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SAZETAK

Moderni dijagnosticki laboratoriji nude Sirok spektar koagulacijskih
pretraga koje se koriste u dijagnostici i lijecenju bolesnika s hemostat-
skim poremecajima, u preoperativnom probiru te pracenju antikoagu-
lacijske terapije. Nedavno provedeno istraZivanje medu medicinsko-
biokemijskim i transfuzioloSkim laboratorijima u Republici Hrvatskoj
pokazalo je razli¢itu praksu i nacin postupanja u pojedinim fazama
laboratorijskog rada pri izradi koagulacijskih pretraga i istaknulo je
podrucja koja zahtijevaju poboljsanja. Nedostatak standardizacije po-

Zagreb, svibanj 2019.

stupaka i neharmonizirani rezultati izmedu razlicitih mjernih metoda
mogu uzrokovati pogresne odluke u lijecenju i time ugroziti sigurnost
bolesnika. Stoga su u ovim preporukama sazeti standardizirani postup-
ci u prijeanalitickoj, analitickoj i poslijeanalitickoj fazi izrade probirnih
koagulacijskih pretraga protrombinskog vremena, aktiviranog parcijal-
nog tromboplastinskog vremena, trombinskog vremena, fibrinogena i
D-dimera, kako bi pomogli laboratorijima u dobivanju to¢nih i pouzda-
nih rezultata ispitivanja.
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UvoD

Hemostaza je fizioloski odgovor na ozljedu.
Rezultat je slozenog medudijelovanja izmedu
krvnih Zila, trombocita i faktora zgrusavanja iz
plazme s glavnom funkcijom zaustavljanja kr-
varenja na mjestu ozljede krvne Zile uz odrza-
vanje protoka krvi u intaktnim krvnim Zilama

(1).

Moderni dijagnosticki laboratorij nudi Sirok
spektar koagulacijskih pretraga koje se koriste
u dijagnostici i lije¢enju bolesnika s hemostat-
skim poremecajima, prijeoperativnhom probiru
i pracenju antikoagulacijske terapije (2). Medu
njima, protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano
parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) i
fibrinogen su najCeS¢e pretrage probiranja,
koje pruzaju brzu, iako nespecifi¢nu informaci-
ju o prirodi hemostatskih poremecaja (3). Re-
zultati ovih probirnih pretraga, zajedno s bole-
snikovom povijesti bolesti, usmjeravaju dija-
gnostiku prema specificnim pretragama za is-
pitivanje poremecaja sustava hemostaze. Ko-
mercijalno je dostupan velik broj razlicitih te-
stova koji se metodoloski razlikuju, a nedosta-
tak standardizacije i neharmonizirani rezultati
izmedu razli¢itih mjernih metoda mogu dove-
sti do pogredne odluke u lije¢enju bolesnika
(4). Slijedom toga, sigurnost bolesnika moze
biti ugrozena, uzrokujué¢i ujedno i dodatne
troSkove zdravstvene zastite (5).

Nedavno provedeno istrazivanje medu medi-
cinsko-biokemijskim i transfuzioloskim labora-
torijima u Republici Hrvatskoj (RH) pokazalo je
razli¢itu praksu i postupanje u pojedinim faza-
ma laboratorijskog rada prilikom izrade koagu-
lacijskih pretraga i istaknulo je podrucja koja
zahtijevaju poboljsanja (6). S obzirom na po-
trebu standardiziranja i uskladivanja cjeloku-
pnog laboratorijskog procesa pri ispitivanju
poremecaja hemostatskog sustava na nacio-

nalnoj razini, u ovim preporukama je sazet
pregled postupaka u prijeanalitickoj, analitic-
koj i poslijeanalitickoj fazi odredivanja probir-
nih koagulacijskih pretraga PV, APTV, trombin-
skog vremena (TV), fibrinogena i D-dimera.

MATERUALI | METODE

Preporuke za postupke u prijeanalitickoj, anali-
tickoj i poslijeanalitickoj fazi laboratorijskog
rada pri odredivanju probirnih koagulacijskih
pretraga PV-a, APTV-a, TV-a, fibrinogena i D-
dimera izradila je Radna grupa za laboratorij-
sku koagulaciju (RGZLK) koju je osnovalo Hr-
vatsko drustvo za medicinsku biokemiju i la-
boratorijsku medicinu (HDMBLM). Izrada pre-
poruka potaknuta je rezultatima istrazivanja
koje je RGZLK provela tijekom 2015. godine
medu medicinsko-biokemijskim i transfuzio-
loskim laboratorijima u RH koji izvode koagu-
lacijske pretrage (6). Podaci prikazani u ovim
preporukama prikupljeni su pretrazivanjem
baza podataka PubMed i Ovid, kao i relevan-
tnih publikacija Instituta za klinicke i laborato-
rijske standarde (engl. Clinical & Laboratory
Standards Institute, CLSI), Britanskog drustva za
hematologiju (engl. British Society for Hemato-
logy, BSH) te Medunarodnog drustva za trom-
bozu i hemostazu (engl. International Society
on Thrombosis and Haemostasis, ISTH). Klju¢ne
rijeCi koje su koriStene u pretrazivanju bile su
prijeanaliticka, analiticka i poslijeanaliti¢ka faza
ispitivanja hemostaze i/ili koagulacije, koagu-
lacijske pretrage, pretrage hemostaze, PV, in-
ternacionalni normalizirajuci omjer (INR), APTV,
TV, fibrinogen, D-dimeri, preporuke za izradu
koagulacijskih pretraga i/ili pretraga hemosta-
ze, tumacenije rezultata pretraga, standardiza-
cija i/ili harmonizacija u ispitivanju hemostaze.

Zagreb, svibanj 2019.
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1. Prijeanaliticka faza rada pri izradi

koagulacijskih pretraga

Prijeanaliti¢ka faza rada u laboratoriju ukljucu-
je sve postupke koji se provode od vremena
kada lije¢nik podnese zahtjev za odredenom
laboratorijskom pretragom, pa sve do vreme-
na kad je uzorak spreman za analizu. Vecina la-
boratorijskih greSaka dogada se upravo u pri-
jeanalitickoj fazi rada (5,7). Bududi da se greske
nastale u prijeanalitickoj fazi rada cesto prepo-
znaju tek u analitickoj i poslijeanalitickoj fazi,
potrebno je osigurati stroge kontrolne meha-
nizme prijeanaliticke faze kako bi se rizik od
gresaka izbjegao ili smanjio na najmanju mo-
gucu mjeru (7-9). Uzorkovanje krvi najslozeniji
je postupak u prijeanalitickoj fazi rada i stoga
je najpodlozniji greSkama. Standardizirani po-
stupci za uzorkovanje krvi opisani su u pret-
hodno objavljenim Nacionalnim preporukama
za uzimanje uzoraka venske krvi i potrebno ih
je slijediti, a u daljnjem ce se tekstu raspraviti
postupci specificni za prijeanaliticku fazu rada
izrade koagulacijskih pretraga (10).

1.1 Zahtjev za pretragama - uputnica

Kao jedan od glavnih problema nedavno pro-
vedenog istrazivanja medu dijagnostickim lab-
oratorijima koji izraduju koagulacijske pretrage
istaknut je nedostatak informacija na uputnici
(6). Nedostatak odgovarajucih informacija kao
$to su radna ili potvrdena dijagnoza, odnosno
podaci o primijenjenoj antikoagulacijskoj tera-
piji moze dovesti do pogresnog tumacenja re-
zultata analize, izvodenja dodatnih ili ponavlja-
nja pretraga $to u konacnici rezultira i
dodatnim troSkovima. Stoga, uz zatrazene
koagulacijske pretrage, informacije o radnoj ili
potvrdenoj dijagnozi, kao i podatak o antiko-
agulacijskoj terapiji trebaju biti sastavni dio
uputnice (10). Njihova dostupnost izrazito je
vazna za ispravno izvjestavanje i tumacenje re-
zultata.

Zagreb, svibanj 2019.

Preporuka:

Informacije o radnoj ili potvrdenoj dijagnozi,
kao i podatak o primijenjenoj antikoagulacij-
skoj terapiji trebaju biti sastavni dio zahtjeva
za pretragama.

1.2 Priprema i identifikacija
bolesnika

Preporuke za pripremu bolesnika prije uzima-
nja venskih uzoraka krvi kao i odgovarajuci na-
Cin identifikacije bolesnika tijekom uzorkova-
nja dio su Nacionalnih preporuka za uzimanje
venskih uzoraka te su primjenjive i za koagula-
cijske pretrage (10).

Preporuka:

Priprema i identifikacija bolesnika prije uzor-
kovanja krvi mora se provesti sukladno Naci-
onalnim preporukama za uzimanje venskih
uzoraka (10).

1.3 Spremnici za uzorkovanje
i antikoagulans

Uzorci venske krvi za koagulacijske pretrage
uzimaju se u staklene ili plasti¢ne spremnike s
neaktiviraju¢om povrSinom. Stoga, stakleni
spremnici trebaju biti silikonizirani, a plasti¢ni
moraju sadrZavati polipropilen kao neaktivira-
juci materijal (11,13). Spremnici trebaju sadrza-
vati puferirani trinatrijev citrat kao antikoagu-
lans u preporucenoj koncentraciji od 105-109
mmol/L, tj. 3,2% trinatrijev citrat. lako su na tr-
ZiStu dostupni i spremnici s 129 mmol/L t;.
3,8% trinatrijevim citratom, vazno je naglasiti
da se referentni intervali i rezultati pretraga
mogu razlikovati izmedu uzoraka prikupljenih
u spremnike s razli¢itim koncentracijama citra-
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ta. Na primjer, u uzorcima uzetim na 3,8% tri-
natrijev citrat kao antikoagulans, vrijeme zgru-
$avanja PV-a i APTV-a moze biti krace, a fibri-
nogena dulje u odnosu na vrijednosti dobive-
ne uz 3,2% trinatrijev citrat, Sto je znacajno ako
se koriste referentni intervali odredeni u uzor-
cima plazme prikupljenim u spremnike s 3,2%
trinatrijevim citratom (11-13). Stoga je glavna
preporuka da laboratoriji standardiziraju upo-
rabu spremnika i koriste uvijek one s istom
koncentracijom trinatrijevog citrata, po mo-
gucnosti 3,2% (11). Ovo je vazno jer se samo
spremnici s 3,2% trinatrijevim citratom koriste
za odredivanje medunarodnog indeksa osjet-
ljivosti tromboplastina (engl. International Sen-
sitivity Index, ISI), pa ih stoga preporucuju i
Znanstveni i standardizacijski odbor (The Sci-
entific and Standardization Committee, SSC)
ISTH-a i CLSI (11). Omijer krvi i antikoagulansa u
spremniku treba biti 9:1. Uvijek je potrebno
uzorkovati to¢nu koli¢inu krvi koja je
naznacena na spremniku, kako bi se osigurao
odgovaraju¢i omjer krvi i antikoagulansa te
dobili tocni rezultati (11). lako su rezultati neko-
liko nedavnih istrazivanja pokazali da bi za
odredene analize mogla biti prihvatljiva i vec¢a
odstupanja, jos uvijek je opce prihvacena pre-
poruka o dozvoljenom odstupanju od +/-10%,
$to odgovara 90 do 110% koli¢ine naznacene
na spremniku (12-14).

Preporuke:

1. Uzorci venske krvi za koagulacijske pre-
trage uzimaju se u staklene ili plasticne
spremnike s neaktiviraju¢om povrsinom.

2. Spremnici trebaju sadrzavati puferirani
trinatrijev citrat kao antikoagulans u kon-
centraciji od 105-109 mmol/L, tj. 3,2%-tni
trinatrijev citrat.

3. Omijer krvi i antikoagulansa u spremniku
za koagulacijske pretrage treba biti 9:1.

4. Uzorci s volumenom krvi +/-10% u odno-
su na potrebnu koli¢inu naznacenu na
spremniku prihvatljivi su za analizu.

1.4 Uzorkovanje krvi

Uzorci krvi uzimaju se iz periferne vene, bez
traume i na mjestu udaljenom od intravenskog
katetera ukoliko je prisutan. Postupci koji se
odnose na uzorkovanje, ukljucujuéi vrijeme
trajanja podveze i mijeSanje spremnika, treba-
ju biti u skladu s prethodno objavljenim pre-
porukama (8,10,11). Za bolesnike kod kojih nije
moguce izvaditi krv na ovaj nacin, uzorkovanje
se izvodi putem intravenskog sustava (sredis-
njeq ili perifernog venskog katetera) za vade-
nje krvi. Ukoliko je kateter prethodno ispran
heparinom, potrebno je postupiti prema dalje
opisanoj proceduri. Prije sakupljanja krvi u ko-
agulacijske spremnike preporucuje se ispiranje
katetera fizioloSkom otopinom i odbacivanje
prvih 5 mL krvi ili Sesterostrukog volumena
sredisnjeg katetera (11,15). Kada se uzorci pri-
kupljaju iz periferno postavljene venske kanile
potrebno je odbaciti dva volumena katetera
(11,15). Ukoliko su uzorci prikupljeni na ovaj na-
cin, to je uvijek potrebno navesti i na uputnici i
na nalazu, a pri interpretaciji rezultata u obzir
treba uzeti mogucnost kontaminacije hepari-
nom i razrjedivanja uzorka (11).

Preporuke:

1. Uzorkovanje krvi za koagulacijske pre-
trage mora se provesti sukladno Nacional-
nim preporukama za uzimanje venskih
uzoraka (10).

2. Prije uzorkovanja krvi putem intraven-
skih katetera, preporucuje se ispiranje ka-
tetera fizioloSkom otopinom i odbacivan-
je prvih 5 mL krvi ili Sesterostrukog volu-

Zagreb, svibanj 2019.
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mena srediSnjeg katetera, odnosno dva
volumena perifernog venskog katetera.

1.5 Redoslijed uzorkovanja spremnika

Kada je krv potrebno uzorkovati u vise spre-
mnika, uzorkovanje je potrebno provesti pre-
ma tocno odredenom redoslijedu, Cime se
smanjuje mogucénost kontaminacije uzoraka za
koagulacijske pretrage i sprje¢ava moguénost
dobivanja pogresnih rezultata analize uslijed
prenosenja aditiva i moguceg stvaranja mikro-
ugrusaka u spremniku (10-14). Uzorkovanje u
spremnik za koagulacijske pretrage potrebno
je izvrsiti prije uzorkovanja bilo kojeg drugog
spremnika s aditivom (koji sadrzi aktivatore
ugruska tj. trombin) ili antikoagulansima poput
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA), litije-
vog heparina i inhibitora glikolize (11,13,14).

Prema nedavno objavljenim istrazivanjima,
nije potrebno uzorkovati spremnik koji se od-
bacuje prije prikupljanja uzoraka za probirne
koagulacijske pretrage i D-dimere (10,11,14).
lzuzetak od ovog pravila ukljucuje postupak
kada se koriste leptiri¢i za uzorkovanje, bududi
da zrak u sustavu za vadenje moze utjecati na
punjenje spremnika, a time i na omjer krvi i an-
tikoagulansa u spremniku. Spremnik koji se
odbacuje u ovom slu¢aju mora biti bez aditiva
(10,11).

Preporuke:

1. Kada je krv potrebno uzorkovati u vise
spremnika, uzorkovanje krvi u spremnik
za koagulacijske pretrage potrebno
je izvrsiti prije uzorkovanja bilo kojeg
drugog spremnika s aditivom (koji sadrzi
aktivatore ugruska ili antikoagulans).

2. Prije prikupljanja uzoraka venske krvi za
probirne koagulacijske pretrage i D-di-

Zagreb, svibanj 2019.

mere nije potrebno uzorkovati sprem-
nik koji se odbacuje. lzuzetak od ovog
pravila ukljucuje postupak kada se koriste
leptiri¢i za uzorkovanje, buduci da zrak u
sustavu za vadenje moze utjecati na pun-
jenje spremnika a time i na omjer krvi i
antikoagulansa u spremniku. Spremnik
koji se odbacuje u ovom slu¢aju mora biti
bez aditiva.

1.6 Neprihvacanje uzoraka

Svaki laboratorij mora imati definirane kriterije
za neprihvacanje koagulacijskih uzoraka. Uzor-
ci koji u laboratorij ne stignu u odgovarajuc¢em
vremenskom razdoblju od uzorkovanja (vidjeti
poglavlje: Pohrana uzoraka do analize) neo-
znaceni ili pogresno oznaceni uzorci, zgrusani
uzorci, uzorci sakupljeni u spremnik s pogres-
nim antikoagulansom ili oni s neodgovaraju-
¢im omjerom krvi i antikoagulansa te izrazito
hemolizirani uzorci i uzorci koji su prije ispitiva-
nja bili pohranjeni u hladnjaku, nisu prihvatljivi
za analizu (8,11,16).

Preporuka:

Svaki laboratorij treba imati definirane krite-
rije za neprihvacanje koagulacijskih uzoraka.

1.7 Priprema uzoraka krvi za analizu

Pretrage probira PV, APTV, TV, fibrinogen kao i
D-dimeri odreduju se u plazmi koja se pripre-
ma centrifugiranjem primarnog spremnika za
prikupljanje uzoraka na 1500xg na sobnoj tem-
peraturi (18-25 °C) tijekom 15 minuta (8,11,16).
lako je moguce koristiti ve¢u brzinu i krace vri-
jeme centrifugiranja, vazno je napomenuti da
upotreba visokih centrifugalnih sila moze po-
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taknuti aktivaciju trombocita i razgradnju eri-
trocita (8,11,16,17). Za koagulacijske pretrage
potrebno je koristiti centrifuge koje imaju ro-
tor s promjenjivim kutom (engl. swing-out ro-
tor), a pri centrifugiranju bi trebalo izbjegavati
upotrebu funkcije koc¢enja (16). Ukoliko se kori-
sti centrifuga s hladenjem, centrifugiranje tre-
ba izvoditi na sobnoj temperaturi, buduci da
nize temperature mogu dovesti do aktivacije
trombocita (11). Sve uzorke plazme koji se za-
mrzavaju, prije izvodenja analize potrebno je
centrifugirati jo$ jednom (tzv. dvostruko cen-
trifugiranje) kako bi se dobila plazma siromas-
na trombocitima (engl. platelet poor plasma,
PPP) koja sadrzi <10x10%/L trombocita (16,17).
Alikvot plazme koji ¢e se zamrznuti ne smije se
uzimati blizu stanica.

Preporuke:

1. Plazma za odredivanje pretraga probi-
ra PV, APTV, TV, fibrinogena i D-dimera
priprema se centrifugiranjem primarnog
spremnika za prikupljanje uzoraka krvi na
1500xg na sobnoj temperaturi (18-25 °C)

tijekom 15 minuta.
2. Sve uzorke plazme koji se zamrzavaju,

prije izvodenja analize potrebno je cen-
trifugirati jos jednom (tzv. dvostruko cen-
trifugiranje) kako bi se dobila plazma
siromasna trombocitima (engl. platelet
poor plasma, PPP) koja sadrzi <10x10%/L
trombocita.

1.8 Uzorci s visokim
vrijednostima hematokrita

U uzorcima s vrijednostima hematokrita (Hct),
iznad 0,55 L/L, potrebno je prilagoditi konacnu
koncentraciju citrata u spremniku, kako bi se
odrzao odgovaraju¢i omjer krvi i antikoagu-

lansa od 9:1. Ovo je vazno zbog toga to se u
uzorcima s povisenim vrijednostima Hct-a,
omjer krvi i antikoagulansa smanjuje ispod 9:1,
uzrokujuci time visak citrata za odredeni volu-
men plazme u spremniku $to moze utjecati na
rezultate koagulacijskih pretraga.

Kao prvi korak u postupku, potrebno je
izraCunati ostatni volumen citrata u spremniku
primjenom sljedece jednadzbe (11,18):

C (mL) = 0,185* x [volumen krvi
(mL)]** x [1,0- Hct (L/L)]

C= ostatni volumen citrata u mL
*0,185 =konstanta

**volumen krvi u mL, ovisan o volumenu upo-
trijebljenog spremnika

Hct = bolesnikov hematokrit (L/L)

Ostatni volumen citrata u mL treba oduzeti od
ukupnog volumena citrata u spremniku, pri
cemu se kao rezultat dobije volumen citrata
koji treba ukloniti iz spremnika. Kako bi se u
spremniku odrzao podtlak, pri uklanjanju anti-
koagulansa preporucuje se koristenje tuberku-
linske Strcaljke. Ukoliko tuberkulinska Strcaljka
nije dostupna, za uklanjanje citrata mogu se
koristiti automatske pipete. Bududi da upotre-
ba automatskih pipeta za prilagodavanje kon-
centracije citrata onemogucuje odrzavanje
podtlaka u spremniku, bolesniku je potrebno
uzorkovati krv pomocu otvorenog sustava.
Nakon uklanjanja ¢epa sa spremnika i prila-
godbe volumena citrata, krv treba dodati do
oznake. Spremnik treba ru¢no zacepiti, a uzo-
rak dobro promijesati. Daljnje je rukovanje s
uzorkom isto kao i sa svim ostalim uzorcima za
koagulacijske pretrage. Bez obzira na nacin
kako ¢e se citrat ukloniti iz spremnika, obveza
laboratorijskog osoblja je informirati korisnike
o potrebi korekcije volumena citrata i odgova-
raju¢em postupku za daljnje uzorkovanje. Na
nalazu treba uvijek naznaciti da je volumen ci-

Zagreb, svibanj 2019.
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trata u spremniku korigiran zbog visoke vrijed-
nosti hematokrita: Koagulacijske pretrage su
napravljene iz uzorka s prilagodenim volume-
nom antikoagulansa (citrata) zbog visoke vri-
jednosti hematokrita (Hct = xx L/L). Pri tome
xx predstavlja toc¢nu vrijednost hematokrita.
Ako nije moguce uzorkovati novi uzorak u
spremnik s korigiranim volumenom citrata, uz
rezultate na nalazu potrebno je napisati odgo-
varajuc¢i komentar: Nije moguce izvesti prila-
godbu volumena antikoagulansa (citrata) koja
je potrebna zbog visoke vrijednosti hemato-
krita (Hct = xx L/L). Neodgovarajuci omjer anti-
koagulansa i krvi moze utjecati na rezultate
koagulacijskih pretraga. Preporuka je ponoviti
uzorkovanje uz prethodni dogovor s laborato-
rijskim osobljem.

Preporuke:

1. U uzorcima za odredivanje koagulacij-
skih pretraga s vrijednostima hematokri-
ta iznad 0,55 L/L, potrebno je prilagoditi
konacnu koncentraciju citrata u spremni-
ku, kako bi se odrZzao odgovarajuc¢i omjer
krvi i antikoagulansa 9:1.

2. Za uzorke u kojima je potrebno prilagodi-
ti volumen citrata na nalazu treba uvijek
naznaciti da je volumen citrata u sprem-
niku korigiran zbog visoke vrijednosti he-
matokrita uz interpretativni komentar:
Koagulacijske pretrage su napravljene u
uzorku s prilagodenim volumenom an-
tikoagulansa (citrata) zbog visoke vrijed-
nosti hematokrita (Hct = xx L/L). Pri tome
xx predstavlja to¢nu vrijednost hema-
tokrita.

Zagreb, svibanj 2019.

1.9 Hemoliza, hiperbilirubinemija
i lipemija

Na rezultate koagulacijskih pretraga mogu
utjecati hemoliza, hiperbilirubinemija i lipemi-
ja (19). Njihovu prisutnost moguce je detektira-
ti vizualnim pregledom i/ili automatski. Anali-
ticke interferencije su uglavnom rezultat spek-
tralnog preklapanja interferirajucih supstanci
(hemoglobina, bilirubina i ¢estica masti). Nova
generacija koagulacijskih analizatora mjeri op-
ticku apsorpciju na razli¢itim valnim duljinama,
kao i indeks hemolize, ikterije i lipemije (tzv.
HIL indeks) pa se problemati¢ni uzorci mogu
prepoznati prije izvodenja analize, a utjecaj in-
terferiraju¢ih supstanci moze se smanijiti auto-
matskim odabirom odgovarajuce valne duljine
(19,20). Ukoliko ne postoji moguénost auto-
matskog odredivanja HIL indeksa, prihvatljiva
koncentracija interferiraju¢ih supstanci se
mora procijeniti vizualno.

Osim optickih interferencija, hemolizirani uzor-
ci mogu biti problemati¢ni i zbog otpustanja
stani¢nih sastojaka koji aktiviraju sustav koa-
gulacije te dovode do neodgovarajuce detek-
cije ugruska (19).

Stoga, kad god se posumnja na navedeno, po-
trebno je uzorkovati novi, nehemolizirani uzo-
rak (11). Osim hemolize nastale in vitro, kao po-
sljedica odredenih medicinskih stanja moze
biti prisutna i intravaskularna hemoliza, odno-
sno hemoliza in vivo. Postojanje intravaskular-
ne hemolize moze se utvrditi i iskljuciti prije po-
novnog uzorkovanja uz odgovaraju¢u komuni-
kaciju i razmjenu informacija s klinickim oso-
bljem. U takvim slu¢ajevima, rezultati ispitivanja
trebaju biti izdani s odgovaraju¢im komentarom
na nalazu (intravaskularna hemoliza).

Opticki bias uslijed hiperbilirubinemije uglav-
nom nije znacajan i moze se sprijeciti mjeren-
jem na alternativnim valnim duljinama, pri
cemu se rezultati analize mogu pouzdano iz-
vijestiti (19).

10
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Sli¢no, upotreba razlicitih valnih duljina i/ili ve-
¢ih razrjedenja uzoraka kod pretraga u kojima
se uzorak plazme razrjeduje (npr. fibrinogen)
mogu sprijeciti opticki bias zbog lipemije (19).
Za uklanjanje utjecaja lipemije u nekim klinic-
kim laboratorijima se koristi postupak ultra-
centrifugiranja, medutim, podaci o validaciji
ovog postupka nisu objavljeni (16). Kada god
je to moguce, za analizu uzoraka koji sadrze
supstance koje interferiraju uslijed spektral-
nog preklapanja, preporucuje se upotreba
mehanicke i/ili elektromehanicke metode de-
tekcije ugruska (11). Unatoc toj moguénosti, bi-
oloske interferencije mogu imati utjecaj na re-
zultate koagulacijskih pretraga. Primjerice,
znacajna lipemija utjecat ¢e na koagulaciju po-
tiskivanjem plazme, $to ce se ocitovati produ-
ljenim vremenom zgrusavanja koagulacijskih
pretraga.

Preporuke:

1. Pri izvodenju probirnih koagulacijskih
pretraga laboratoriji trebaju procijeniti
prihvatljivu koncentraciju interferirajuc¢ih
supstanci za vlastiti sustav reagens/koa-
gulometar koji je u uporabi.

2. Ukoliko se sumnja na intravaskularnu,
odnosno hemolizu in vivo, rezultati ispiti-
vanja trebaju biti izdani s odgovarajuc¢im
komentarom na nalazu (intravaskularna
hemoliza).

3. Mehanicka i/ili elektromehani¢ka metoda
detekcije ugruska preporucuje se za ana-
lizu uzoraka koji sadrze supstance koje in-
terferiraju uslijed spektralnog preklapa-
nja.

1.10 Pohrana uzoraka do analize

U idealnim uvjetima, sve koagulacijske pretra-
ge potrebno je analizirati unutar 4 sata od
uzorkovanja. Prema nedavnim istrazivanjima,
izuzetak od ovog pravila moze se primijeniti za
pretrage PV i D-dimeri, za koje se uzorci mogu
pohraniti na sobnoj temperaturi do 24 sata na-
kon uzorkovanja, Sto se odnosi na necentrifu-
girane ili centrifugirane uzorke s plazmom koja
ostaje iznad stani¢nih komponenti u zatvore-
nom spremniku (11,12,20). Medutim, kako sta-
bilnost uzorka moze ovisiti 0 mjernom sustavu
u upotrebi (tromboplastinski reagens i koagu-
lometar), laboratoriji koji prihvacdaju uzorke za
PV i D-dimere pohranjene unutar 24 sata od
prikupljanja krvi, trebaju provjeriti stabilnost
uzorka na vlastitom sustavu (21).

Uzorke za sve koagulacijske pretrage potrebno
je do analize pohraniti u neotvorenom sprem-
niku na sobnoj temperaturi (18-25 °C). Pohrana
uzoraka na niskoj temperaturi (2-8 °C) se ne
preporucuje zbog moguce aktivacije koagu-
lacijskog faktora VII (FVII) i gubitka aktivnosti
koagulacijskog faktora VIII (FVII) na hladnom
te posljedicnog utjecaja na rezultate PV-a i
APTV-a (16,20,22). Ako se pretraga APTV
odreduje u svrhu pracenja terapije nefrakcioni-
ranim heparinom (engl. unfractionated hepa-
rin, UFH), uzorke treba centrifugirati, a plazmu
odvojiti od stanica unutar jednog sata od
uzorkovanja, zbog potencijalne neutralizacije
heparina posredovanog trombocitnim fakto-
rom 4 (11,16,21).

Ako koagulacijske pretrage nije moguce izra-
diti unutar dozvoljenog vremena, nakon cen-
trifugiranja uzorka, plazmu treba odmah odvo-
jiti od stanica i zamrznuti na temperaturi od
-20 °C za kratkotrajnu pohranu (do dva tjedna)
odnosno na temperaturi od -70 °C za pohranu
do 3est mjeseci. Kada se iz istog uzorka trazi
viSe pretraga ili ¢e se pretrage izvoditi u
razlicito vrijeme, potrebno je pripremiti i smrz-
nuti vise odvojenih alikvota (16,20).

Zagreb, svibanj 2019.
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Preporuke:

1. Uzorci za koagulacijske pretrage pohra-
njuju se do analize na sobnoj temperaturi
(18-25 °C) u neotvorenom spremniku.

2. Sve koagulacijske pretrage potrebno
je izvesti unutar 4 sata od uzorkovanja.
lzuzetak mogu biti pretrage PV i D-dimeri,
za koje se uzorci mogu pohraniti na sob-
noj temperaturi necentrifugirani ili centri-
fugirani i do 24 sata od uzorkovanja.

3. Laboratoriji koji prihvacaju uzorke za PV i
D-dimere pohranjene unutar 24 sata od
prikupljanja krvi, trebaju provijeriti stabil-
nost uzorka na vlastitom sustavu.

4. Ako se pretraga APTV odreduje u svrhu
pracenja terapije nefrakcioniranim he-
parinom, uzorke treba centrifugirati, a
plazmu odvojiti od stanica unutar jednog
sata od uzorkovanja.

5. Ukoliko  koagulacijske pretrage nije
moguce izraditi unutar vremena doz-
voljenog za analizu, plazmu treba cen-
trifugirati unutar 1 sata od uzorkovanja,
odvojiti od stanica i odmah zamrznuti
(na temperaturi od -20 °C za kratkotra-
jnu pohranu (do dva tjedna) odnosno na
temperaturi od -70 °C za pohranu do Sest
mjeseci.

1.11 Transport uzoraka u
udaljene laboratorije

Ukoliko se uzorci za koagulacijske pretrage 3a-
lju na analizu u udaljene laboratorije, potrebno
ih je dostaviti u odgovaraju¢em vremenskom
roku dozvoljenom za izradu pojedine trazene
pretrage (16,20). Ako to nije moguce, uzorke
krvi je potrebno dva puta centrifugirati, a po-
tom plazmu prenijeti u polipropilenski sprem-

Zagreb, svibanj 2019.

nik. Svaki spremnik treba biti oznacen punim
imenom i prezimenom bolesnika, datumom
rodenja i identifikacijskim brojem (mati¢ni broj
osiguranika i/ili jedinstveni identifikacijski broj
u laboratoriju). Uz to, treba navesti informaciju
o vrsti uzorka (npr. citratna plazma), datumu i
vremenu uzorkovanja. Uzorak plazme treba
odmah zamrznuti prema prethodno opisanom
postupku. Uzorci zamrznute plazme trebaju se
transportirati na suhom ledu, a ukoliko to nije
moguce, na dovoljnoj koli¢ini obi¢nog leda u
spremniku od stiropora, kako bi ostali ¢vrsto
zamrznuti dok ne stignu u laboratorij za ispiti-
vanje. Analize se ne smiju izvoditi iz uzorka koji
u laboratorij ne stigne ¢vrsto zamrznut (5,8,11).

Preporuke:

1. Uzorke za koagulacijske pretrage koji se
na analizu $alju u udaljene laboratorije,
potrebno je dostaviti u odgovaraju¢em
vremenskom roku, postujuci vrijeme do-
zvoljeno za analizu pojedine trazene pre-
trage. Ukoliko to nije moguce, potrebno je
postupiti prema postupku navedenom u
prethodnom poglavlju, preporuci broj 5.

2. Svaki spremnik s uzorkom koji se 3alje na
analizu u udaljene laboratorije treba biti
oznacen punim imenom i prezimenom
bolesnika, datumom rodenja i identifi-
kacijskim brojem (mati¢ni broj osigura-
nika i/ili jedinstveni identifikacijski broj u
laboratoriju) te informacijom o vrsti uzor-
ka (npr. citratna plazma), datumu i vre-
menu uzorkovanja.

3. Uzorci zamrznute plazme trebaju se trans-
portirati na suhom ledu, a ukoliko to nije
moguce, na dovoljnoj koli¢ini obi¢nog
leda u spremniku od stiropora, kako bi
ostali ¢vrsto zamrznuti dok ne stignu u
laboratorij za analizu.

12



01-2019/v.1.

Nacionalne preporuke za izradu probirnih koagulacijskih pretraga i D-dimera

1.12 Odmrzavanje zamrznutih
uzoraka plazme

Odmrzavanje zamrznutih uzoraka plazme treba
provesti brzo, tijekom 10 minuta na 37 °C u in-
kubatoru, suhom termo bloku ili vodenoj kupe-
lji (5,16,20). Kako bi se osigurala cjelovitost uzor-
ka, odmrznuti uzorak treba prije analize temelji-
to promijesati. Optimalan postupak mijeSanja je
lagano okretanje uzorka 6 puta tako da se spre-
mnik s uzorkom svaki put okrene za 180° i vrati
u pocetni polozaj (23). Nepotpuno odmrzava-
nje uzoraka ili predugo stajanje na 37 °C moze
rezultirati nepouzdanim rezultatima zbog akti-
vacije faktora zgruSavanja i nehomogenosti
uzorka (5,20,24). Ukoliko laboratorij za odmrza-
vanje uzoraka koristi vodenu kupelj, nuzno je
osigurati cjelovitost podataka na naljepnici na
kojoj se nalaze podaci o pacijentu.

Preporuka

1. Odmrzavanje zamrznutih uzoraka plazme
treba provesti brzo, tijekom 10 minuta na
37 °C u inkubatoru, suhom termo bloku ili
vodenoj kupelji.

2. Odmrznuti uzorak prije analize treba
temeljito promijesati laganim okreta-
njem uzorka 6 puta tako da se spremnik s
uzorkom svaki put okrene za 180° i vrati u
pocetni polozaj.

2. Analiticka faza rada pri izradi

koagulacijskih pretraga

2.1 Kontrola kvalitete

Svrha kontrole kvalitete (KK) je osiguranje vje-
rodostojnih rezultata pretraga. Stoga sheme
upravljanja unutarnjom (UKK) i vanjskom kon-
trolom kvalitete (VKK) trebaju biti sastavni dio

osiguranja kvalitete rada dijagnostickih labora-
torija koji izraduju koagulacijske pretrage. UKK
osigurava kontinuiranu procjenu kvalitete re-
zultata i svodi varijacije unutar ili iz dana u dan
na najmanju mogucu mjeru, dok je glavni cilj
VKK utvrditi usporedivost rezultata medu la-
boratorijima, odnosno, istinitosti rezultata la-
boratorija koji u njoj sudjeluje (27,28). UKK tre-
ba provoditi nakon otvaranja i/ili otapanja sva-
kog pojedinog reagensa, te nakon umjerava-
nja, preventivnog odrzavanja i servisa analiza-
tora (27). Za kvantitativne testove, potrebno je
koristiti najmanje dvije razine kontrolnog ma-
terijala, ukljucujuc¢i normalnu i patolosku razi-
nu, svakih osam sati neprekidnog rada (29).
Ucestalost UKK moze biti propisana i drugaci-
je, ukoliko je laboratorij proveo analizu vlasti-
tog procesa rada i procjenu rizika prije same
primjene.

Za VKK jos$ uvijek nema dokaza o optimalnoj
ucestalosti izvodenja, ali ona mora biti sastavni
dio ukupnog sustava upravljanja kvalitetom u
laboratoriju (2).

Preporuka:

1. Unutarnju kontrolu kvalitete treba prove-
sti nakon otvaranja i/ili otapanja svakog
pojedinog reagensa, te nakon umijera-
vanja, preventivhog odrzavanja i servisa
analizatora.

2. Za kvantitativhe koagulacijske testove,
kontrolne plazme s normalnim i pato-
loskim vrijednostima potrebno je ana-
lizirati nakon svakih osam sati neprekid-
nog rada. Ucestalost moze biti propisana
i drugacije ukoliko je laboratorij proveo
analizu rizika, uzevsi u obzir broj uzoraka i
opterecenje tijekom radnog vremena.

3. Vanjska kontrola kvalitete treba biti sa-
stavni dio ukupnog upravljanja kvalite-
tom u laboratoriju koji izraduje koagulaci-
jske pretrage.

Zagreb, svibanj 2019.
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2.2 Koagulacijske pretrage

U svrhu dobivanja to¢nih i pouzdanih rezulta-
ta koagulacijskih pretraga, klju¢no je odabrati
prikladnu metodu za njihovo odredivanje. Na
trzistu su dostupni razli¢iti komercijalni testovi
koji se mogu podijeliti u tri glavne kategorije:
koagulometrijski, kromogeni i imunokemijski
testovi. Specifi¢cne informacije vezane uz nace-
lo ispitivanja, opremu i tehnike koje se koriste
u koagulacijskim laboratorijima opisane su u
radu Mackie i suradnika i nisu sastavni dio ovih
preporuka (25). Za implementaciju koagulo-
metara u svakodnevnu praksu, postupak eva-
luacije i validacije treba provesti u skladu s
prethodno objavljenim preporukama (26).

Kako je pri odabiru prikladnih metoda za izra-
du koagulacijskih pretraga vazno poznavati i
njihove analiticke znacajke (4) u daljnjem tek-
stu navedeni su najvazniji podaci o analitickim
znacajkama pretraga PV-a, APTV-a, TV-a, fibri-
nogena i D-dimera.

Preporuka:

Postupak evaluacije i validacije koagulome-
tara potrebno je provesti u skladu s pret-
hodno objavljenim preporukama (26).

2.2.1 Protrombinsko vrijeme

PV je najcesca probirna koagulacijska pretraga.
Koristi se za pracenje terapije antagonistima
vitamina K (engl. vitamin K antagonists, VKA) te
za procjenu nasljednog ili steCenog manjka
faktora zgrusavanja Il (FIl), V (FV), VII (FVII), X
(FX) i fibrinogena te prisutnosti njihovih inhibi-
tora (29). Svi komercijalni reagensi za PV (tako-
der poznati kao tromboplastini) sadrze tkivni
faktor (engl. Tissue Factor, TF), fosfolipide i kal-
cijev klorid. Dostupni su razliciti komercijalni
pripravci tromboplastina koji mogu biti huma-
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nog ili zivotinjskog podrijetla ili rekombinan-
tni. Rezultati PV-a znacajno ovise o vrsti rea-
gensa i koagulometru u uporabi te se stoga
mogu razlikovati izmedu laboratorija (4). U svr-
hu standardizacije PV-a i pracenja terapije s
VKA u razli¢itim laboratorijima, Svjetska zdrav-
stvena organizacija (engl. World Health Organi-
zation, WHO) za izvjeStavanje rezultata PV-a
uvela je sustav INR-a (29-31). Za svaki serijski
broj PV reagensa, proizvodaci moraju odrediti
i naznaciti specificnu vrijednost ISl-ja koja odra-
Zava osjetljivost reagensa na faktore zgrusava-
nja ovisne o vitaminu K u odnosu na odgovara-
juci referentni standard WHO, tzv. medunarod-
ni referentni pripravak (engl. International Refe-
rence Preparation, IRP). INR se dobiva rac¢unski, a
predstavlja omjer (engl. prothrombin ratio, PR)
vrijednosti PV-a u sekundama izmjerenog kod
bolesnika i srednjeg normalnog protrombin-
skog vremena (engl. Mean Normal Prothrombin
Time, MNPV), uz eksponent ISl za odgovarajuci
PV reagens (31,32). MNPV predstavlja geome-
trijsku sredinu vrijednosti PV-a dobivenih od
najmanje 20 zdravih dobrovoljaca.

JednadzZba za izracun je slijedeca:
INR = (PR) !
ili

INR = [PV (s) bolesnika/MNPV (s)]'s!

PV - vrijeme u sekundama izmjereno kod bole-
snika

PR - omjer PV-a, predstavlja omjer PV-a u se-
kundama izmjerenog kod bolesnika prema
MNPV-u

MNPV - srednje normalno protrombinsko vrije-
me, predstavlja geometrijsku sredinu vrijedno-
sti PV-a dobivenih od najmanje 20 zdravih do-
brovoljaca.
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ISI — indeks osjetljivosti za odgovarajuci PV re-
agens

lako su na trzistu dostupni tromboplastini s
vrijednostima ISl-ja do 1,5 ili ¢ak 1,7, preporu-
Cuje se upotreba rekombinantnih trombopla-
stina s vrijednostima ISI-ja manjim od 1,2, zbog
vece osjetljivosti na manjak faktora i vece pre-
ciznosti odredivanja INR-a (29-33). Buduci da
varijacije u vrijednostima mogu postojati i usli-
jed netoc¢nog odredivanja MNPV-a ili razlicite
vrijednosti ISI-ja koja se primjenjuje u labora-
toriju, INR odreden s razlicitim tromboplastini-
ma u uzorku plazme istog bolesnika nije uvijek
istovjetan (31). Kad god je to moguce, potreb-
no je koristiti vrijednost ISI-ja specificnog za
kombinaciju tromboplastina i koagulometra
koji su u uporabi, ¢ime se postize veca to¢nost
u odredivanju INR-a u odnosu na uporabu
generickog ISl-ja (ISI odreden za tromboplas-
tin koji nije specifican za koagulometar ve¢ za
skupinu koagulometara). Ako vrijednost ISl-ja
za odredenu kombinaciju tromboplastina i ko-
agulometra nije dostupna, preporucuje se lo-
kalno odredivanje ISl-ja (29,30,32).

Odredivanje lokalnog ISI-ja moze se izvesti
pomocu seta liofiliziranih uzoraka plazme s
deklariranim vrijednostima PV-a, a koje su
odredene uporabom IRP-a i ru¢ne tehnike.
Uzorke plazme treba analizirati na lokalno-
specifitcnoj kombinaciji koagulometra i rea-
gensa te dobivene vrijednosti grafi¢ki prikazati
stavljanjem u odnos s deklariranim vrijednos-
tima. Nagib pravca dobiven ortogonalnom re-
gresijskom analizom koristi se za izracunavanje
lokalnog ISI-ja prema jednadzbi:

ISI (lokalni) = nagib pravca x ISI (IRP).

Odredivanje INR-a za kombinaciju trombo-
plastina i koagulometra u uporabi moguce je i
bez poznavanja vrijednosti ISI-ja i MNPV-a, tzv.
metodom direktnog INR-a, ukoliko su dostup-

ne liofilizirane kalibracijske plazme s poznatim
vrijednostima INR-a. Uzorci kalibracijske
plazme analiziraju se na specificnoj kombinaci-
ji koagulometra i reagensa, pri ¢emu se gener-
ira kalibracijska krivulja na kojoj se izmjereno
vrijeme zgrusavanja u sekundama stavlja u od-
nos s naznacenim vrijednostima INR-a. Na ovaj
nacin se takoder povecava tocnost odredivanja
INR-a i postize bolja usporedivost rezultata
medu laboratorijima. Za dodatne detalje
Citatelji se upucuju na literaturne navode 29,
30i 32.

Preporuka:

1. Za odredivanje pretrage PV, preporucuje
se koristiti rekombinantne trombopla-
stine koji imaju vrijednost ISI manju od 1,2.

2. Pri odredivanju pretrage PV preporucuje
se koristiti i/ili odrediti vrijednost ISl-ja
specificnu za kombinaciju tromboplasti-
na i koagulometra koja se koristi u labo-
ratoriju.

2.2.2 Aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme

Pretraga APTV probirni je test koji se koristi u
procjeni manjka faktora zgrusavanja VIl (FVIII),
IX (FIX), XI (FXI) i X1l (FXI) ili prisutnosti njihovih
inhibitora. Svaki APTV reagens sadrzi kontak-
tni aktivator (silicijev dioksid, kaolin, elaginsku
kiselinu) i fosfolipide razlicitog podrijetla, ali
kako ne sadrzi TF, naziva se ,parcijalni trom-
boplastin”. Faktori zgrusavanja prisutni u uzor-
ku ispitivane plazme ,aktiviraju se” nakon do-
datka APTV reagensa i kalcijevog klorida kao
zasebnog reagensa na 37 °C (29,34).

Zagreb, svibanj 2019.
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Pretraga APTV se mjeri u sekundama, a rezul-
tati pretrage znacajno ovise o reagensu i koa-
gulacijskom analizatoru koji su u uporabi.
Zbog varijabilnosti u sastavu reagensa, tj. fos-
folipida i aktivatora, pojedini se APTV reagensi
znatno razlikuju prema osjetljivosti na faktore
zgrusavanja, terapiji UFH-om i lupus antikoa-
gulansu (LA). Za izvodenje APTV-a kao probir-
ne pretrage preporucuje se upotreba APTV re-
agensa koji su osjetljivi na manjak faktora
zgrusavanja i na terapiju UFH-om, ali koji isto-
dobno ne moraju biti osjetljivi na LA (4,29,34).

APTV je prikladna pretraga za pracenje terapi-
je UFH-om, ali je pretragu teSko standardizirati
izmedu razli¢itih laboratorija zbog razlicitih
svojstava pojedinih komercijalnih reagensa
(35). Kako bi se to postiglo, preporuka je da se
terapijski raspon za pracenje terapije UFH-om
s APTV reagensom odredi u odnosu na anti-
FXa aktivnost heparina i to tako da odgovara
rasponu od 0,3 do 0,7 anti-Xa klU/L. U ovu svr-
hu, potrebno je prikupiti uzorke krvi bolesnika
koji su na kontinuiranoj intravenskoj terapiji
UFH-om, uzorkovanih najmanje 4-6 sati nakon
bolusa heparina, ali i manje od 24 sata nakon
primjene prve doze VKA. Uzorci krvi trebaju
biti obradeni prema standardnom postupku,
potrebno ih je centrifugirati dva puta, a plaz-
ma se do izvodenja analize treba zamrznuti na
-35 °Ciili na nizoj temperaturi. Plazma se odmr-
zava na 37 °C tijekom 10 minuta, nakon ¢ega
se odredi APTV i aktivnost heparina anti-Xa te-
stom. Odnos izmedu vrijednosti APTV-a na osi
Y i heparina na osi X, prikazuje se regresijom
analizom (35-37).

Za razliku od UFH-a, niskomolekularni heparin
(engl. low molecular weight heparin, LMWH),
koji je zamijenio primjenu UFH-a u vedini kli-
nickih situacija, ne zahtijeva rutinsko laborato-
rijsko pracenje. Izuzetak su neka klinicka stanja
i/ili populacije bolesnika u kojima je potrebno
pracenje terapije s LMWH, uklju¢ujudi bolesni-
ke sa zatajenjem bubrega, pretile bolesnike,
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djecu i trudnice te bilo kojeg bolesnika kod ko-
jeg se ne postigne ocekivani antikoagulacijski
uc¢inak. S obzirom da LMWH ima pretezno anti-
Xa aktivnost i ne pokazuje odgovarajudi utje-
caj na APTV (38), za pracenje terapije s LMWH,
APTYV nije prikladna pretraga, vec¢ je za procje-
nu terapijskog odgovora u ovom slucaju po-
trebno koristiti isklju¢ivo anti-Xa pretragu kali-
briranu s LMWH (38).

Preporuke:

1. Za izvodenje APTV-a kao probirne pre-
trage preporucuje se upotreba APTV rea-
gensa koji su osjetljivina manjak ¢cimbenika
zgruSavanja i na terapiju UFH-om, ali koji
istodobno ne moraju biti osjetljivi na LA.

2. APTV je prikladna pretraga za pracenje
terapije UFH-om.

3. Za pracenje terapije UFH pomocu pre-
trage APTV, preporucuje se da svaki labo-
ratorij odredi osjetljivost APTV reagensa u
uporabi na UFH s ciljem uspostave vlasti-
tog terapijskog intervala.

4. APTV nije prikladan test za pracenje tera-
pije s LMWH. Ukoliko je potrebno pratiti
terapiju s LMWH, prikladna pretraga je
odredivanje anti-FXa aktivnosti.

2.2.3 Trombinsko vrijeme

TV je probirna koagulacijska pretraga koja se
koristi za procjenu manjka ili kvalitativnih po-
remecaja fibrinogena te prisutnosti inhibitora
trombina [aktiviranog FllI (Flla)] (39,40). Pretra-
gom se procjenjuje sposobnost pretvorbe fi-
brinogena u fibrin nakon dodavanja govedeg
ili ljudskog trombina u suvisku uzorku PPP-a, a
mjeri se u sekundama. Test je osjetljiv na anti-
koagulacijsku terapiju inhibitorima trombina
koji mogu biti prisutni u plazmi (npr. heparin i
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dabigatran), a moze otkriti i kontaminaciju
uzorka heparinom iz venskih katetera cak i pri
vrlo niskim koncentracijama heparina (> 0.05
anti-Xa klU/L). Medutim, zbog preosjetljivosti
na inhibitore trombina (heparin, dabigatran),
test nije prikladan za pracenje antikoagulacij-
ske terapije heparinom i dabigatranom, te nije
standardiziran za tu svrhu (40).

Preporuka:

Trombinsko vrijeme nije prikladan test za
pracenje antikoagulacijske terapije hepari-
nom i direktnim inhibitorima trombina.

2.2.4 Fibrinogen

U vedini slucajeva, fibrinogen uz pretrage PV i
APTV sluzi kao dio opceg probira u ispitivanju
poremecaja hemostaze (41,42). Za mijerenje
koli¢ine fibrinogena u plazmi postoji nekoliko
vrsta testova, medu kojima se najcesce koristi
test odredivanja funkcionalne aktivnosti fibri-
nogena temeljen na Claussovoj metodi (42).
Nacelo Claussove metode sastoji se u dodatku
visoke koncentracije trombina razrijedenoj
plazmi ispitanika i odredivanju vremena zgru-
Savanja plazme u sekundama. Buduci da se re-
zultat izrazava u g/L, test zahtijeva kalibraciju
pomocu referentne plazme poznate koncen-
tracije fibrinogena kalibrirane prema meduna-
rodnom standardu. Naznacene i izmjerene vri-
jednosti fibrinogena stavljaju se u odnos kako
bi se dobila kalibracijska krivulja u Sirokom ras-
ponu koncentracija fibrinogena (42,43). lako
kombinacija reagensa i koagulometra ima mi-
nimalni u¢inak na odredivanje fibrinogena Cla-
ussovom metodom, prema nekim istrazivaniji-
ma u odredenim podskupinama bolesnika
(npr. diseminirana intravaskularna koagulacija;
DIK ili tromboliti¢ka terapija), razli¢ita koncen-
tracija trombina ili razli¢it pufer u sastavu rea-

gensa mogu biti uzrokom razli¢itih rezultata
(42). Funkcionalni test fibrinogena se opcenito
smatra najboljom metodom za Siroku primje-
nu u laboratorijima (42).

Imunokemijski testovi kao $to su enzim-imuno-
kemijska metoda na krutom nosacu (engl.
Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) i
imunonefelometrija mjere koncentraciju antige-
na fibrinogena, a ne njegovu funkcionalnu aktiv-
nost (5). Primjena je ogranicena na diferencijalnu
dijagnostiku disfibrinogenemije koja se temelji
na razlici rezultata dobivenog mjerenjem funkci-
onalne aktivnosti i koncentracije antigena fibri-
nogena. Ovi testovi se primjenjuju samo u Viso-
kospecijaliziranim laboratorijima (42).

Metoda odredivanja deriviranog fibrinogena omo-
gucuje procjenu fibrinogena iz reakcijske krivulje za
PV na automatiziranim optickim koagulometrima.
PV se odreduje promjenom opticke gustoce za
odredeni raspon razrjedenja u plazmi s poznatim
koncentracijama fibrinogena, a opticka promjena
za razli¢ite vrijednosti fibrinogena prikazana je kao
kalibracijska krivulja. Medutim, literaturni podaci
koji se odnose na procjenu prikladnosti metode za
klinicku primjenu su proturjecni (44,45). Stoga, iako
je metoda jednostavna i jeftina, kod odredenih po-
remecaja i klinickih stanja moze rezultirati netocnim
i nepouzdanim rezultatom, zbog ¢ega se ne prepo-
ruCuje za rutinsku laboratorijsku primjenu (42).

Preporuke:

1. Test odredivanja funkcionalne aktivno-
sti fibrinogena je najprikladnija metoda
odredivanja fibrinogena za rutinsku prim-
jenu u laboratorijima.

2. Imunokemijski testovi za fibrinogen, koji
mjere koncentraciju antigena, a ne funkciona-
Inu aktivnost primjenjuju se iskljucivo u dife-
rencijalnoj dijagnostici disfibrinogenemija.

3. Metoda deriviranog fibrinogena ne prepo-
rucuje se za rutinsku uporabu.

Zagreb, svibanj 2019.
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2.2.5 D-dimer

Za mijerenje koncentracije D-dimera dostupni
su razlic¢iti kvalitativni (rezultat se izraZzava kao
pozitivan ili negativan), polukvantitativni i
kvantitativni testovi, poput ELISA-e, enzim
imuno florimetrijske metode (engl. EnzymelLin-
ked Fluorescent Assay, ELFA) ili lateks-imunoke-
mijskih testova (engl. Latex Immunoassay, LIA)
koji koriste monoklonska antitijela specificna
za razlicite epitope D-dimera (46,47). Glavni
problem vezan uz odredivanje D-dimera je taj
$to razliciti komercijalni testovi za D-dimere
nisu standardizirani, obzirom da se u metoda-
ma Cesto upotrebljavaju razlicita monoklonska
antitijela i kalibratori (46-49). Kako do danas jo$
uvijek nije dostupan standardni referentni pri-
pravak (tj. medunarodni standard) i mjerne je-
dinice nisu standardizirane, rezultati, referen-
tni intervali i grani¢ne vrijednosti na kojima se
temelji klinicka odluka nisu usporedivi izmedu
razli¢itih metoda. Stoga se rezultati D-dimera
moraju pazljivo tumaciti ovisno o metodi koja
se koristi za njihovo odredivanje (48-50). Uz re-
zultat pretrage na nalazu je potrebno istaknuti
i mjernu metodu kojom se odreduju D-dimeri
(primjerice: Mjerna metoda ELFA).

Preporuke:

1. Rezultate, referentne intervale i grani¢ne
vrijednosti za pretragu D-dimeri potreb-
no je uvijek interpretirati ovisno o metodi
koju laboratorij koristi.

2. Uz rezultat pretrage D-dimera na nalazu
je potrebno istaknuti i mjernu metodu
kojom se oni odreduju.

Zagreb, svibanj 2019.

3. Poslijeanaliticka faza rada pri

izradi koagulacijskih pretraga

3.1 Referentni intervali, grani¢ne
vrijednosti i uskladivanje
izvjestavanja o rezultatima

Rezultati vecine koagulacijskih pretraga, kao i
referentni intervali koji se primjenjuju znacaj-
no ovise o kombinaciji reagensa i koagulacij-
skog analizatora u upotrebi. Stoga, rezultati
koagulacijskih pretraga za istog bolesnika do-
biveni u razli¢itim laboratorijima mogu biti ne-
usporedivi. Prema literaturi, op¢a preporuka
za svaki laboratorij je odredivanje vlastitih re-
ferentnih intervala na lokalnoj populaciji
(25,53). Medutim, kako je ovu preporuku tesko
primijeniti u svakodnevnoj praksi, vecina labo-
ratorija koristi referentne intervale koji su preu-
zeti od strane proizvodaca ili su dostupni u li-
teraturi (25,51-53). Odredivanje vlastitih refe-
rentnih intervala u praksi se najce$¢e primje-
njuje ukoliko pri uvodenju nove metode nisu
dostupni odgovarajudi literaturni podaci. Uko-
liko se referentni intervali preuzimaju od
proizvodaca ili iz literature, potrebno je
provjeriti podatke o populaciji i metodi kojom
su odredeni (primjenjivost za lokalnu populac-
iju) te se preporucuje njihova verifikacija. Pri
postupku verifikacije referentnog intervala na
lokalnoj populaciji, koristi se uzorak od mini-
malno 20 do 40 zdravih ispitanika, pri ¢emu
vrijednosti za odredenu pretragu trebaju biti
ravnomjerno rasporedene u cijelom preporu-
c¢enom referentnom intervalu. Ako se 95% re-
zultata nalazi u rasponu objavljenog referent-
nog intervala, on se moze prihvatiti za upotre-
bu. Za cjelovitu statisticku validaciju potrebno
je 120 ili viSe ispitanika (25,53).

Za neke analite, kao $to su D-dimeri, prikladni-
je je utvrditi grani¢ne vrijednosti zasnovane na
klinickim podacima (25,48). Koristenje refer-
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entnih intervala prilagodenih prema dobi
kljucno je kako bi se osiguralo pravilno
lje¢enje djece s poremecajima hemostaze.
Medutim, objavljeni referentni intervali prema
dobnim skupinama nisu dostupni za vecinu re-
agensa koji se trenutno koriste u praksi. Opca
preporuka SSC-a ISTH-a za laboratorije koji an-
aliziraju pedijatrijske uzorke je definiranje vlas-
titih referentnih intervala ovisno o dobnim
skupinama, koagulometru i reagensu u
upotrebi (54). Dakako, laboratoriji koji nisu u
mogucnosti odrediti vlastite pedijatrijske ref-
erentne intervale mogu preuzeti i verificirati
referentne intervale prilagodene dobnoj sku-
pini ukoliko su oni dostupni u literaturi.

Preporuke:

1. Referentne intervale za koagulacijske pre-
trage koji se preuzimaju od proizvodaca
ili iz literature, preporuceno je prethodno
verificirati tj. provjeriti njihovu primjenji-
vost na lokalnoj populaciji.

2. Pri analizi pedijatrijskih uzoraka potreb-
no je primijeniti referentne intervale
prilagodene dobi, kako bi se osigurala is-
pravna dijagnostika i lijecenje djece s he-
mostatskim poremecajima.

3.2 IzvjeStavanje rezultata probirnih
koagulacijskih pretraga i D-dimera

3.2.1 lzvjestavanje rezultata PV-a i INR-a

Preduvjet za pravilno izvjeStavanje o rezultati-
ma PV-a je odgovarajuca informacija na uput-
nici (radna dijagnoza i/ili terapija koju bolesnik

prima). Razumijevanje razli¢itog nacina izraza-
vanja ovisno o pojedinim klini¢kim stanjima ili
terapiji koju bolesnik prima je izrazito vazno i
moze imati izravan utjecaj na pracenje lijece-
nja bolesnika.

PV se mjeri u sekundama, dok se koagulabil-
nost krvi obi¢no izrazava kao “postotak aktiv-
nosti od normalne vrijednosti”. Kod odrasle
osobe koja ne prima VKA vrijednost PV-a je
>70%. Vrijednost manja od 70% ukazuje na vri-
jeme zgrusavanja dulje od normalnog i upucu-
je na hipokoagulabilnost krvi (29,51). Rezultati
PV-a se trebaju izvjestavati kao INR samo za
bolesnike na terapiji s VKA, dok se u svim os-
talim klinickim indikacijama odredivanja PV-a,
INR ne smije izvjeStavati. Rezultati PV-a izraze-
nog kao omjer (PR) nisu prikladni za pouzdano
prilagodavanje doze kod bolesnika na terapiji
s VKA. Medutim, neki autori smatraju da u
odredenim stanjima kao sto su npr. kroni¢ne
bolesti jetre ili DIK, izvjeStavanje rezultata PV-a
kao omjer moze biti informativno (30,33,55).
Opcenito, predlozeni terapijski interval za INR
iznosi od 2,0 do 3,0 za vecinu klini¢kih indikaci-
ja, a za bolesnike s mehanickim sr¢anim zalisci-
ma terapijski interval INR-a moze biti nesto
vedi tj. od 2,0 do 3,5 (30,33). Vrijednosti INR-a
iznad preporucenog terapijskog intervala uka-
zuju na povecani rizik od krvarenja, dok su vri-
jednosti ispod terapijskog intervala povezane
s povecanim rizikom za trombozu. Vazno je
napomenuti da vrijednost INR-a treba uvijek
biti izraZena kao broj¢ana vrijednost do gran-
ice mjernog podrucja koja je promjenjiva ovis-
no o dobivenoj kalibracijskoj krivulji tj. zadnjoj
tocki kalibracije za odredeni serijski broj rea-
gensa. Nazalost, iako znacajno smanjuje vari-
jacije i pruza klini¢ki korisne informacije, niti
INR kao nacin izvjeStavanja PV-a, nije savrsen u
smislu usporedivosti rezultata medu laborato-
rijima (29,30).
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Preporuke:

1. Rezultate pretrage PV za bolesnike koji
nisu na terapiji s VKA treba izvijestiti kao
postotak aktivnosti.

2. INR se ne izvjesStava u bolesnika koji nisu
na terapiji s VKA.

3. Rezultate pretrage PV-a za bolesnike na
terapiji s VKA treba izvjestavati iskljucivo
kao INR.

3.2.2 lzvjestavanje rezultata APTV-a

APTV se mjeri i izvjeStava u sekundama. Isprav-
no tumacenje rezultata APTV-a zahtijeva razu-
mijevanje klinickog konteksta u kojem se pro-
vodi ispitivanje, kao i ogranicenja samog testa
(29,34). Budut¢i da se APTV reagensi razlikuju
prema svojoj osjetljivosti na manjak faktora
zgrusavanja, UFH i LA (29,34-37), izvjeStavanje
APTV-a iskljucivo u sekundama moze rezultira-
ti neodgovaraju¢om usporedivos¢u rezultata
medu laboratorijima, bududi da se i referentni
interval i rezultat testa razlikuju za odredene
kombinacije reagensa i koagulometra. Stoga,
na nalazu koagulacijskih pretraga, uz rezultat
izrazen u sekundama, uvijek treba izvijestiti i
omjer APTV-a. Omjer APTV-a se izraCunava
dijeljenjem bolesnikovog APTV-a sa srednjom
vrijednosc¢u referentnog intervala za odredeni
sustav reagens/koagulometar (51).

Referentni interval izrazen u sekundama mo-
guce je preuzeti od proizvodaca ili iz literature,
a u oba slucaja se preporucuje verifikacija
preuzetog intervala. Referentni interval za om-

Preporuka:

Rezultat probirne pretrage APTV uvijek je
potrebno izvijestiti u sekundama i kao APTV
omjer.
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jer APTV-a se uglavhom nalazi u rasponu od
0,8 do 1,2, neovisno o sustavu u uporabi.

3.2.3 lzvjestavanje rezultata TV-a

Rezultat pretrage TV treba tumaciti zajedno s
rezultatima opdcih probirnih pretraga PV-a,
APTV-a i fibrinogena. TV se mijeri i izvjeStava u
sekundama. Referentni intervali jo$ uvijek nisu
harmonizirani i znacajno ovise o kombinaciji
reagensa (tj. koncentraciji trombina u TV rea-
gensu) i koagulometra u upotrebi (39,40). Kao i
kod APTV-a, referentni interval moguce je
preuzeti od proizvodaca ili iz literature pri
c¢emu se preporucuje njegova verifikacija.

Preporuka:

Rezultat pretrage TV izvjeStava se u sekun-
dama.

3.2.4 Izvjestavanje rezultata fibrinogena

Rezultat pretrage fibrinogen izrazava se u g/L.
U zdravih odraslih osoba, referentni interval se
opcenito nalazi u rasponu izmedu 1,8-4,0 g/L,
ali moze biti razlicit za razlicite komercijalne
testove fibrinogena (42). Nedavno istrazivanje
medu laboratorijima u RH pokazalo je da labo-
ratoriji koriste referentni interval prema doku-
mentu o harmonizaciji koji je objavila HKMB
tijekom 2005. godine (6,33). Medutim, kako se
taj referentni interval temelji na rezultatima
dobivenim u spremnicima s 3,8% trinatrijevim
citratom, potrebno ga je revidirati. Referentni
interval moguce je preuzeti od proizvodaca ili
iz literature pri ¢emu se preporucuje njegova
verifikacija.

Preporuka:

Rezultat pretrage fibrinogen izvjestava se u
g/L.
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3.2.5 lzvjestavanje rezultata D-dimera

Razli¢ite metode odredivanja D-dimera koriste
monoklonska antitijela razlic¢ite specificnosti,
razli¢ite mjerne jedinice i grani¢ne vrijednosti.
Stoga, rezultate dobivene razli¢itim metoda-
ma nije moguce usporediti (46,47,50).

Rezultati pretrage D-dimera, izrazeni u jedini-
cama ekvivalentnim fibrinogenu (engl. Fibrino-
gen equivalent units, FEU) priblizno su dva puta
vedi od rezultata izrazenih u jedinicama D-di-
mera (engl. D-dimer units, DDU), tj. 1,0 mg/L
FEU otprilike odgovara 0,5 mg/L DDU. Dogo-
vor o pozeljnoj jedinici izvjeStavanja jo$ uvijek
nije postignut. Primjena komercijalnih testova
koji ne pruzaju informaciju o vrsti jedinice koja
se u testu koristi (DDU ili FEU) se ne preporucu-
je.

Nadalje, postoje i znacajne razlike u izvjeStava-
nju mjernih jedinica D-dimera, kao $to su mg/L
ili pg/L, za razlicite komercijalne testove, sto
moze izazvati pogreSno tumacenje nalaza
(46,47). Buduci da se rezultati razlicitih metoda
za D-dimere ne mogu usporedivati, laboratori-
ji bi uz rezultat na nalazu trebali navesti meto-
du koju upotrebljavaju zajedno s odgovaraju-
¢om vrstom jedinice, dakle DDU ili FEU. S obzi-
rom na mjerne jedinice rezultati trebaju biti
izrazeni kao mg/L DDU ili FEU.

Opca preporuka za svaki laboratorij je da se za
vlastitu metodu odredivanja D-dimera odredi
grani¢na vrijednost na kojoj se temelji klini¢ka
odluka (48). Medutim, buduc¢i da je ovaj uvjet
vrlo tesko ispuniti u realnim laboratorijskim
uvjetima, odabir grani¢ne vrijednosti ug-
lavnom se temelji na vrijednostima koje dekla-
rira proizvodac. Stoga se preporucuje klinicka
validacija tako preuzete grani¢ne vrijednosti.
Treba naglasiti da grani¢ne vrijednosti za D-di-
mere imaju visoku negativnu prediktivnu vri-
jednost, pa je glavna vrijednost pretrage
odsutnost povisenih vrijednosti D-dimera.

Preporuke:

1. Rezultate pretrage D-dimeri preporucuje
se izvjeStavati u mjernim jedinicama
mg/L DDU ili FEU.

2. Uz rezultat pretrage D-dimeri na nalazu
se preporucuje navesti i metodu kojom
se pretraga odreduje.

3. Ne preporucuje se koristenje komercijal-
nih testova za D-dimere koji ne pruzaju
informaciju o vrsti jedinice (DDU ili FEU)
koja se u testu koristi.

3.3 Interpretativni komentari

Nedavno provedena anketa medu dijagnostic-
kim laboratorijima u RH pokazala je kako samo
mali broj laboratorija na nalazu koagulacijskih
pretraga dodatno interpretira rezultate ili daje
preporuke za daljnja ispitivanja (6). U danasnje
vrijeme, kao sastavni dio laboratorijske usluge,
sve se viSe potiCe davanje interpretativnih i/ili
informativnih komentara vezanih uz interfe-
rencije i nalaze za pojedine uzorke bolesnika
u izvjeScu o rezultatima mogu pomodi klinica-
ru da na odgovarajuci nacin upotrijebi labora-
torijske podatke. Stoga, u svrhu sprjecavanja ili
smanjenja pogresaka i poboljsanja ishoda za
bolesnika, preporucuje se uvodenje odgovara-
jucih interpretativnih i/ili informativnih ko-
mentara vezanih za prijeanaliticku i analiticku
fazu ispitivanja, kao i onih vezanih uz prosire-
nje prvotnog klinickog zahtjeva kad god je to
opravdano. Harmonizacija interpretativnih ko-
mentara prelazi opseg ovih smjernica, pa ipak
gdje god je to bilo moguce u ovim smjernica-
ma su ponudeni interpretativni komentari.

Zagreb, svibanj 2019.
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Preporuka:

Preporucuje se uvodenje odgovarajucih in-
terpretativnih i/ili informativnih komentara
vezanih za prijeanaliticku i analiti¢cku fazu is-
pitivanja, kao i onih vezanih uz prosirenje
prvotnog klinickog zahtjeva kad god je to
opravdano.

3.2.7 Kriti¢ne vrijednosti

Kriticni rezultati su vrijednosti koje predstavlja-
ju patofiziolosko stanje pri kojem je promjena
u usporedbi s normalnim (ocekivanim vrijed-
nostima) ili prethodno dobivenim vrijednosti-
ma po Zivot opasna i za koje treba odmah po-
duzeti korektivne mjere. U sklopu procjene he-
mostatskog sustava, to bi znacilo povecan rizik
od krvarenja ili tromboze (57).

Opcenito se kriticne vrijednosti za PV, APTV i
fibrinogen razlikuju u razli¢itim zemljama i jo$
uvijek nisu standardizirane. U klinickoj praksi,
vrijednost INR-a >5,0 smatra se klinicki znacaj-
nom, jer zahtijeva hitnu intervenciju kako bi se
smanjio antikoagulacijski uc¢inak VKA (npr. uki-
danje doze) i sprijecio rizik od krvarenja (npr.
primjena vitamina K, svjeze smrznute plazme
ili protrombinskog kompleksa) (59). Prilikom
odredivanja kriti¢ne vrijednosti za APTV, labora-
toriji trebaju uzeti u obzir rezultate APTV-a spe-
cificne za njihovu kombinaciju reagensa i koa-
gulometra prema prethodno opisanom po-
stupku (59). Opcenito, terapijski interval za
omjer APTV-a trebao bi biti 1,5 do 2,5 puta vedi
od gornje granice referentnog intervala, a bilo
koji omjer veci od toga moze ukazivati na po-
vecani rizik od krvarenja i zahtijeva hitnu inter-
venciju (npr. prilagodavanje doze heparina) (57).
Stoga takvu vrijednost treba izvijestiti klini¢a-
ru, bududi da jo$ uvijek nema dogovora oko
odgovarajuce kriticne vrijednosti. Nadalje, vri-
jednost fibrinogena manja od 0,8 g/L takoder
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ukazuje na povecani rizik od krvarenja i treba
je odmah izvijestiti klini¢aru (57,59). U nedo-
statku opce prihvacenih preporuka, laboratori-
ji se poti¢u da na lokalnoj razini definiraju kli-
nicki znacajne kriticne vrijednosti i/ili prosire
postojeci popis kriti¢nih vrijednosti u suradnji
s lije¢nicima (57). Pravila za izvjeStavanje kritic-
nih vrijednosti mogu biti razli¢ita za uzorke
koje su u laboratorij dosli po prvi put u odnosu
na slijedeca uzorkovanja kod istog bolesnika.
Prvi kritican rezultat potrebno je odmabh izvije-
stiti lijeCniku, a ovisno o dogovoru s klini¢ckim
osobljem postupa se s izvjeStavanjem svakog
sljedeceg kriticnog rezultata za istog bolesni-
ka. Stoga je vazno naglasiti kako izvjestavanje
o kriti¢noj vrijednosti u svakoj ustanovi treba
biti rezultat zajednickog rada izmedu labora-
torijskih i klinickih djelatnika (60).

Preporuke

1. Koagulacijski laboratoriji se poti¢u da na
lokalnoj razini definiraju klini¢ki znacajne
kriticne vrijednosti i/ili proSire postojeci
popis kriti¢nih vrijednosti za koagulaci-
jske pretrage u suradnji s lijecnicima.

2. Prvi kritican rezultat potrebno je od-
mah izvijestiti lije¢niku, a ovisno o do-
govoru s klinickim osobljem postupa
se s izvjeStavanjem svakog sljedeceg
kriticnog rezultata za istog bolesnika.

3. Vrijednost INR-a >5,0 smatra se kriticnom
jer zahtijeva hitnu intervenciju kako bi se
smanjio antikoagulacijski ucinak varfarina.

4. Za pracenje terapije s UFH-om, omjer
APTV-a 2,5 puta veci od gornje granice
referentnog intervala, moze ukazivati na
povecani rizik od krvarenja i treba je od-
mah izvijestiti klinicaru.

5. Vrijednost fibrinogena manja od 0,8 g/L
ukazuje na poviseni rizik od krvarenja i
treba je odmah izvijestiti klinicaru.
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ZAKLJUCAK

Nedavno provedeno istrazivanje medu dijag-
nosti¢kim laboratorijima u RH pokazalo je ra-
zli¢it nacin postupanja u svakodnevnoj praksi
u pojedinoj fazi izrade koagulacijskih pretraga
(5). To nije iznenadujuce obzirom da laborato-
riji rade na razli¢itim razinama zdravstvene za-
Stite i pod okriljem razlic¢itih profesionalnih
drustava. Stoga je cilj ovog rada bio sazeti
osnovne preporuke za postupke u prijeanali-
tickoj, analitickoj i poslijeanalitickoj fazi izrade
najeS¢e izvodenih koagulacijskih pretraga.
Medutim, medu laboratorijima s malim i veli-
kim brojem uzoraka postoje razlike u tehno-
loskim rjeSenjima. Koagulacijske pretrage se
sve vise integriraju u velike automatizirane la-
boratorijske sustave u svrhu poboljsanja kvali-
tete, ucinkovitosti i brige o bolesnicima, uz
istodobno smanjenje troskova. Neovisno o

broju pretraga ili integraciji, laboratorijska dija-
gnostika poremecaja sustava hemostaze za-
htjeva specificne vjestine (61). Tumacenje i
upotreba dobivenih informacija na odgovara-
juci nacin od presudne je vaznosti, kao i pre-
poznavanje potencijalnih izvora pogresaka u
cjelokupnom procesu laboratorijskog rada.
Stoga, smatramo da ¢e ove preporuke biti kori-
sne u svakodnevnoj praksi laboratorija koji
izvode probirne koagulacijske pretrage i D-di-
mere. Kako se prikupljene informacije temelje
na prethodno objavljenim smjernicama, izvje-
§¢ima stru¢nih odbora ili stru¢nom misljenju,
snaga dokaza nije toliko izrazena. Ipak, smatra-
mo ove preporuke vaznim iskorakom prema
standardizaciji postupaka i boljoj usporedivo-
sti rezultata (Dodatak 1).

Zagreb, svibanj 2019.
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DODATCI

Dobatak 1. - Tabli¢ni prikaz osnovnih preporuka za postupke u prijeanaliti¢koj, analiti¢koj i poslijeanaliti¢koj fazi izrade probirnih ko-
agulacijskih pretraga protrombinskog vremena,aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena, trombinskog vremena, fibrino-
genaiD-dimera

Faze rada pri izradi Preporuka Literatura
koagulacijskih pretraga

PRIJEANALITICKA FAZA RADA PRI IZRADI KOAGULACIJSKIH PRETRAGA
Zahtjev za pretragama - uputnica

Informacije o radnoj ili potvrdenoj dijagnozi, kao i podatak o primijenjenoj 10
antikoagulacijskoj terapiji trebaju biti sastavni dio zahtjeva za pretragama.

Priprema i identifikacija bolesnika

Priprema i identifikacija bolesnika prije uzorkovanja krvi mora se provesti sukladno 10
Nacionalnim preporukama za uzimanje venskih uzoraka.

Spremnici za uzorkovanje i antikoagulans

1. Uzorci venske krvi za koagulacijske pretrage uzimaju se u staklene ili plasti¢ne 11,13
spremnike s neaktiviraju¢om povrsinom.

2. Spremnici trebaju sadrzavati puferirani trinatrijev citrat kao antikoagulans u 11
koncentraciji od 105-109 mmolL/L, tj. 3,2%-tnitrinatrijev citrat.

3. Omjer krvi i antikoagulansa u spremniku za koagulacijske pretrage treba biti 9:1. 11

4. Uzorci s volumenom krvi +/-10% u odnosu na potrebnu koli¢inu naznac¢enu na 11,12-14
spremniku prihvatljivi su za analizu.

Uzorkovanje krvi

1. Uzorkovanje krvi za koagulacijske pretrage mora se provesti sukladno 10
Nacionalnim preporukama za uzimanje venskih uzoraka.

2. Prije uzorkovanja krvi putem intravenskih katetera, preporucuje se ispiranje 8,10,11,15
katetera fiziolosSkom otopinom i odbacivanje prvih 5 mL krvi ili Sesterostrukog

volumena sredi$njeg venskog katetera, odnosno dva volumena perifernog venskog

katetera.

Redoslijed uzorkovanja spremnika

1. Kada je krv potrebno uzorkovati u vise spremnika, uzorkovanje krvi u spremnik 10,11,14
za koagulacijske pretrage potrebno je izvrsiti prije uzorkovanja bilo kojeg drugog
spremnika s aditivom (koji sadrzi aktivatore ugruska ili antigoagulans).

2. Prije prikupljanja uzoraka venske krvi za probirne koagulacijske pretrage i 10,11,14
D-dimere nije potrebno uzorkovati spremnik koji se odbacuje. Izuzetak od ovog

pravila ukljucuje postupak kada se koriste leptiri¢i za uzorkovanje, buduc¢i da zrak

u sustavu za vadenje moze utjecati na punjenje spremnika a time i na omjer krvi i
antikoagulansa u spremniku. Spremnik koji se odbacuje u ovom slu¢aju mora biti

bez aditiva.

Neprihvacanje uzoraka

Svaki laboratorij treba imati definirane kriterije za neprihvacanje koagulacijskih 8,11,16
uzoraka.
Priprema uzoraka krvi za analizu

1. Plazma za odredivanje pretraga probira PV, APTV, TV, fibrinogena i D-dimera 11,13,17
priprema se centrifugiranjem primarnog spremnika za prikupljanje uzoraka krvi na
1500xg na sobnoj temperaturi (18-25 °C) tijekom 15 minuta.

Zagreb, svibanj 2019.
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2. Sve uzorke plazme koji se zamrzavaju do trenutka Izvodenja analize potrebno je
centrifugirati jo$ jednom (tzv. dvostruko centrifugiranje) kako bi se dobila plazma
siroma$na trombocitima (engl. platelet poor plasma, PPP) koja sadrzi <10x10%/L
trombocita.

Uzorci s visokim vrijednostima hematokrita

1. U uzorcima za odredivanje koagulacijskih pretraga s vrijednostima hematokrita
iznad 0,55 L/L, potrebno je prilagoditi kona¢nu koncentraciju citrata u spremniku
kako bi se odrzao odgovarajuci omjer krvi i antikoagulansa od 9:1.

2. Za uzorke u kojima je potrebno prilagoditi volumen antikoagulansa (citrata) na
nalazu treba uvijek naznaciti da je volumen citrata u spremniku korigiran zbog
visoke vrijednosti hematokrita uz interpretativni komentar: Koagulacijske pretrage
su napravljene u uzorku s prilagodenim volumenom antikoagulansa (citrata)
zbog visoke vrijednosti hematokrita (Hct = xx L/L). Pri tome xx predstavlja to¢nu
vrijednost hematokrita.

Hemoliza, hiperbilirubinemija, lipemija

Pohrana uzoraka do analize

1. Pri izvodenju probirnih koagulacijskih pretraga laboratoriji trebaju procijeniti
prihvatljivu koncentraciju interferirajucih supstanci za vlastiti sustav reagens/
koagulometar koji je u uporabi.

2. Ukoliko se sumnja na intravaskularnu, odnosno hemolizu in vivo, rezultati
ispitivanja trebaju biti izdani s odgovaraju¢im komentarom na nalazu
(intravaskularna hemoliza).

3. Mehanicka i/ili elektromehanicka metoda detekcije ugruska preporucuje se kada
god je to moguce, za analizu uzoraka koji sadrze supstance koje interferiraju uslijed
spektralnog preklapanja.

1. Uzorci za koagulacijske pretrage pohranjuju se do analize na sobnoj temperaturi
(18-25 °C) u neotvorenom spremniku.

2. Sve koagulacijske pretrage potrebno je analizirati unutar 4 sata od uzorkovanja.
Izuzetak od ove preporuke mogu biti pretrage PV* i D-dimeri, za koje se uzorci
mogu pohraniti na sobnoj temperaturi necentrifugirani ili centrifugirani i do 24 sata
od uzorkovanja.

3. Laboratoriji koji prihvacaju za analizu uzorke za PV i D-dimere pohranjene unutar

24 sata od prikupljanja krvi, trebaju potvrditi stabilnost uzorka na vlastitom sustavu.

4. Ukoliko se pretraga APTV odreduje u svrhu pracenja terapije nefrakcioniranim
heparinom (UFH) uzorke treba centrifugirati, a plazmu odvojiti od stanica unutar 1
sata od uzorkovanja.

5. Ukoliko koagulacijske pretrage nije moguce izraditi unutar vremena dozvoljenog
za analizu, plazmu treba centrifugirati, odvojiti od stanica i odmah zamrznuti
(pozeljno unutar jednog sata od uzorkovanja) na temperaturi od -20 °C ili nizoj za
kratkotrajnu pohranu (do dva tjedna) odnosno na temperaturi od -70 °C za pohranu
do Sest mjeseci.

Transport uzoraka na udaljene lokacije

Zagreb, svibanj 2019.

1. Uzorke za koagulacijske pretrage koji se na analizu 3alju u udaljene laboratorije,
potrebno je dostaviti u odgovaraju¢em vremenskom roku, postujudi vrijeme
dozvoljeno za analizu pojedine trazene pretrage. Ukoliko to nije moguce s
uzorcima je potrebno postupiti kao $to je to opisano u prethodnom poglavlju,
preporuci broj 5.

2. Svaki spremnik s uzorkom koji se 3alje na analizu u udaljene laboratorije
treba biti oznacen punim imenom i prezimenom bolesnika, datumom rodenja i
identifikacijskim brojem (mati¢ni broj osiguranika i/ili jedinstveni identifikacijski
broj u laboratoriju). Uz to, treba navesti informaciju o vrsti uzorka (npr. citratna
plazma), datumu i vremenu uzorkovanja.

16,17

11,18

11,18

19,20

11,19,20

1

11,12,20

11,12,20

21

11,16,21

16,20

16,20

16,20
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3. Uzorci zamrznute plazme trebaju se transportirati na suhom ledu, a ukoliko to
nije moguce, na dovoljnoj koli¢ini obi¢nog leda u spremniku od stiropora, kako bi
ostali ¢vrsto zamrznuti dok ne stignu u laboratorij za analizu.

Odmrzavanje zamrznutih uzoraka plazme

1. Odmrzavanje zamrznutih uzoraka plazme treba provesti brzo, tijekom 10 minuta
na 37 °C u inkubatoru, suhom termo bloku ili vodenoj kupelji.

2. Odmrznuti uzorak prije analize treba temeljito promijesati laganim okretanjem
uzorka 6 puta tako da se spremnik s uzorkom svaki put okrene za 180° i vrati u
pocetni polozaj.

ANALITICKA FAZA PRI IZRADI KOAGULACIJSKIH PRETRAGA

Kontrola kvalitete

Koagulacijske pretrage

Protrombinsko vrijeme

1. Unutarnju kontrolu kvalitete treba provesti nakon otvaranja i/ili otapanja svakog
pojedinog reagensa, te nakon umjeravanja, preventivnog odrzavanja i servisa
analizatora.

2. Za kvantitativne koagulacijske testove, kontrolne plazme s normalnim i
patoloskim vrijednostima potrebno je analizirati svakih osam sati neprekidnog
rada. Ucestalost moze biti propisana i drugacije ukoliko je laboratorij proveo analizu
vlastitog procesa rada i procjenu rizika uzevsi u obzir broj uzoraka i opterecenje
tijekom radnog vremena.

3. Vanjska kontrola kvalitete treba biti sastavni dio ukupnog upravljanja kvalitetom
u laboratoriju koji izraduje koagulacijske pretrage

Postupak evaluacije i validacije koagulometara potrebno je provesti u skladu s
prethodno objavljenim preporukama.

1. Za odredivanje pretrage PV, preporuka je koristiti rekombinantne tromboplastine
koji imaju ISl vrijednost manju od 1,2.

2. Pri odredivanju pretrage PV-a preporucuje se koristiti i/ili odrediti vrijednost
ISIS specifi¢tnu za kombinaciju tromboplastina i koagulometra koja se koristi u
laboratoriju.

Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

Trombinsko vrijeme

Fibrinogen

1. Za izvodenje APTV-a kao probirne pretrage preporucuje se upotreba APTV
reagensa koji su osjetljivi na manjak ¢imbenika zgrusavanja i na terapiju UFH-om,
ali koji istodobno ne moraju biti osjetljivi na LA.

2. APTV je prikladna pretraga za pracenje terapije UFH-om.

3. Za pracenje terapije UFH pomocu pretrage APTV, preporuka je da svaki
laboratorij odredi osjetljivost APTV reagensa u uporabi na UFH s ciljem uspostave
vlastitog terapijskog intervala.

4. APTV nije prikladan test za pracenje terapije s LMWH. Ukoliko je potrebno pratiti
terapiju s LMWH, prikladna pretraga je odredivanje anti-FXa aktivnosti.

Trombinsko vrijeme nije prikladan test za pracenje antikoagulacijske terapije
heparinom i direktnim inhibitorima trombina.

1. Test odredivanja funkcionalne aktivnosti fibrinogena je najprikladnija metoda
odredivanja fibrinogena za rutinsku primjenu u laboratorijima.

2. Imunokemijski testovi za fibrinogen, koji mjere koncentraciju antigena, a ne
funkcionalnu aktivnost primjenjuju se iskljucivo u diferencijalnoj dijagnostici
disfibrinogenemije.

5,8,11

5,16,20,23

23

27

27,29

27,29

26

29-33

29,30,32

4,29, 34

35
35-37

38

39,40

42

39,42
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3. Metoda deriviranog fibrinogena se ne preporucuje za rutinsku uporabu. 42,44,45
D-dimeri

1. Rezultate, referentne intervale i grani¢ne vrijednosti za pretragu D-dimeri 47,48
potrebno je uvijek interpretirati ovisno o metodi koju laboratorij koristi.

2. Uz rezultat pretrage D-dimera na nalazu je potrebno istaknuti i mjernu metodu  48-50
kojom se oni odreduju.

POSLIJEANALITICKA FAZA RADA PRI IZRADI KOAGULACIJSKIH PRETRAGA
Referentni intervali, grani¢ne vrijednosti i uskladivanje izvjestavanja o rezultatima

1. Referentne intervale za koagulacijske pretrage koji se preuzimaju od proizvodac¢a 25,53
ili iz literature, preporuceno je prethodno verificirati tj. provjeriti njihovu
primjenjivost na lokalnoj populaciji.

2. Pri analizi pedijatrijskih uzoraka potrebno je primijeniti referentne intervale 54
prilagodene dobi kako bi se osigurala ispravna dijagnostika i lijecenje djece s
poremecajima hemostaze.

I1ZVJESTAVANJE REZULTATA POJEDINIH PROBIRNIH KOAGULACIJSKIH PRETRAGA | D-DIMERA
Izvjestavanje rezultata PV-ai INR-a

1. Rezultate pretrage PV-a za bolesnike koji nisu na terapiji s VKA treba izvijestiti kao 30,29,51
postotak aktivnosti.

2.INR se ne izvjesStava u bolesnika koji nisu na terapiji s VKA. 30

3. Rezultate pretrage PV-a za bolesnike na terapiji s VKA treba izvjestavati isklju¢ivo 29,30
kao INR.

IzvjeStavanje rezultata APTV

Rezultat probirne pretrage APTV uvijek je potrebno izvijestiti u sekundama i kao 29,34-37
APTV omjer.

Izvjestavanje rezultata TV
Rezultat pretrage TV izvjestava se u sekundama. 39,40
lzvjestavanje rezultata fibrinogena

Rezultat pretrage fibrinogena izvjestava se u g/L. 42
Izvjestavanje rezultata D-dimera

1. Rezultate pretrage D-dimeri preporucuje se izvjeStavati u mjernim jedinicama 46-48
mg/L DDU ili FEU.

2. Uz rezultat pretrage D-dimeri na nalazu se preporucuje navesti i metodu kojom  46-48
se pretraga odreduje.

3. Ne preporucuje se koristenje komercijalnih testova za D-dimere koji su prisutni 46-48

na trzistu, a koji ne pruzaju informaciju o vrsti jedinice (DDU ili FEU) koja se u testu
koristi.

Interpretativni komentari

Preporucuje se uvodenje odgovarajucih interpretativnih komentara vezanih za 56
prijeanaliticku i analiticku fazu ispitivanja, kao i onih vezanih uz prosirenje prvotnog
klinickog zahtjeva kad god je to opravdano.

Kriti¢ne vrijednosti

1. Koagulacijski laboratoriji se poti¢u da na lokalnoj razini definiraju klinicki 57,59
znacajne kriti¢ne vrijednosti i/ili prosire postojeci popis kriti¢nih vrijednosti u

suradniji s lije¢nicima.

2. Prvi kritican rezultat potrebno je odmabh izvijestiti lije¢niku, a ovisno o dogovoru 57,59
s klinickim osobljem postupa se s izvjeStavanjem svakog sljedeceg kriti¢cnog

rezultata za istog bolesnika.

Zagreb, svibanj 2019.
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3. Vrijednost INR-a >5,0 smatra se klinicki znacajnom jer zahtijeva hitnu intervenciju 58
kako bi se smanjio antikoagulacijski ucinak varfarina.

4.Za pracenje terapije s UFH svaki omjer APTV-a vedi 2,5 puta od gornje granice 57
referentnog intervala, moze ukazivati na povecani rizik od krvarenja i treba je

odmah izvijestiti klini¢aru.

5. Vrijednost fibrinogena manja od 0,8 g/L ukazuje na poviseni rizik od krvarenjai 57,59
treba je odmabh izvijestiti klini¢aru

PV - protrombinsko vrijeme; APTT - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; TV - trombinsko vrijeme; ISI - Medunarodni
indeks osjetljivosti; INR — medunarodni normalizirajuc¢i omjer; LMWH — niskomolekularni heparin; UFH — nefrakcionirani heparin; VKA
- antagonisti vitamina K antagonist; DDU - jedinice D-dimera; FEU - jedinice ekvivalentne fibrinogenu; LA - lupus antikoagulans

Zagreb, svibanj 2019.
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DobATAk 2. - Komentari i recenzije pristigle tijekom javne rasprave radne verzije dokumenta Nacionalne preporuke za postupke
uzorkovanja, pripreme i analize uzoraka te izvjeStavanje rezultata probirnih koagulacijskih pretraga protrombinskog vremena, aktivi-
ranog parcijalnog tromboplastinskog vremena, trombinskog vremena, fibrinogena i D-dimera.

KOMENTARI RECENZENATA
RECENZENT 1
OPCI KOMENTAR:

1. Predlazemo da na kraju svakog poglavlja izdvojite
preporuku RG, kako bi ¢itatelju odmah bilo jasno sto su
nacionalne preporuke. Tablica na kraju moze ostati, ali treba
biti uskladena s preporukama u tekstu.

uvoD

2. "Istaknulo” umjesto “istaknula” jer se radi o istrazivanju

UZORKOVANJE KRVI

3. Rijeci “istodobno uzorkovanje” su suvisne. Potrebno je
naglasiti sa treba postupiti prema dalje opisanoj proceduri.

4. Upotreba pojma “zatvoreni venski sustav” je zbunjujuca.
Misli li se na “periferni venski kateter”?

Ako da, potrebno je objasniti razliku izmedu katetera
opisanog prethodno jer se u prethodnoj recenici koja se
odnosi na kateter navodi da se odbacuje Sesterostruki
volumen katetera, a ovdje se sugerira odbacivanje dva
volumena katetera.

REDOSLIJED UZORKOVANJA SPREMNIKA

5. Umjesto “analize” sugeriram “analiza” ili “pretraga”

NEPRIHVACANJE UZORAKA

6. Kriteriji neprihvac¢anja uzoraka za koagulacijske pretrage
iz naslova moraju biti u potpunoj sukladnosti s ovim
preporukama. Bilo bi nuzno specificirati pozeljno vrijeme
za pretrage o kojima je ovdje rije¢, a ne samo u poglavlju
Pohrana prije analize.

PRIPREMA UZORAKA KRVI ZA ANALIZU

7. Potrebno je izbaciti ovu rec¢enicu. Nacionalne preporuke
za koag. pretrage iz naslova uskladene su s CLSI (11)

preporukama. Smatramo da je u ovom odlomku nepotrebno

naglasavati ostale koagulacijske pretrage. Naglasavamo da

vecina MBL nema CLSI specifi¢cne smjernice, pa zato izdajemo

nase nacionalne i nije zgodno upucivati bez detalja na CLSI.

8. Najmanije je suvisno, jer je preporuka iza dvostruko
centrifugiranje

Zagreb, svibanj 2019.

ODGOVOR AUTORA

Zahvaljujemo na komentaru. Prema pravilniku HDMBLM
preporuke prolaze recenziju prije javne rasprave. Kako bi
preporuke bile koncizne i sazete na jednom mjestu tada nam je
sugerirana izrada Tablice 1. Misljenja smo bili da u tom slucaju nije
potrebno dodatno stavljati okvir s preporukom na kraju svakog
poglavlja. Sukladno sugestiji na kraju svakog poglavlja istaknut
¢emo jasnu preporuku.

(treci paragraf, prva recenica)
Izmijenjeno prema sugestiji.

(Cetvrta recenica)
Izmijenjeno prema sugestiji.

(3esta recenica)

Da, misli se na periferni venski kateter. Sukladno sugestiji pojam
zatvoreni venski sustav je izmijenjen. Nadamo se da je tekst sada
jasniji.

(prva recenica)
Smatramo da je recenica jasna i da promjena nije neophodna.

U skladu s zahtjevom recenice su djelomice korigirane na nacin
da se citatelji upucuju na poglavlje Pohrana uzoraka do analize.
Smatramo suvisnim ponavljati podatke o dozvoljenom vremenu
izrade pretraga koje je navedeno u poglavlju Pohrana uzoraka do
analize.

(prva recenica)

Recenica je stavljena kao uvod u poglavlje, a ne kao preporuka.
Postupci pripreme uzoraka opisani su dalje u tekstu. Kako prva
recenica ne bi izazivala daljnju zabunu, brisana je iz teksta. Nismo
razumjeli koje se to ostale pretrage naglasavaju u ovom poglavlju.

(treca recenica)

Vecina preporuka koristena pri izradi ovih smjernica za
centrifugiranje koagulacijskih uzoraka navodi vrijeme , ne manje
od 15 minuta”. Sukladno ostalim zahtjevima recenzenata poglavlje
je izmijenjeno, a najmanije je izmijenjeno u tijekom 15 minuta kako
bi informacija bila jasnija.
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9. Navedite za koje pretrage je nuzno ovo provesti. Jer
preporuka treba biti jednoznacna.

10. Izbaciti. Nastavak recenice je obrazlozenje za prethodno
navedene uvjete.

11. Navedite koji se tip rotora centrifuge MORA koristiti
(primjerice, swing-out).

12. Ova recenica je nejasna, osim obrazloZenja zasto se ne
smije centrifugirati na nizim temperaturama. MozZe se shvatiti
kao da je potrebno koristiti centrifuge s hladenjem, ali da

se centrifugira na 22°C jer se centrifuga bez hladenja moze
pregrijavati. Iz toga se postavlja pitanje moze li se i centrifuga
s hladenjem pregrijati ako se ne koristi opcija centrifugiranja
na nizim temperaturama?

13. Ponavljanje navedenog prethodno, nuzno je izostaviti
ovdje, a prethodno specificirati koje su to pretrage od ovih iz
naslova preporuke.

UZORCI S VISOKIM VRIJEDNOSTIMA HEMATOKRITA

14. Paznja nije uvijek unaprijed moguce otkriti visoku
vrijednost Htc,-a pa molim vas u ovoj preporuci predlozite
kako postupiti u situacijama koje su najc¢esce u praksi.
Primjerice: ne izdati rezultate;, izdati s interpretativnim
komentarom; i drugo ....

15. Sugeriram staviti sliku tuberkulinske Strcaljke

16. "Igle” je suvisno. Potrebno je navesti da s obzirom da nije
vise moguce uzorkovanje u sustav s podlakom, uzorkovanje
se izvodi, takozvanim otvorenim sustavom ili Strcaljkom

17. Specificirajte komentar koji treba biti na nalazu kako bi svi
MBL u RH koristili ISTI

(Cetvrta recenica)

Misljenja smo da se iz prethodne dvije recenice jasno da zakljuciti

da se radi o mogucoj opciji za sve pretrage koje se obraduju u ovim
smjernicama. Sukladno ostalim zahtjevima recenzenata poglavlje je
djelomi¢no izmijenjeno pa se nadamo da ce i ovaj dio sada biti jasniji.
(peta recenica)

Nismo sigurni dali smo u potpunosti razumjeli zahtjev. Smatramo da
nije potrebno izvrsiti predlozenu izmjenu za razumijevanje teksta.

Za koagulacijske pretrage potrebno je koristiti centrifuge koje
imaju rotor s promjenjivim kutom (engl. swing-out rotor), a pri
centrifugiranju bi trebalo izbjegavati upotrebu funkcije kocenja.
Podatak je dodan u recenicu broj 5.

(predzadnja recenica)

Nismo sigurni dali smo u potpunosti razumjeli navedeni komentar.
Dio recenice je brisan kako bi se izbjegle dodatne zabune, a
ostalo je navedeno da ukoliko se koristi centrifuga s hladenjem,
centrifugiranje treba izvoditi na sobnoj temperaturi budu¢i da nize
temperature mogu dovesti do aktivacije trombocita. Nadamo da je
recenica sada jasnija za Citatelje.

(zadnja recenica)

Smatramo da nije potrebno izvrsiti predlozenu izmjenu obzirom da je
jasno navedeno da za sve uzorke plazme koji se zamrzavaju do trenutka
izvodenja analize je potrebno provesti dvostruko centrifugiranje te da
nije potrebno dodatno naglasavati svaku pojedinu pretragu. Sukladno
ostalim zahtjevima recenzenata poglavlje je djelomi¢no izmijenjeno pa
se nadamo da ce i ovaj dio sada biti jasniji.

U tekstu nigdje nije navedeno da je uvijek unaprijed moguce
znati vrijednost hematokrita. Opisan je standardizirani postupak
korekcije citrata (referenca 11), a na kraju poglavlja navedeno je
da ukoliko nije moguce izvesti postupak korekcije da se nalaz
izdaje uz odgovarajuci komentar. Ukoliko je sugestija usmjerena
na to da se ponekad sumnja na visoku vrijednost hematokrita,

a toc¢na vrijednost nije poznata, misljenja smo da je stvar dobre
laboratorijske prakse provijeriti vrijednost kada god je to moguce
prije nego se poduzmu daljnji koraci vezani za korekciju.
Sukladno ostalim komentarima recenzenata nastojat ¢emo
dodatno razjasniti pojedine dijelove u poglavlju.

Zbog obujma teksta i tablice umjesto slike nastojat ¢emo ovdje
opisati o kakvim se Strcaljkama radi: Tuberkulinske Strcaljke su
sterilne Strcaljke koje su najcesce zapremine 1 mL, namijenjene za
jednokratnu uporabu i to primarno za primjenu na ¢ovjeku. Strcaljke
su graduirane, opremljenom s kratkom iglom koso odrezanog vrha,
a najmaniji odjeljak ljestvice ima vrijednost od 0,01 mL.

Sukladno sugestiji zamijenili smo pomocu igle s otvorenim
sustavom.

Vezano na zahtjev 17. Interpretativni komentari na kraju poglavlja
su dodatno specificirani.

Koagulacijske pretrage su napravljene u uzorku s prilagodenim
volumenom antikoagulansa (citrata) zbog visoke vrijednosti
hematokrita (Hct = xx L/L). Pri tome je xx-tocna vrijednost hematokrita.
Nije moguce izvrsiti prilagodbu volumena antikoagulansa (citrata)
potrebne zbog visoke vrijednosti hematokrita. Neodgovarajuci
omijer antikoagulansa i krvi moze utjecati na rezultate
koagulacijskih pretraga. Preporuka je ponoviti uzorkovanje uz
prethodni dogovor s laboratorijskim osobljem.

Zagreb, svibanj 2019.
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HEMOLIZA, HIPERBILIRUBINEMUJA | LIPEMLJA

18. Potrebno je istaknuti da nove generacije analizatora (treca recenica)

omogucavaju odredivanje HIL indeksa, pa se interferiraju¢e  Sukladno zahtjevu naveden je podatak o HIL indeksu. Re¢enica
supstance automatski detektiraju i automatski se odabire je izmijenjena u: Nova generacija koagulacijskih analizatora mjeri
odgovarajuca valna duljina. opticku apsorpciju na razli¢itim valnim duljinama, kao i indeks

hemolize, ikterije i lipemije (tvz. HIL indeks) pa se problematicni
uzorci mogu prepoznati prije izvodenja analize a utjecaj ovih
interferirajucih supstanci tijekom ispitivanja se smanjuje
automatskim odabirom odgovarajuce valne duljine (19,20).

19. Suvisna recenica. (Cetvrta recenica) Korigirano prema sugestiji. Izbrisana je recenica:
Ako je laboratorij opremljen takvim analizatorima, prihvatljivu
koncentraciju interferirajucih tvari moguce je lokalno ispitati.

20. Pojam “veca valna duljina (570 nm ili vise)” je vrlo Paragraf 2

pausalan., bolje je koristiti pojam “druge valne duljine” ili Korigirano prema sugestiji. Rec¢enica izmijenjena u:

“alternativne valne duljine”. To ovisi o postavkama analizatora Opticki bias uslijed hiperbilirubinemije uglavnom nije znacajan i

pa smatram da je to potrebno naglasiti. moze se sprijeciti mjerenjem na alternativnim valnim duljinama,
pri ¢emu se rezultati analize mogu pouzdano izvijestiti (19).

21. Rije¢ "medutim” dvaput se ponavlja na pocetku dvije (predzadnja recenica)

recenice. Korigirano prema sugestiji. Brisano medutim u predzadnjoj

recenici. Unato¢ toj mogucnosti, bioloske interferencije mogu
imati utjecaj na rezultate koagulacijskih pretraga.

POHRANA UZORAKA DO ANALIZE

22. Misljenja sam da je ovo nepotrebno naglasavati. (prva recenica)
Zahvaljujemo na komentaru, medutim smatramo da je vazno
da recenica ostane kao uvod u poglavlje obzirom da se kasnije
navode i neki izuzetci od navedenog.

23. Poglavljem “Neprihvacanje uzoraka” ili obrnuto. Ova (prva recenica)
preporuka mora biti uskladena s kriterijima za prihvac¢anje/ Poveznica je stavljena prema prethodnom zahtjevu u poglavlju
ne prihvacanje uzoraka o neprihvacanju uzoraka. Misljenja smo da poveznica s

neprihvacanjem uzoraka na ovom mjestu ne bi doprinijela boljem
razumijevanju teksta.

24. Predlazemo “mjernom sustavu” umjesto “sustavu” i (treca recenica)

“provjeriti” umjesto “potvrditi” Izmijenjeno prema sugestiji: Medutim, kako stabilnost uzorka
moze ovisiti o mjernom sustavu u upotrebi (tromboplastinski
reagens, koagulometar i spremnici za prikupljanje uzoraka),
laboratoriji koji prihvacaju uzorke za PV i D-dimere pohranjene
unutar 24 sata od prikupljanja krvi, trebaju provjeriti stabilnost
uzorka na vlastitom sustavu (21).

25. Je li ovo kriterij neprihvacanja uzoraka za analizu u Vidjeti komentar pod prethodnim zahtjevom, broj 23. Poveznica je
pacijenata na ovoj specifi¢cnoj terapiji ? Ako da, navesti u stavljena u poglavlju o neprihvacdanju uzoraka.
odgovarajucem poglavlju

26. “Pozeljno unutar 1 h od sakupljanja” uzrokuje nejasnoce  Dio teksta koji je uzrokovao nejasnoce o vremenu prikupljanja
jer specificiramo 4 sata za izradu pretraga te u preporukama  je izbrisan, medutim nastavak zahtjeva nam nije u potpunosti
za prihvacanje/neprihvacanje uzoraka TREBA navesti da jasan. Nadamo se da ¢e promjene koje su uklopljene u tekst oba
SVAKI laboratorij mora dobro poznavati svoje procese. poglavlja ipak doprinijeti boljem razumijevanju teksta.
Podrazumijeva se da znaju koliko je uobicajeno vrijeme

od vadenja do dostave u laboratorij i osigurava li sam

laboratorijski proces zavrsetak analize unutar 4 sata OD

UZORKOVANJA.
TRANSPORT UZORAKA U UDALJENE LABORATORLE
27. Specificirajte pretrage za koje je to moguce. Cijeli je Zahvaljujemo na komentaru. Kao $to ste i naveli smjernice se
odlomak preopcenit, a ove preporuke se odnose na 5 odnose na pet pretraga i smatramo da nije u svakom poglavlju to
pretraga. neophodno naglasavati.

Zagreb, svibanj 2019.
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ODMRZAVANJE ZAMRZNUTIH UZORAKA PLAZME

28. Rade specificirajte to¢ne minute, jer nize obrazlazete $to  Izmijenjeno prema sugestiji. Odmrzavanje zamrznutih uzoraka
uzrokuje produljeno ili kratko drzanje na 37°C. plazme treba provesti brzo, tijekom 10 minuta na 37°Cu
inkubatoru, suhom termo bloku ili vodenoj kupelji (5, 16, 20).

29. Ukoliko se koristi vodena kupelj, nuzno je osigurati Zahvaljujemo na komentaru. Misljenja smo da to nije nuzno
cjelovitost podataka na naljepnici na kojoj su podatci o naglasavati djelatnicima laboratorija, medutim, kako su mozda i
pacijentu. Molim vas dodajte upozorenje. moguce situacije u kojima to nece biti osigurano na kraju poglavlja

smo dodali recenicu u skladu sa sugestijom: Ukoliko laboratorij
za odmrzavanje uzoraka koristi vodenu kupelj, nuzno je osigurati
cjelovitost podataka na naljepnici na kojoj se nalaze podatci o

pacijentu.
30. Ispraviti u “Lima-Olivier” Ispravljeno prema sugestiji.
31. Ova preporuka sluZi za standardizaciju, pa ne bi SVAKI Glavna preporuka prema navedenoj referenci Lima-Olivier je
laboratorij sam trebao standardizirati postupak da svaki laboratorij treba standardizirati postupak mijesanja

odmrznute plazme uporabom (jedne) tehnike. Prema sugestiji
preporuku smo specificirali: Optimalan postupak mijesanja je
lagano okretanje uzorka 6-puta tako da se spremnik s uzorkom
svaki put okrene za 180° i vrati u pocetni polozaj.

32. Umjesto medutim, ovo ostaviti kao obrazlozenje Ispravljeno prema sugestiji: Nepotpuno odmrzavanje uzoraka
ili predugo stajanje na 37°C moze rezultirati nepouzdanim
rezultatima zbog aktivacije faktora zgrusavanja i nehomogenosti
uzorka (5, 24, 20).

ANALITICKA FAZA

33. Cijeli odlomak je u neskladu s poglavljem KOAGULACIJSKE Sukladno sugestiji tekst je premjesten u uvod odlomka
PRETRAGE. Premjestiti u uvod odlomka koagulacijske koagulacijske pretrage.

pretrage.

KONTROLA KVALITETE

34. Preopcenito, suvisno i dijelom neto¢no ! UKK osigurava  Misljenja smo da se ne radi o preopéenitim i suvisnim
nadzor nad analitickim specifijkacijama; VKK osigurava informacijama. Na temelju naseg istraZivanja iz 2015.g. smo

usporedivost rezultata s drugim laboratorijima, NE TOCNOST.  smatrali da je u ovom poglavlju najpotrebnije naglasiti vaznost i
dinamiku provodenja postupka UKK te da bi sve ostale informacije
nepotrebno opteretile tekst. Dio o VKK je u tekst dodan na temelju
zahtjeva recenzije koja prethodi javnoj raspravi.

Nadalje ¢emo pokusat obrazloziti dio vezan za komentar o (ne)
toc¢nosti: Dio definicije vezan za VKK je citiran prema referenci br
28: Preston i sur., a gotovo ista se moze naci i u publikaciji ECAT
Foundation: Quality in the Medical laboratory with a focus on
blood coagulation, P. Meijer, urednik. Slazemo se da je mozda
skra¢ena na nacin koji nije u potpunosti jasan te da smo trebali
naglasiti dio o usporedivosti rezultata. Sukladno tome, a uzevsi u
obzir i prijevod rijeci trueness koja je koristena u engleskoj verziji
teksta reenicu smo reorganizirali na slijedeci nacin: VKK osigurava
usporedivost rezultata medu laboratorijima, a posljedi¢no daje
informaciju o istinitosti rezultata laboratorija koji u njoj sudjeluje.

35. izraduju Ispravljeno prema sugestiji.

36. PAZITE, slijedimo li i sami ove preporuke za svakih 8 Prema CLSI smjernicama preporuka je raditi kontrolu svakih 8h
sati? U prvom redu treba naglasiti da svaki laboratorij treba na dvije razine, a u laboratorijima s ve¢im opterecenjem i ¢esce,
procijeniti rizik za ucestalost provodenja UKK ukoliko radi 24  odnosno svaka 4h pri kontinuiranom radu (referenca 29). Neki
sata i s obzirom na broj uzoraka, tijekom ta 24 h uzimajuéiu  autori smatraju da za laboratorij koji ima viSe od 100 uzoraka
obzir i vr$na opterecenja. dnevno, kontrola PV-a i APTV-a kroz svaka 2 sata ne bi trebala biti
preveliko financijsko opterecenje. Autori reference 27 smatraju
da je pri kontinuiranom radu potrebna kontrola svaka 2h za
laboratorije koji analiziraju vise od 20 uzoraka po satu.

Zagreb, svibanj 2019.
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37.Suvisno i neispravno. Opisano gore u komentaru.

KOAGULACIJSKE PRETRAGE

38. Dajte preporuku koji je reagens PRVOG IZBORA tamo gdje
je to moguce (rekombinantni tromboplastin za PV)

PV

39. Molim Vas svakako ISTAKNITE da je PREPORUKA da

se koristi reagens koji ima istaknutu vrijednost ISl-ja za
odredenu kombinaciju tromboplastina i koagulometra.
Izostavite iz preporuke genericki ISI. Nadalje mozZete ostaviti
postupak lokalnog odredivanja.

40. Koje plazme???? Kalibracijske??

APTV

41. Pribojavam se da ovaj zahtjev nec¢e modi biti zadovoljen
niti u KB i KBC-ovima

(Opca preporuka je odredivanje osjetljivosti pojedinih

APTV reagensa na UFH te odredivanja vlastitog terapijskog
intervala za svaki novi serijski broj reagensa, vrstu reagensaili
koagulometar).

42. Za prosjec¢nog korisnika uvodna recenica je potpuno
nerazumljiva. Odnosi li se ovaj odlomak na sve MBL koji rade
APTV ili samo na bolnicke laboratorije jer ukljucujete anti-Xa
pretragu ?

43. U preporuci mora biti striktno pravilo, MORA ili NE MORA

44, |sti komentar kao i gore, ne odnosi se na sve MBL i
preopsirno je.

Zagreb, svibanj 2019.

S obzirom na dostupne informacije o ucestalosti kontrolnog
postupka i provedenog istrazivanja o tome na koji nacin se provodi
kontrola u nasim laboratorijima misljenja smo da je najoptimalnija
preporuka o kontroli svakih 8 sati s tim da smo u daljnjem tekstu
zato i naveli da laboratorij moZze odluciti o drugacijoj dinamici ako
se napravi procjena rizika i analiza vlastitog procesa rada.

Prema sugestiji recenica je brisana kako ne bi unosila dodatno
zabunu. Za ostalo molim vidjeti prethodno obrazlozenje pod
brojem 34.

Dodano prema sugestiji.

Smatramo da je jasno navedeno da je potrebno koristiti ISI za
odredenu kombinaciju reagensa i koagulometra, a ukoliko
informacija nije dostupna da je potrebno odrediti vrijednost ISI-ja
lokalno $to je jasno i naglaseno u okviru preporuke.

(treca recenica od nazad). Da, radi se o kalibracijskoj plazmi.
Dodana je rijec kalibracijska. Nadamo se da je sada jasnije.

APTV drugi paragraf, zadnja recenica.

Slazemo se s komentarom da je ovo vrlo zahtjevna stavka,
medutim misljenja smo da je potrebno opisati ispravan pristup
ukoliko se APTV pretraga koristi u navedenu svrhu. Moguénost
izvedbe ne mozemo komentirati. Detalji postupka su opisani
prema referenci 36, a tekst je djelomice modificiran i prema
drugim komentarima kako bi postupak bio jasniji.

(treci paragraf)

U preporukama smo nastojali opisati najvaznije ¢injenice vezane
uz svaku pretragu probira. Preporuka je pisana za sve laboratorije
koji izvode koagulacijske pretrage, neovisno o razini zdravstvene
zastite kojoj pripadaju i opsegu koagulacijskih pretraga koje
izvode. Kako se APTV jos uvijek navodi kao test izbora za pracenje
terapije UFH, misljenja smo da korisnicima mora biti dostupnai
navedena informacija. Dakle ako se test APTV koristi za pracenje
terapije heparinom, u svrhu standardizacije preporuka je da se
terapijski raspon za pracenje terapije UFH-om s APTV reagensom
odredi u odnosu na anti-FXa aktivnost heparina i to tako da
odgovara rasponu od 0,3 do 0,7 anti-Xa klU/L. Sukladno zahtjevu
59i 61 izvrSene su izmjene u tekstu.

(treci paragraf, treca recenica) Ispravljeno prema sugestiji: uzorke
je potrebno dva puta centrifugirati.

(Cetvrti paragraf) Terapija nefrakcioniranim (visoko molekularnim)
heparinom moze se pratiti APTV reagensom pa smatramo da

je uz ovaj test pozeljno navesti i odredene mogucnosti u tom
smislu. Smatramo da je vazno naglasiti i razlike u odredivanju
nisko i visokomolekularnih heparina sto je nemoguce napraviti
bez spominjanja testa anti-Xa za koji smo svjesni da ne rade svi
laboratoriji pa stoga ne mogu niti odrediti terapijski raspon na
predlozeni nacin, odnosno odrediti terapiju s LMWH. Tekst smo
nastojali maksimalno skratiti i razjasniti.
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TROMBINSKO VRIJEME

45. Ne postoji preporuka koja je jasno istaknuta.

FIBRNOGEN

46. S obzirom na opisane 3 metode, dajte jasnu preporuku
koja je metoda prvog izbora!!!

47. Koju bi informaciju pruzio biokemicar lije¢niku s obzirom
na nepotpuno opisana ogranic¢enja??? Koji tekst na nalazu
treba biti?

48. Pojasniti za prosje¢nog citatelja. Napisite: ovi testovi se
primjenjuju samo u visokospecijaliziranim koagulacijskim
laboratorijima za razlikovanje afibrinogenemije i
disfibrinogenemije.

D-DIMERI

49. Dodajte da na nalazu treba biti preporuka da su rezultati
razli¢itih metoda neusporedivi

REFERENTNI INTERVALI
50. Ovo je nezgodno PREPORUCITI u nacionalnoj preporuci.

51. Umjesto preporucuje, naloZite da se provjere podatci
proizvodaca o populaciji i metodi na kojoj su odredeni Rl je li
to primjenljivo na nasu populaciju. Ako nije mora se provesti
provjera.

52. Ovo ce biti dio op¢ih preporuka verifikacije metoda pa je
ovdje suvisno detaljizirati. MoZete se referirati da ce to biti
predmet drugih preporuka.

53. Ovdje ste proturje¢ne, jer navodite da uglavnom ne
postoje prema dobi.

Preporuka je da se terapija inhibitorima trombina ne moze pratiti
ovim testom $to je i napisano u zadnjoj recenici poglavlja. Prema
opcem zahtjevu preporuke su naglasene na kraju svakog poglavlja
pa se nadamo da je sada jasnija.

Misljenja smo da je iz teksta jasno da se metoda po Claussu smatra
metodom prvog izbora. Isto je navedeno u preporuci na kraju
poglavlja i priloZzenoj Tablici.

Nismo sigurni da smo u potpunosti razumjeli navedeni komentar.
Na isti nacin kao $to su i za ostale pretrage na pojedinim mjestima
opisani mogudi izvori varijabilnosti to je napravljeno i za ovu
pretragu. Navedena je opca informacija o mogucéem izvoru
varijabilnosti prema referenci 42 kako bi je laboratoriji imali u vidu.
U recenici je dodano prema nekim istrazivanjima kako se ne bi
shvatila kao stroga preporuka. Nadamo se da je sada jasnije.

Ispravljeno prema sugestiji. Primjena je ograni¢ena na
diferencijalnu dijagnostiku disfibrinogenemije koja se temelji na
razlici rezultata dobivenog mjerenjem funkcionalne aktivnosti

i koncentracije antigena fibrinogena. Ovi testovi se primjenjuju
samo u visokospecijaliziranim laboratorijima (42).

(zadnja recenica)

Misljenja smo da navedeni komentar kao samostalan nije
informativan da bi se nalazio na svakom nalazu. Pozeljnije je da se
na nalazu navede informacija o metodi kojom se pretraga izraduje
kao $to smo to i bili naveli u preporuci na kraju poglavlja i u Tablici
1, a predloZeni komentar se moze staviti kao neka vrsta prosirene
informacije uz metodu koju je potrebno istaknuti na nalazu.
Obrazlozenje: predlozeni komentar kao samostalan moze se
istaknuti ukoliko je poznato da se pretraga za istog pacijenta u
nekom kratkom vremenu odreduje u razlic¢itim laboratorijima uz
primjenu razlicitih komercijalnih metoda. Medutim informaciju
nije uvijek moguce znati. Slicno je kada se pretrage rade s duljim
vremenskim odmakom.

Za odredivanje Rl je opisan poZzeljni redoslijed prema prethodno
objavljenim smjernicama (referenca 25 i 53), a u tekstu se jasno
navodi da se radi o zahtjevnom postupku koji nije uvijek moguce
provesti u praksi $to se u ostalom navodi i u vecini literature o

RI. Takoder je predloZen i postupak sto napraviti u slu¢aju kada
to nije moguce. U skladu s ostalim zahtjevima tekst je djelomice
reorganiziran i nadamo se da je sada jasniji.

Tekst je djelomice izmijenjen u skladu s prethodnom preporukom.

Autori nisu upoznati da ¢e to biti dio budu¢ih preporuka, a
misljenja smo da bi citatelji trebali biti upoznati s onim $to se za
sada moze primijeniti. Vrlo rado ¢emo osvjeziti ove preporuke i
referirati se na opce preporuke verifikacije kada budu objavljene.

(predzadnja recenica) Recenica je djelomice izmijenjena kako bi
bilo jasnije da se to odnosi na situacije ako su i kada su Rl dostupni
u literaturi.

Zagreb, svibanj 2019.

37



01-2019/v.1.

Nacionalne preporuke za izradu probirnih koagulacijskih pretraga i D-dimera

54.Visak, stavite radije podnaslov IzvjeStavanje rezulata
pojedinacnih probirnih koag. pretraga.

PV/INR

55. Kako izvijestiti iskljucivo INR ako je podatak o terapiji
nepoznat, a dogadat ce se.

Molim vas preporucite interpretativni komentar UKOLIKO je
nepoznat podatak o terapiji uz izdavanje oba rezultata [% i
INR].

56. vrijednost ???mjera?

57. Ponavljenje vec rec¢enog, vidi komentar gore. Kako
provesti u praksi 72?

58. Uveli ste novi pojam “PV-omjer”. Niste opisali kako se
dolazi do njega (kako se izracunava). Potrebna je konkretna
preporuka TKO ga MORA koristiti i u kojim situacijama (ako
mora).

59. Korisnije je prebaciti na pocetak odlomka.

APTV

60. Uskladite nakon $to razmotrite komentare dane vezano uz
provjeruili ispitivanje Rl

TV

61. Uskladi s prethodnim vezano uz RI

FIBRINOGEN

62. Referirajte se na harmonizirani HKMB Rl i onda
obrazlozite zasto ga treba revidirati. Nemojte ovdje
specificirati 1,8-4,0

63. Uskladite opcenito s preporukom o RI
INTERPRETATIVNI KOMENTARI

64. Bilo bi jako korisno da nacionalne preporuke sadrze
najvaznije interpretativne komentare jer govorimo o
harmonizaciji.

Zagreb, svibanj 2019.

Izmijenjeno prema sugestiji. Kreiran je novi podnaslov.

Mislim da je jasno navedeno da se rezultat na terapiji s VKA
izvjestava kao INR. Ako nemamo podatak o terapiji, rezultat

se izvjeStava kao PV%. Ukoliko je podatak o INR-u potreban
klinicarima, misljenja smo da ¢e predlozZeni nacin izrazavanja
utjecati na poboljsanje u smislu jasnijih zahtjeva prema
laboratoriju s nazna¢enom terapijom.

Nismo sigurni da smo dobro razumijeli dio s interpretativnim
komentarom. Ali ako je sugestija usmjerena na to da se za sve
rezultate ispod 70% PV izvjestava na oba nacina (INR i %) te stavi
komentar: Podatak o antikoagulantnoj terapiji nije poznat, nismo
u potpunosti sigurni u konacan ishod. Primjerice, rezultat PV-a od
60% moze biti uslijed terapije s VKA, NOAK: ili npr zbog bolesti
jetre. Nismo sigurni koja bi bila njegova dodana vrijednost.

Izmijenjeno prema sugestiji: izrazavanje PV-a kao INR-a. Poglavlje
je reorganizirano prema svim komentarima.

Vidjeti komentar 55.

Kako se dolazi do omjera PV-a je opisano u poglavlju Protrombinsko
vrijeme. Nehotice je ispusteno objasnjenje kratice PV-a na
engleskom jeziku koje je sada dodano. Misljenja smo da omjer PV-a
nije potrebno izvjestavati na nalazu, pa stoga to i nismo naveli kao
preporuku a tekst je djelomice reorganiziran kako bi to bilo jasnije.

SlaZzemo se. Izmijenjeno prema sugestiji.
Reorganizirano poglavlje prema svim komentarima.

Izmijenjeno prema sugestiji. Referentni interval izrazen u sekundama
moguce je preuzeti od proizvodaca ili iz literature pri cemu je
potrebno provjeriti podatke o populaciji i metodi kojom je odreden, a
u oba slucaja se preporucuije verifikacija preuzetog intervala.

Izmijenjeno prema sugestiji. Referentni interval izrazen u sekundama
moguce je preuzeti od proizvodaca ili iz literature pri cemu je
potrebno provjeriti podatke o populaciji i metodi kojom je odreden, a
u oba slucaja se preporucuje verifikacija preuzetog intervala.

Ovdje se ne radi o preporuci koji Rl treba koristiti, ve¢ opcem
podatku iz literature gdje se opcenito krecu vrijednosti
fibrinogena. Kako bi bilo jasnije recenica je djelomice
preformulirana.

Izmijenjeno prema sugestiji.

Svrha poglavlja o interpretativnim komentarima je potaknuti
laboratorije da gdje je god to potrebno rezultat poprate s
interpretativnim komentarom obzirom da ih prema nasem
istrazivanju iz 2015. g. koristi vrlo mali broj laboratorija.

Na mjestima gdje je bilo moguce ponudili smo interpretativni
komentar. Kako bi se ponudio set standardnih komentara,
odnosno provela standardizacija interpretativnih komentara
potrebno je istraziti koji se komentari i u kojim situacijama
upotrebljavaju u koagulacijskim laboratorijima. Bez toga je vrlo
tesko predvidjeti sve moguce scenarije.
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Uz to, potrebno bi bilo dodati i podatke o znacenju rezultata pojedinih
pretraga Sto bi dodatno opteretilo ovaj dokument kao smjernice. Ovo
jest vrlo aktualna tema i slazemo se da je potrebno na tome raditi,
medutim prema spoznajama autora, set standardnih i standardiziranih
komentara za vecinu podrucja laboratorijske medicine jos uvijek

nije objavljen. Misljenja smo da ponudene smjernice moraju biti
promjenjiv dokument, a sukladno novim spoznajama vrlo rado ¢emo
osvjeziti i nadopuniti dokument odgovarajucim citatom ili podacima
provedenog istrazivanja ¢im bude moguce. Kako bi ovo bilo jasnije na
kraju poglavlja je dodana recenica da gdje god je to bilo moguce su
ponudeni komentari, te da harmonizacija interpretativnih komentara
prelazi opseg ovih smjernica.

REFERENCE
65. Referenca 23 Izmijenjeno prema sugestiji.
TABLICA 1 Redoslijed dijela preporuka i tekst u Tablici 1 su korigirani u skladu

s zahtjevima za izmjenom u tekstu.
66. Tablica 1/Preporuka 7

-koristiti jasniji termin Uskladeno s izmjenama u tekstu.

67. Tablica 1/Preporuka 16

-dajte primjer izracuna Misljenja smo da bi ovo nepotrebno opteretilo tekst i da su jasno
naznacene sve komponente koje treba uzeti u obzir pri izracunu.

RECENZENT 2

PRIJEANALITICKA FAZA PRI IZRADI KOAGULACIJSKIH PRETRAGA

1. Mehanizme u prijeanalitickoj fazi (treca recenica)
Smatramo da bi predloZena izmjena nepotrebno opteretila
recenicu jer bi se dva puta na isti nacin ponovio isti izraz. Misljenja
smo da treba ostati ovako kako je napisana.

UZORKOVANJE KRVI

2. Uzimaju se (druga recenica). Korigirano prema sugestiji.

PRIPREMA UZORAKA KRVI ZA ANALIZU

3. Kako se provodi dvostruko centrifugiranje? Prema nekim Misljenja smo da za probirne koagulacijske pretrage nije

autorima plazmu bi nakon prvog centrifugiranja trebalo neophodno prebaciti plazmu u cisti spremnik te da to nepotrebno
prebaciti u ¢isti spremnik i tek tada centrifugirati drugi put. oduzima vrijeme za izradu pretrage. Dovoljno je isti uzorak
Koji je stav RG? centrifugirati dodatnih 15 minuta pod istim uvjetima, a alikvote

uzorka koji se pohranjuju ne uzimati blizu stanica. Sukladno

ostalim zahtjevima recenzenata poglavlje je djelomi¢no

izmijenjeno pa se nadamo da ce i ovaj dio sada biti jasniji.
HEMOLIZA, HIPERBILIRUBINEMIJA | LIPEMIJA

4. S obzirom na to da su ovo nacionalne preporukeida ¢eih  Misljenja smo da je ovo jasno opisano u zadnje tri re¢enice
vecinom koristiti maniji, nespecijalizirani laboratoriji, misljenja poglavlja te da dodatna izmjena teksta nije neophodna.
sam da bi u ovom odlomku bilo dobro obuhvatiti i utjecaj

interferencija na metode koje se koriste u tim laboratorijima

(mehanicke i elektromehanicke). Tj. naglasiti jesu li i koliko te

metode podloZne utjecaju interferencija.

POHRANA UZORAKA DO ANALIZE

5. Misljenja sam da je ovo nepotrebno naglasavati. (prva recenica). Zahvaljujemo na komentaru, medutim smatramo
da je vazno da recenica ostane kao uvod u poglavlje obzirom da se
kasnije navode i neki izuzetci od navedenog.

6.i/ili Misljenja smo da je umjesto predloZene izmjene za razumijevanje
recenice najbolje ili zamijeniti u: Prema nedavnim istrazivanjima,
izuzetak od ovog pravila moze se primijeniti za pretrage PV i
D-dimeri, za koje se uzorci mogu pohraniti na sobnoj temperaturi
do 24 sata nakon uzorkovanja, $to se odnosi na necentrifugirane
i centrifugirane uzorke s plazmom koja ostaje iznad stani¢nih
komponenti u zatvorenom spremniku (11, 12, 20).

Zagreb, svibanj 2019.
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7. Nisam sigurna treba li spremnike ovdje naglasiti, ako je
u odlomku o uzorkovanju preporuceno koji se spremnici
koriste za koagulacijske pretrage?

8. Mozda trebalo ponoviti “unutar 4 sata od uzorkovanja”
umjesto “dozvoljenog vremena”.

9. Ako je prijedlog da se odvaja vise alikvota zbog toga sto se
pretrage izvode u razlic¢ito vrijeme, onda to ne moze biti dio
preporuka jer svaki laboratorij ima svoju organizaciju rada
koja moze biti takva da ¢e se sve pretrage uciniti iz jednog
alikvota tj. u paralelnom odredivanju. Ako je ovaj prijedlog
naveden zato da bi se osigurala kvaliteta uzorka zbog
mogucnosti gubitka integracije uzorka uslijed zamrzavanja/
otapanja onda predlazem da se to i obrazlozi.

TRANSPORT UZORAKA U UDALJENE LABORATORIJE

10. Sto je identifikacijski broj ako se uzorak 3alje iz ustanove X
u ustanovu Y? Misli li se na MBO/OIB ili sI? Ili na identifikacijski
broj bolesnika u ustanovi X?

KONTROLA KVALITETE

11. Otapanja ili otvaranja. Misljenja sam da ste nehotice
ispustile kontrolu ready-to-use reagensa

12. Veliko radno opterecenje je pojam podlozan subjektivnoj
procjeni. Moze li se izraziti preko broja analiza?

KOAGULACIJSKE PRETRAGE

PV

13. Koju vrstu reagensa preporucujete kao RG?

14. PredlaZzem da se ovo prikaze formulom umjesto teksta

15. Predlazem da se prvi dio recenice preformulira na
nacin da se izbaci “prihvatljivo” i samo navede da postoje
tromboplastini s tim vrijednostima ISl-ja.

16. Predlazem izdvojiti jednadzbu iz recenice u novi red.
APTV

17. Koji reagens (vise/manje/podjednako osjetljiv)
preporucuje RG za koristenje u op¢im MBL?

TROMBINSKO VRIJEME

18. Dodati: antikoagulacijsku terapiju inhibitorima trombina

Zagreb, svibanj 2019.

Izmijenjeno prema sugestiji u svrhu kracenja teksta.

Zahvaljujemo na komentaru, medutim smatramo da nije nuzno
izvrsiti izmjenu za razumijevanje recenice obzirom na prethodno
navedena dozvoljena vremena uzorkovanja.

Sukladno sugestiji i komentarima ostalih recenzenata izmjene su
uklopljene u tekst: Kada se iz istog uzorka trazi vise pretragaiili
Ce se pretrage izvoditi u razli¢ito vrijeme, potrebno je pripremitii
smrznuti vise odvojenih alikvota.

Najvaznije je svakako osigurati sljedivost uzorka i stoga bi
idealno bilo oznaciti uzorak s oba broja, dakle s mati¢nim brojem
osiguranika i identifikacijskim brojem laboratorija. Kao sto je

u prethodnim komentarima navedeno, neke stavke podlijeze
organizaciji laboratorija i dogovorima medu ustanovama.
Smatramo da je ovo jedna od takvih. Kako bi bilo jasnije

dodali smo u zagradu maticni broj osiguranika i/ili jedinstveni
identifikacijski broj u laboratoriju.

(recenica br 3) Ispravljeno prema sugestiji.

Vidjeti obrazlozenje prethodnom recenzentu pod brojem 36.
Recenica je brisana kako ne bi dodatno unosila zabunu u napisani
tekst. Uskladeno je s zahtjevom i prethodnog recenzenta.
Smatramo da bi sada trebalo biti jasnije.

Metoda je navedena u poglavlju.
(Izracun INR-a ). Ispravljeno prema sugestiji.

Sukladno zahtjevu i opéem zahtjevu navedena preporuka o
reagensu prvog izbora i pozeljnom ISI-ju:D

Ispravljeno prema sugestiji.

(APTV drugi paragraf, druga recenica.) Kao sto smo naveli APTV
reagensi imaju razli¢itu osjetljivost prema nedostatku faktora,
prisutnosti antikoagulansa i Lupusa. Konsenzus oko odredenih
sastojaka reagensa i njihovog omjera nije postignut a favorizirati
neki od komercijalnih pripravaka ne bi bilo primjereno. Odabir
reagensa ¢e prvenstveno ovisiti o tome za koje se sve svrhe reagens
u laboratoriju koristi. Laboratoriji koji ga koristi kao test probira ne
bilo jasnije u tekst smo dodali reenicu:Za izvodenje APTV-a kao
probirne pretrage preporucuje se upotreba APTV reagensa koji su
osjetljivi na manjak ¢imbenika zgrusavanja i na terapiju UFH-om, ali
koji istodobno ne moraju biti osjetljivi na LA (4, 29, 34).

(treca recenica)
Ispravljeno prema sugestiji.
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19. Dodati i ta heparinom: iz venskih katetera
FIBRNOGEN

20. S obzirom na to da se ne predlaze primjena ove metode,
predlazem da se odjeljak svede na 2 recenice.

D-DIMERI

21. Je li ovo vazno navesti u preporuci za biokemicare?

REFERENTNI INTERVALI

22. Umjesto “djece” predlazem napisati “osoba”. Npr. za
D-dimere mozemo govoriti o starijoj populaciji.

PV/INR

23. Cini mi se da ponavlja WHO-INR-IPR iz odlomka o
reagensu

un

24. Umijesto “iako” predlazem “a

25. Nejasno. Ako je granica mjernog podrucja 7,0, a kriticna
vrijednost 5,0, kako treba izraziti vrijednost INR-a? Kao >5,0 ili
broj do granice mjernog podrucja od 7,0?

D-DIMERI
26. Ovo shva¢am kao preporuku pa ju, molim, naglasite.
KRITICNI REZULTATI

27. Ova recenica nije jasno napisana.

Znaci li to da e se izvjestavati o kriticnom rezultatu prvi put,

ali se nece izvjesStavati za svaki sljedeci isti, kriti¢ni, rezultat u

istog bolesnika? Ako da, onda bih navela da se “u dogovoru s
klinickim osobljem ne mora izvjeStavati svaki sljedeci kritican
rezultat kod istog bolesnika”

SAZETAK

28. Komentar: postavlja se pitanje koliko je moguce dobiti
usporedive rezultate kada se kroz cijelu preporuku navode
ogranicenja za dobivanje usporedivih rezultata.

Ispravljeno prema sugestiji.

S obzirom da se u prethodnom tekstu naveo princip svih ostalih
metoda te da se u laboratorijima ova metoda ponekad sugerira
kao jednostavna i isplatljivija metoda procjene fibrinogena,
misljenja smo da je vazno ostaviti tekst u ovoj formi.

(prva recenica) Nismo bas sigurni da smo razumjeli zahtjev.
Nedvojbeno je da su kolege biokemicari upoznati s na¢inom
izrazavanja, medutim moguce je, a i nadamo se da ¢e preporuke
sluziti i drugim korisnicima. Puno je sli¢nih ¢injenica je navedeno
kroz tekst i misljenja smo da ne ometa tekst.

Recenica nije vezana za D-dimere vec¢ za tekst ispod. Autori su
misljenja da nije potrebna izmjena.

Recenica brisana prema sugestiji. Poglavlje je reorganizirano
prema svim ostalim komentarima recenzenata.

Izmijenjeno prema sugestiji.

Slazemo se da mozda izraz kriti¢na vrijednost treba zamijeniti kako
bi se izbjegla kriva interpretacija recenice. Ovdje se nije mislilo na
kriticne rezultate u smislu patofizioloskog stanja bolesnika koje

bi zahtijevale hitnu intervenciju ve¢ grani¢nu vrijednost koja se
mjeri zadnjom toc¢kom kalibracije i koja je promjenjiva ovisno o
dobivenoj kalibracijskoj krivulji za odredeni lot reagensa. Ona
moze biti iveca od npr. >5,0 Sto ovisi vrijednosti kalibratora. Tekst
je izmijenjen sukladno ovoj i drugim sugestijama.

Izmijenjeno prema sugestiji, u skladu s opc¢im zahtjevom.

Slazemo se da nadin izvjeStavanja kriti¢nih rezultata iskljucivo
ovisi o dogovoru laboratorija i korisnika i da bi tekst trebalo
djelomice reorganizirati $to je i u¢injeno. Dodana je recenica: Prvi
kritican rezultat potrebno je odmah izvijestiti lije¢niku, a ovisno
o dogovoru s klinickim osobljem postupa se s izvjeStavanjem
svakog sljedeceg kriti¢nog rezultata za istog bolesnika.

Ne slazemo se s komentarom da se kroz dokument samo navode
ogranicenja, obzirom da je preporucen citav niz postupaka

koji se mogu primjenjivati u laboratorijima u svrhu poboljsanja
usporedivosti koagulacijskih pretraga. Ukoliko recenzent misli
konkretno na izvjeStavanje rezultata, opce je poznato da je

ono zahtjevno za svaki laboratorij, a posebice za koagulacijske
laboratorije koji provode analizu na uzorcima ograni¢ene
stabilnosti s reagensima koji su problematic¢ni za standardizaciju.
Prema podacima naseg istrazivanja iz 2015.g. praksa medu
laboratorijima pri izvodenju koagulacijskih pretraga je zaista
razlicita, a primjenu navedenih postupaka u svakoj od faza
cjelokupnog laboratorijskog procesa smatramo vaznim korakom
ka harmonizaciji. Za sada su u smjernicama predlozeni postupci
za koje je poznato da ih je moguce provesti, a kao $to smo vec u
prethodnom komentaru naveli, sukladno novim spoznajama vrlo
rado ¢emo osvjeziti i nadopuniti dokument kada to bude moguce.

Zagreb, svibanj 2019.
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RECENZENT 3

1. Nemam primjedbi na prijedlog Nacionalnih preporuka za
testiranje koagulacije.

Zagreb, svibanj 2019.

Izmijenjeno prema sugestiji.

Redoslijed dijela preporuka i tekst u Tablici 1 su korigirani u skladu

s zahtjevima za izmjenom u tekstu.

Na trzistu postoje stakleni spremnici iako se sve manje koriste u

praksi.

Uskladeno s izmjenama u tekstu.

Uskladeno s izmjenama u tekstu.

Izmijenjeno prema sugestiji, u tekst je dodana i informacija o
vizualnoj procjeni.

Uskladeno s izmjenama u tekstu.

Uskladeno s izmjenama u tekstu.

Izmijenjeno prema sugestiji.

Uskladeno s izmjenama u tekstu.

Zahvaljujemo se na komentaru.
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Dragi ¢lanovi,

Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu definiralo je unaprjedenje
kvalitete laboratorijskog rada u Hrvatskoj kao jedan od svojih glavnih strateskih ciljeva. U tu svrhu

osnovan je velik broj Radnih grupa Ciji je cilj promicanje harmonizacije i standardizacije laborato-
rijskih postupaka u svim fazama laboratorijskog rada.

Kao rezultat rada Radne grupe HDMBLM-a za laboratorijsku koagulaciju nastale su ove preporu-
ke, a jos je nekoliko dokumenata u pripremi te ¢e uskoro biti dostupne svim ¢lanovima Drustva.

U nadolaze¢em razdoblju najavljujemo:

— Preporuke za postupanje s hemoliti¢nim, lipemicnim i ikteri¢nim uzorcima

- Preporuka za pleuralnu, perikardijalnu, peritonealnu , zglobnu, sjemenu tekucinu, znoj,
dijalizat/dren, amnijsku tekucinu i BAL

Preporuka za cerebrospinalnu tekucinu
Preporuka za laboratorijsku dijagnostiku autoimunih bolesti

Preporuke za poslijeanaliticku fazu

Preporuke za pretrage uz bolesnika

HDMBLM
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