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Antikoagulantna terapija
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Mjesto djelovanja antikoagulansa u koagulacijskoj kaskadi
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Djelovanje antagonista vitamina
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Djelovanje novih oralnih antikoagulantnih lijekova

CENTRAL ILLUSTRATION: New Anticoagulants for Venous Thromboembo-
lism: Mechanisms of Action of Anticoagulant Agents and of Antidotes for New
Oral Anticoagulant Agents
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Predanaliticki cimbenici kontrole OAK Th

Cuvanje uzorka
prije testiranja

Priprema

bolesnika Centrifugiranje

Uzorkovanje

Lagani obrok je dozvoljen
(izbjeci postprandijalnu
lipemiju)

Izbjegavati pusenje 30
min prije uzimanja krvi
(izbjeci indukciju
prokoagulantnog stanja)

Izbjegavati jace tjelesne
aktivnosti 2 h prije
uzimanja krvi (izbjeci
aktivaciju koagulacije)

7 — 9 h ujutro

3,2% natrij citrat

Venska kompresija
<1 min

AK:krv=1:10
CLSI + 10% od oznake

Potpuno, ali njezno
mijeSanje

Dostava u laboratorij
unutar 1 h

Pregled prije
centrifugiranja (ugrusak,
antikoagulans, omjer)

1500 g 15 min
Sobna temp.

Pregled poslije
centrifugiranja (hemoliza,
lipemija, ugrusak)

Na sobnoj temp. s ¢epom
(PV do 24 h, APTV do 4h)

Bez ¢epa < 30 min

Ne drzati na hladnom
(aktivacija FVII)




Utjecaj predanalitickih cimbenika na rezultat PV
| Predanalitiékigimbenik | ReaultatPv | Komentar

Uzimanje krvi u druge epruvete s
antikoagulansom prije koagulacijske Lazno produzen Kontaminacija s EDTA ili heparinom
(npr. za KS, KG ili amonijak)

Dugotrajno trazenje venskog puta Povedano otpustanje tkivnog

Lazno skracen

iglom tromboplastina u epruvetu
Uzorak krvi ispod oznake Lazno produzen Omjer AK i krvi > 1:10
Nepotpuno mijesanje uzorka Lazno produzen Stvaranje ugruska, potroseni faktori
Prejako mijesanje uzorka Lazno skracen Hemoliéa ! géteéenje trorT)boci’Fa =
otpustanje komponenti stanica
Hemoliza Lazno skraéen ili produzen Odbaciti uzorak*
Neadekvatno vrijeme €uvanja Lazno produzen Potrosnja faktora
Neadekvatna temp. Cuvanja Lazno skraden Aktivacija FVII na hladnom

* Hemoliza inae nema utjecaja na mehanicke metode, ali raspad stanica uklju€uje tkivni faktor koji moze aktivirati koagulaciju = snizen Fbg i
posljedi¢no PV. Drugi moguéi mehanizam: kompeticija hemolize s reagensom, kada su rezultati produzeni.



Korekcija HTC - AK

Manjak citrata Visak citrata

2 2

lazno skraden PV lazno produzen PV

AK : krv =1:10 AK : krv< 1:10 AK : krv>1:10

Jednadzba za korekciju:
C= (1,85 X 10'3)(100 —HtC) X Vkrvi C = vol. citrata



Primjer korekcije — visoki Htc

e Epruveta 4,5 ml (0,45 ml citrata + 4,05 ml krvi)
* Htc 0,600 (60%)
* C=(1,85x103)(100 —Htc) x V, .
C=(1,85x 103)(100 -60) x 4,05
C=0,30 ml
 Visak citrata =0,45-0,30=0,15 ml

Pipetom odstraniti visak citrata iz epruvete. Ostatak citrata navuci u Spricu od 5

ml te uzeti 4 ml krvi. Tako dobivenu mjesavinu krvi i citrata uliti u epruvetu.



Primjer korekcije — niski Htc

e Epruveta 4,5 ml (0,45 ml citrata + 4,05 ml krvi)
* Htc 0,180 (18%)
*V,.i.=C/(1,85x103)(100 — Htc)
V.. =0,45/(1,85 x 1073)(100 — 18)
Vi = 2,97 mi
e Visak krvi=4,05-2,97=1,08 ml

U nedirnutu vakuumsku epruvetu izvaditi ~ 1 ml manje krvi




Analiticki Cimbenici kontrole OAK Th (1)

Antagonisti vit K & posredno inhibiraju aktivaciju Fll, FVII, FIX, FX

v

Fil, FVII, FX

2

Fll, FIX, FX

Antagonisti vitamina K mogu, osim PV produziti i APTV



Analiticki cimbenici kontrole OAK Th (2)

INR kalibracijska krivulja
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Moritz B, Lang Hartmut. Use of plasmas from donors under oral anticoagulant treatment for
the expression of INR values. Haematologica. 1997;82:630-33.

INR matematicki izracun

Patient PT ISl
INR = § Mean of Normal
PT Range

ISI: International Sensitivity Index for thromboplastin, used for PT determination

High ISl = Low sensitivity Low ISI = High sensitivity
to factor deficiencies to factor deficiencies

Example: INR = 3.0
ISl =2 ISI=1

3.0= 173 30= [300]°
10

PT = 17.3 seconds PT = 30.0 secorxis

http://www.captodayonline.com/anticoags-work-means-labs/
Pristupljeno 25.04.2018.
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INR kalkulacija vs kalibracija

* NeSto manja tocnost INR dobivenog kalkulacijom (ovisi o to¢nosti odredivanja MNPT).
 Kalibracijska krivulja ima ograni¢enu uporabu (iznad gornje granice kalibratora ne moze
se dobiti broj¢ana vrijednost, pa se rezultat izrazava npr. > 5,4)

Ali... klinicki pristup je drukciji:

(primjena navedene sheme uz rezultat INR-a ovisi i o tome da li pacijent krvari ili ne)

—_

INR >4 rizik za intrakranijalno krvarenje
INR 5-9 daje se 1-2,5 mg vit K

INR >9 daje se 3-5 mgvit K

INR >20 daje se transfuzija SSP i 10 mg vit K

— INR kalkulacija korisna

INR > 5,4 klini¢aru nije koristan podatak!



Analiticki Cimbenici kontrole OAK Th (3)

NOACs — novi oralni antikoagulantni lijekovi:
e Dabigatran (Pradaxa) — direktni inhibitor trombina (Flla)
 Rivaroxaban (Xarelto), Apixaban (Eliquis) — direktni inhibitor FXa

PT: Linear and sensitive but only

TT: Too sensitive ; : " . :
Dilute TT: Linear and sensitive with certain PT reagents

/ Anti-factor Xa assay is the
test to determine the
anticoagulant effect of
rivaroxaban

PTT: Not linear
PTT: Insensitive
=== _
PT: Too insensitive TT: Insensitive

Dabigatran concentration in blood Rivaroxaban concentration in blood

http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
Pristupljeno 25.04.2018. i preradeno



http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/
http://www.captodayonline.com/latest-anticoagulants-nuts-and-bolts-for-labs/

Interferencije - hemoliza

* CLSI: ne testirati hemolitiche uzorke.

Razlog: izlozenost negativno nabijenih
membranskih fosfolipida uslijed raspada
eritrocita ubrzava koagulacijski proces te dovodi
do skracenog PV.

S druge strane, hemoliza kompetira s reagensom,
Sto dovodi do produzenog PV

Nikad ne znamo u kojem ¢e nas smjeru odvesti
hemoliticni uzorak.

* Kod opticke detekcije ugruska problem je i zbog
blizine apsorpcijskog maksimuma Hgb (450 nm)
u odnosu na valnu duljinu na kojoj se vrsi
mjerenje (405 nm). Povecdano je ocitanje
background-a, pa se kompromitira detekcija
ugruska, sto utjeCe na tocnost rezultata.

Molar Extinction Coefficient (cm-1/M)
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https://omlc.org/spectra/hemoglobin/
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Interferencije: lipemija

* Lipidne Cestice povecavaju
zamucenje uzorka te
smanjuju intenzitet svjetlosti
koja prolazi kroz uzorak.
Otezano je odredivanje
zavrsne tocke mjerenja
(samo kod opticke metode).

e Korekcija: mjerenje na 570
nm.

e Kod mehanicke detekcije
ugruska lipemija ne smeta.

absorbance
N

—

400 500 600 700 800

wavelength (nm)

Huynh T, Lai M J, LiuY L, Ly L, Gong X, Rommel KR et al. Spectral Analysis
Methods Based on Background Subtraction and Curvature Calculation Used in
the Detection or Quantification of Hemolysis and Icterus in Blood-derived
Clinical Samples. Cureus. 2017; 9(12): e1965. do0i:10.7759.



Lipemican uzorak




Interferencije: ikterija

 Konc. bilirubina > 40 umol/L

Molar Extinction

* Korekcija: mjerenje na 570 nm

Wavelength (nm)

https://omlc.org/spectra/PhotochemCAD/html/119.html
Pristupljeno 07.05.2018.
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Interferencija: heparin
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Interferencije: LA

 Lupus antikoagulans (LA) interferira s fosfolipidnom komponentom PV
reagensa, narocito kod rekombinantnog tromboplastina i procis¢enog
fosfolipida. =2 Poteskoce kod praéenja pacijenata na terapiji
antagonistima vitamina K.

* Prolazna interferirajuca antitijela javljaju se u infekcijama i
interferiraju na isti nacin kao i LA.

* Rezultati PV su lazno produzeni.



Usporedba karakteristika dvije vrste tromboplastina

: rekombinantni humani
Izvor tromboplastina humana placenta .
tkivni faktor

Osjetljivost na manjak F VII ++ 4+

Osjetljivost na inhibitor / LA + 4+
Osjetljivost na niski Fbg + 4+

Konc. UFH koja ne produzava PV <0,6 1J/mL <2lJ/mL



Postanalitika

* Promptno obavjestavanje odjela o kriticnim vrijednostima INR > 5
* Pozivanje ambulantnih pacijenata s INR > 4

 Upis terapijskih intervala umjesto referentnih

* Napomena o kvaliteti uzorka

* Informacije o eventualnim daljnjim testiranjima
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