig av hvilke reagenser som brukes. 25-39 sekunder.
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Rapportskjema 4-mannslag dag 2. Til innlevering

[REREEERERRERERE]

DATO:

2

Studentene i gruppen:

Side 40

3

4

FOR sykling: Resultat fra manuelle differensialtellinger i mikroskop (en fra hver student)
og resultat fra maskinell telling
ETTER sykling: kun maskinell differensialtelling

Type celle

Segmenterte
negytrofile
granulocytter

Enhet: 10°/L

Stavkjernete
ngytrofile
granulocytter

Enhet: 10°/L

Lymfocytter

Enhet: 10°/L

Monocytter

Enhet: 10°/L

Eosinofile
granulo-
cytter

Enhet: 10°/L

Basofile
granulo-

cytter
Enhet: 10°/L

Konsentrasjon
student 1

Konsentrasjon
student 2

Konsentrasjon
student 3

Konsentrasjon
student 4

Gjennomsnitt
konsentrasjon fra
manuell tellling i
mikroskop

Median
konsentrasjon fra
manuell tellling i
mikroskop

Maskinell telling
For sykling

Resultater fra alle malingene for og etter 5 minutter sykling:

Leuko-
cytter

Neutro-
file

Lymfo-
cytter

Mono-
cytter

file

Eosino-

APTT

Hb

Puls
(Hjerte-
frekvens)

Enhet

10°/L

10°/L

10°/L

10°/L

10°/L

Sekunder

g/100ml

Slag/min

For
sykling

Etter
sykling

Etter-
For
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Blodkurs Dag 3 Digitalt

Senkningsreaksjonen SR

Mekanismen for erytrocytt-sedimenteringen (SR). Erytrocytter (RBC) er tyngre enn
plasma. Nér antikoagulert blod stér stille, vil blodlegemene synke nedover
(sedimentere). Sedimenteringshastigheten vil eke hvis erytrocyttene legger seg pa rekke
og rad etter hverandre, vi kaller dette "pengerull-dannelse" ("rouleaux"-formasjon). De
viktigste faktorer som stimulerer til "pengerull-dannelse", er plasmaproteiner med hoy
molekylvekt og langstrakt form, som fibrinogen Sterrelse og form pa erytrocyttene
spiller ogsa en rolle. Sma erytrocytter danner lettere pengeruller enn normalt store
celler. "Pengerulldannelse" eker ogsé ndr EVF synker (anemi).

Vi bruker spesialrgr: Seditainer-rgr: Silikonert vakuumrgr med 1.3 ml citratlgsning,
indre diameter: ca. 9 mm, blodsgylens lengde 100 mm. Raret fylles automatisk med 5.2
ml blod ved venepunksjon, og du ma blande grundig ved & snu opp-ned minst 8-10
ganger. Raret settes deretter i spesialstativ og avleses etter ngyaktig 60 min.

Referanseverdier: Menn: 0-15 (> 50 ar: 0-20), kvinner: 0-20 (> 50 ar: 0-25) mm/
time. SR gker med alderen, over 60 ar kan bade menn og kvinner ha verdier pa ca. 20
uten spesiell arsak. Forhgyede verdier ogsa ved anemi og svangerskap.

. ‘“ I
#
0 ) s
ot - v 1] .- .
}
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Liste over aktuelle pasienter som dere skal diagnostisere Dag 3 (digitalt kurs)

10.

11.

Frisk, 22 ar gammel mannlig medisinstudent som nylig har tatt vaksine.

Kvinnelig, 23 ar gammel medisinstudent som lenge har hatt sterke
menstruasjonsblgdninger.

Mann, 60 ar, med kronisk myelogen (granulocyteer) leukemi, ukontrollert dannelse av
granulocytter som «oversvgmmer» organismen. Mange flere leukocytter enn normalt
i blodet, inklusive umodne granulocytter.

Mann, 70 ar, med kronisk lymfatisk leukemi (mange lymfocytter i blodet, ofte gdelagt
i utstryk). Se leerematerialet nevnt under pasient 3.

Barn, 4 ar, med akutt lymfatisk leukemi (anemi og lymfoblaster i blodet; se
leerematerialet ovenfor).

Mann, 40 ar, med akutt myelogen leukemi (anemi og myeloblaster/promyelocytter i
blodet; se lerematerialet).

Mann, 45 ar, med benmargsaplasi etter langvarig medikamentforbruk (se kompendiet
«Blodcellenes fysiologi og hemostasen»).

Kvinne, 30 ar, med hudblgdninger p.g.a. allergisk trombocytopeni (sveert fa blodplater
i blodet).

Mann, 70 ar, med anemi p.g.a. tykktarmskreft.

Kvinne, 65 ar, med anemi p.g.a. kronisk nyrebekkenbetennelse. (Gjentatte, gvre
urinveisinfeksjoner.)

Mannlig medisinstudent, 23 ar, fra filariasis-endemisk omrade. Filariasis er en
parasitt- (orme-)sykdom.
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Teori, blodcellene

Forelesninger og histologi-kurs beskriver de ulike blodcellene og deres funksjon. Cellene produseres i

beinmarg og frisettes til blodet.

Vi har den myeloide rekken og den lymfoide rekken.

Bone marrow

| !
Y
. &

B myeicyle

N myslocys E. mycocyie

Stamceller (multipotente)

]
Progenitorceller (multipotente)

Comman iympnaid
progenio

Prekursorceller (unipotente)

Lymprahiast

Prolymphcoyte

Modne celler
{Red hirid cell] Bascghi Mewtraghi Ecsnopil Monocyte
Erythropoiasis Granulopoiasis Monocytopaiesis
< I_-"‘ 2N B Iy T lymplacyte
el ." s Lymphopoicsis 4
MBHIOETE et denonts . Lymphaid derdniic
@
. - After division,
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Hentet fra forelesningen til Michael Daws

Trombocytter

Modne blodceller . e

s
(vevsceller)
Mononuclezere celler

@ e
@ " N Polymorfonuklezere granulocytter
Bcelle @ blod & .
: ;

NK-celle

plasmacytoid dendrittisk
celle (pDC)

ngytrofil granulocytt

konvensjonell dendrittisk

celle (cDC) basofil granulocytt

Leukocytter = Hvite blodceller
De fire leukemitypene

) A i https://kreftlex.no/Leukemi
Akutt lymfatisk leukemi Akutt myelogen leukemi Om leukemi

ﬂ Akutt leukemi skyldes
ondartet vekst av

Kronisk lymfatisk leukemi Kronisk myelogen leukemi umodne hvite

Y g blodlegemer som fgrer
til en opphopning av
umodne hvite
blodlegemer (blaster) i
benmargen og blodet.

Leukemi er blodkreft og
betyr "hvitt blod".

18
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Kjennskap til konsentrasjonen av leukocytter, WBC, er ofte viktig i praktisk medisin.
En mengde patologiske tilstander er ledsaget av avvik fra normal
leukocyttkonsentrasjon i blodet. Ved de vanligste bakterielle infeksjonssykdommer
gker tallet av sirkulerende ngytrofile granulocytter, dessuten sees ofte ikke helt modne
granulocytter, spesielt stavkjernede, i blodet («venstreforskyvning»).

De ngytrofile granulocytter har kort levetid bade i blod (halveringstid ca. 7 timer) og i
vev (maks. 1-2 degn). De er fagocyterende og kan drepe og bryte ned oppspiste
mikrober. Fagosom-membranen og ngytrofile granula inneholder de ngdvendige
enzymer etc. for disse funksjonene (oxidaser, peroxidaser, kationiske proteiner,
lactoferrin, sure hydrolaser, alkalisk fosfatase, lysozym, etc.). Granulocytt-produkter
frigjeres ikke bare til endocytosevakuolene, men ogsa til ekstra-cellulzrt vev, som
dermed kan skades.

Eosinofile granulocytter, med tydelig sterre korn enn de ngytrofile, finnes i gket
mengde i blod og affiserte vev ved visse overgmfintlighets-tilstander (allergi) og ved
parasitt-infeksjoner. Funksjonen er til dels ukjent, men bl.a. cytokinet eotaxin og
histamin synes & tiltrekke de eosinofile granulocytter, som antas  drepe parasitter og
bidra til vevsskaden ved allergiske reaksjoner som bronkial astma.

Basofile granulocytter vet man enda mindre om. De er trolig funksjonelt beslektet med
mastcellene som finnes i alt lgst bindevev og som bl.a. inneholder histamin, andre
betennelsesmediatorer og heparin i granula.

Monocytter dannes i beinmargen, sirkulerer fa dager eller timer i blodet og utvikler seg
til makrofager i vevene.

Lymfocytter er morfologisk preglgse, men funksjonelt forskjellig-artede. De kan vere
kortlivede (dager) eller lang-livede (opptil flere ar, "hukommelses-celler"). De
langlivede utgjer majoriteten i blodet. Lymfocytter dannet i thymus (T-lymfocytter) er
effektorceller i det celluleere immunsvar. B-lymfocytter fra beinmargen sgrger for det
humorale immunsvar, ved at de utvikles til plasmaceller som lager immunglobuliner
(antistoffene). Non-T-non-B-mononukleere leukocytter (dvs. bl.a. NK-celler) spiller
kanskje viktige roller i forkastelsesreaksjoner. De har gjerne mer cytoplasma enn de
typiske lymfocyttene, samt cytoplasmatiske granula. Lymfocytter finnes i gkt mengde i
blodet ved en del virussykdommer og kroniske sykdommer. Antallet kan synke bl.a.
hos kreft-pasienter som behandles med cellegifter.
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Erytrocytter = Rede blodceller

Dette er celler som ikke har kjerne, den fjernes fra cellen helt I slutten av utviklingen i beinmargen. Etter
at cellekjernen er fjernet er det rester av proteinsynteseapparatet i noen dager og cellen kalles da en

retikulocytt i noen dager kan den sirkulere i perifert blod for den blir til en moden erytrocytt.

Det er ca. 1000 ganger flere erytrocytter enn leukocytter. Blodcellenes levealder:

Antall
celler _o—RBC
>
-
blod -
5{
Blodplater,
levetid
PMN, t,, =71
/ 172
V74
r
\ 120d
Vev: :
<1-2d Tid
HSCs @ Extruded
* nuclei
BFU-E =§>CFU-E =p> == . -» ‘ -> © 1’
Basophilic Polychromatic Orthochromatic Reticulocyte
Proerythroblast erythroblast erythroblast erythroblast

RBC

Bloodstream .

Figure 3. Erythropoiesis model. Hemopoietic stem cells (HSC) resident in the bone marrow pro-
liferate and differentiate into burst-forming units (BFU-E) which further differentiate into highly
proliferative colony forming units (CFU-E). Further differentiation gives rise to the earliest erythrob-
last progenitors, proerythroblasts. Maturation of erythroid progenitors is marked by changes in cell
size, hemoglobinization, increased chromatin condensation and finally enucleation. The resultant cell
is a reticulocyte which is released into the circulation to complete the final stage of maturation into an
erythrocyte. Adapted from Shah, Huang and Cheng [46].
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Erytropoiese
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FIG. 3.10 Sickle cell anemia.Peripheral smear demonstrating numerous sickle cells and increased reticulocytes (100x

objective).




Kurshefte Blodkurset Modul 1 termin 2. Side 49

Trombocytter = Blodplater

Trombocytt-dannelse og regulering

Megakaryocyte
egakaryocyte progenitor Stem cell

Platelets — Hepatocyte

Marina Corral Spence/Nature Publishing Group

Figure 1 Regulation of TPO production. Grozovsky et al.!! now identify a sensing mechanism that can modulate the rate of TPO synthesis and subsequent
platelet production. They show that clearance of aged platelets by the AMR on hepatocytes triggers upregulation of liver TPO production. Sialic acid is
lost from the surface of platelets as they circulate, exposing galactose moieties. This triggers recognition by the AMR. Uptake of desialylated platelets

by hepatocytes stimulates JAK-STAT signaling and subsequent upregulation of TPO mRNA expression. This leads to a rise in serum TPO levels and

consequent increase in megakaryopoiesis and platelet biogenesis.
Kile BT. (2015) Nature Medicine 21:11.

Trombocytter, blodplater, dannes fra benmargens megakaryocytter. De er viktige for
hemostasen farst og fremst ved at de kan danne en forseglende plateplugg. De inne-
holder ogsa visse koagulasjonsfaktorer og er ansvarlige for koagelretraksjonen. Man
skal alltid se til at de er til stede i blodutstryk som differensialtelles. Normalt skal du se
omtrent en trombocytt pr. 20 erytrocytter. Utstryk av blod fra punksjonssar er mindre
egnet til dette. Platene klumper seg lett og adhererer dessuten til sarrendene. EDTA-
blod tatt med venepunksjon er meget bedre til bedemmelse av platetallet i blodutstryk.
I klinikken telles blodplatene elektronisk.
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Fysiologisk leukocytose

Ved fysisk aktivitet vil det skje forbigdende endringer i konsentrasjon av erytrocytter og
leukocytter 1 blodet. Derfor ber ikke blodpraver tas i timene etter storre anstrengelser,
og pasienten ber sitte i ro minst 15 minutter for preven blir tatt.

Etter kortvarig fysisk aktivitet, som for eksempel 5 minutter sykling pa kursdag 2, vil vi
finne en okt konsentrasjon av leukocytter. Denne gkningen bestar vanligvis av bade
granulocytter og lymfocytter.

Disse leukocyttene kommer ikke fra nyproduksjon i beinmargen, men fra blodarene 1
milt, lever, lunger og beinmarg. I disse blodarene ligger det leukocytter langs veggene,
vi kaller det randstilte leukocytter. Nér sirkulasjonen eker ved fysisk aktivitet, vil
blodet stramme fortere og celler som ligger langs veggene kommer i bevegelse (blir
mobilisert). Derfor kommer disse, som var gjemt bort langs veggene, med i en vengs
blodpreve. Etter at fysisk aktivitet er avsluttet vil tilstanden ga tilbake til at disse
cellene igjen ligger randstilt, og leukocyttkonsentrasjonen i den venegse prover synker
igjen.

Imidlertid vil langvarig fysisk aktivitet fore til at det mobiliseres leukocytter fra
nyproduksjonen i beinmarg. Det kommer altsa nye leukocytter, hovedsakelig neutrofile
granulocytter, fra beinmarg over 1 blodsirkulasjonen. @kningen her kan vere storre enn
ved den kortvarige fysiske aktiviteten, og den varer ved i lang tid etter avsluttet
aktivitet. Siden dette er nyproduserte celler, vil vi finne en gkt andel av stavkjernete
neutrofile granulocytter (dette kalles venstreforskyvning).

Nedenfor ser du resultatet fra tidligere kurs der noen studenter utforte et langvarig
fysisk arbeid, de lop 1 1 time. Prove ble tatt for loping og 3 timer etter avsluttet loping.

Sammenlign dette med det dere finner ved 5 minutter sykling.
Resultater, fra kurs 2019: Prover tatt for student startet & lope i 1 time, og ny preve tatt

3 timer etter avsluttet loping. Verdiene er differansen etter — for: Median med 95 %
konfidensintervall i parentes

N=44 | Puls Hb Leuko | Segmenterte | Stavkjernete | Lymfo- | Mono- | Eosino
—cytter | nheutrofile neutrofile cytter cytter | -file
granulocytter | granulocytter

Enhet | Slag/ g/dl 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L
min

Etter | -1 0 5,97 |4,82 0,96 0,11 0,13 | 0,07

for | (-5t | (02 | (@8t | (3,79t | (0,54 0,05l | (-0,05 | (-0,04
2) til 0,1) | 8.,3) 6,48) til1,63) 0,38) til 0,29) | til 0,19)
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